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4. Resumen

El sistema nervioso (SN) posee una capacidad Unica de modificar y adaptar su conformacion
anatomica y funcional con facilidad en funcién de cambios que ocurren en su entorno. Esta
capacidad, denominada plasticidad neuronal, es necesaria para el correcto desarrollo del SN y para
la adquisicion gradual en el tiempo de todas las funciones nerviosas, desde la locomocién hasta los
procesos cognitivos superiores. Varios estudios han demostrado que existen ventanas temporales en
las cuales esta capacidad plastica es alta, mientras que con el pasar del tiempo esta capacidad
disminuye. Hoy en dia se piensa que la escasa recuperacidon funcional caracteristica de varias
patologias neuronales, puede explicarse por la reduccidn en la capacidad plastica del sistema
nervioso adulto. Por esto, en los uUltimos anos se han buscado estrategias que determinen un
aumento de los niveles de plasticidad con la finalidad de facilitar la recuperacién funcional en
determinadas patologias. El sistema visual es un sistema cldsico para el estudio de procesos de
plasticidad dependientes de experiencia y estudios pioneros en este han identificado algunas
estrategias que potencian la plasticidad en el adulto y permiten la recuperacién de defectos en la
visién (ambliopia). Uno de los mas relevantes es la administracion de fluoxetina, por ser un
tratamiento no invasivo y de facil aplicacidn en la clinica. Sin embargo, los mecanismos subyacentes
a la restauracion de la plasticidad en el individuo adulto y que controlan los niveles de plasticidad
son aun desconocidos.

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 C57B6 adultos tratados con fluoxetina (plasticidad restaurada) y controles
(plasticidad disminuida). Utilizando la electroforesis bidimensional se han identificado 29 spots con
una intensidad optica diferencial entre las dos condiciones. A partir de los resultados obtenidos se
lograron identificar por espectrometria de masa 22 proteinas, de las cuales 10 presentan mayor nivel
en los ratones tratados con fluoxetina y 12 presentan menor nivel. 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 sefializacién intracelular, el control del estado redox de la
célula, el metabolismo y la degradacidn proteica. Estas proteinas son candidatas potenciales a la
regulacion de la plasticidad cortical y nos permitirdn caracterizar mejor el cuadro general de los

mecanismos subyacentes a este proceso.
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5. Introduccion

5.1 Plasticidad neuronal dependiente de la experiencia

El desarrollo del sistema nervioso es un proceso extremadamente complejo. Desde las
funciones sensoriales hasta las funciones cognitivas de orden superior, todas ellas, pasan a través de
periodos criticos de alta sensibilidad durante los cuales los circuitos neuronales correspondientes
pueden ser modificados de manera radical por la experiencia. Esta habilidad se define como
plasticidad neuronal. Durante estas fases criticas las capacidades de adquisicion de habilidades
diversas, que conforman el aprendizaje, son particularmente altas pero con el pasar del tiempo estas
ventanas de posibilidades disminuyen o se cierran haciendo mas dificil el aprendizaje posterior
(Berardi et al., 2000, Berardi et al., 2003, Hensch, 2005, Tropea et al., 2009). Ademas, luego de que
los circuitos neuronales son establecidos, el tratamiento de patologias producidas por un posible
desvio del desarrollo normal resulta muy ineficaz. Entender cémo funcionan los procesos biolégicos
que subyacen a los periodos criticos de plasticidad es de suma importancia, ya que este
conocimiento permitiria reabrir o modificar la duracién de estas ventanas de plasticidad y asi poder
corregir defectos o patologias del sistema nervioso que resulten de un desarrollo anémalo.

Al parecer, el efecto de la experiencia sobre el cerebro se puede separar en tres fases
principales. En el caso de la visién y de otras funciones sensoriales este efecto comienza luego del
nacimiento y disminuye casi totalmente durante la infancia. En el caso del lenguaje y de otras
funciones cognitivas de orden superior, este presenta una apertura mas tardia y si bien disminuye
con el paso del tiempo, nunca termina completamente. El hecho de que estas fases ocurran en

modo secuencial permite la adquisicion de habilidades cada vez mds complejas (Fig. 1).
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Figura 1: La sensibilidad al aprendizaje del cerebro humano puede dividirse en tres amplias fases. El periodo
critico de las regiones corticales consagradas a la vision y a otras funciones sensoriales (en rojo) abre al nacery
cierra rdpidamente durante la infancia. Los correspondientes al lenguaje (en amarillo) y a la cognicion superior
(en lila) abren mas tardiamente en la infancia y nunca cierran totalmente. La secuencia de las tres fases
permite a un nifio adquirir habilidades cada vez mas complejas (indicadas con el texto coloreado en gris,
modificado de Bardin, 2012).

5.2 El sistema visual

Dentro de los sistemas sensoriales, el sistema visual es uno de los mas utilizados para el
estudio de la plasticidad cerebral dependiente de la experiencia, por la facilidad de manipular
experimentalmente la entrada sensorial, y porque su organizacidn anatédmico-funcional esta
ampliamente caracterizada (Hooks and Chen, 2007, Morishita and Hensch, 2008, Leamey et al.,
2009).

El sistema visual es el responsable de procesar la informacién que determina la percepcién
visual. La vision es procesada a través de tres estaciones principales que estan organizadas de forma
jerdrquica: la retina, que se encarga de la transduccién de la informacién obtenida de la luz en
sefiales eléctricas, el nucleo geniculado dorso-lateral (NGdI) del tdlamo, que tiene funcién de relé y
la corteza visual primaria (CV1 o corteza estriada). La retina de los vertebrados, esta dispuesta en el
ojo de manera tal que la luz debe atravesar todas sus capas celulares para contactar los
fotorreceptores. La retina esta formada por tres capas celulares, la mas externa se denomina capa
nuclear externa, es el lugar en donde se encuentran los cuerpos celulares de los fotorreceptores, los
conos y los bastones. La siguiente capa denominada capa nuclear interna contiene los cuerpos
celulares de las interneuronas de la retina, excitatorias e inhibitorias. Entre las que se distinguen las

células horizontales, las células bipolares y las amacrinas. Finalmente, la capa mas interna es la capa
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de células ganglionares (CG) cuyas proyecciones axonales forman el nervio 6ptico, la via de la retina
hacia el resto del sistema nervioso. Entre las capas celulares se ubican dos capas de procesos
celulares, las capas plexiforme interna y externa que corresponden a los sitios de conexiones
sindpticas entre las neuronas de la retina.

La retina procesa la informacidn proveniente del campo visual. Se puede dividir este campo
en hemicampos visuales izquierdo y derecho cuando las féveas de ambos ojos se fijan en un solo
punto en el espacio. El hemicampo visual izquierdo se proyecta sobre la hemiretina nasal del ojo
izquierdo y la hemi retina temporal del ojo derecho. El hemicampo visual derecho se proyecta sobre
la hemi retina nasal del ojo derecho y la hemiretina temporal del ojo izquierdo (figura 2). De esta
manera, la regidn central del campo visual se denomina zona binocular, la luz que se origina alli
ingresa en ambos ojos. Mientras que en cada mitad del campo visual, también hay una zona
monocular, la luz de la porcién temporal de los hemicampos visuales sélo proyecta sobre la
hemiretina nasal del ojo del mismo lado (ipsilateral). Debido a que la porcion monocular sélo estd
representada en un ojo, como no hay solapamiento en esta regién si se dafa esa regién de la
hemiretina, se pierde la visidn monocular.

Los axones de todas las células ganglionares de la retina salen de la misma por una region
circular que se encuentra en la retina nasal, el disco dptico, donde se agrupan formando el nervio
Optico. Esta region de la retina carece de fotorreceptores, siendo insensible a la luz, por lo que
constituye un punto ciego. Los axones del nervio dptico recorren un trayecto continuo al quiasma
Optico en la base del di encéfalo, donde los axones provenientes de la retina nasal se entrecruzan,
dirigiéndose al hemisferio cerebral opuesto al de procedencia (contralateral). Por el contrario, los
axones provenientes de la retina temporal no cruzan (manteniéndose en el mismo lado, ipsilateral) y
se juntan con las proyecciones correspondientes al lado nasal de la retina del ojo contrario. Una vez
han atravesado el quiasma, los axones de las células ganglionares de cada lado forman el tracto

Optico, que contiene fibras nerviosas de ambos ojos y representan el campo visual contralateral.
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Figura 2: Campo visual. Se muestra la superposicion de los hemicampos visuales izquierdo y derecho cuando
las foveas de los dos ojos se fijan en un Unico punto en el espacio. La zona coloreada oscura corresponde a la
regién binocular y la zona mas clara a la regién monocular. La region central corresponde a la zona macular. Se
indica la proyeccién de cada hemicampo visual sobre la retina de cada ojo, que se proyecta luego al NGld y a la
corteza visual como se indica para cada region coloreada (Netter, 2010).

Al avanzar en el tracto éptico las proyecciones de los axones alcanzan el nucleo geniculado
dorso-lateral, alli cada Idmina del nucleo recibe la entrada visual de un sélo ojo, de este modo la

informacién procedente de los dos ojos es procesada de forma separada y en paralelo. Esa
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distribuciéon de las proyecciones neuronales en territorios ojo-especificos se encuentra
completamente desarrollada cuando el sistema llega a su maduracién completa. En fases mas
tempranas del desarrollo, las proyecciones de los axones se encuentran distribuidas de forma difusa
y comparten territorios comunes. Posteriormente, las fibras correspondientes a cada ojo se
restringen a capas especificas a través de un proceso de segregacién que incluye la seleccion y la
retraccién de las proyecciones.

El nimero de capas en el NGdI varia entre especies, en los primates existen seis capas
principales que contienen las neuronas que envian proyecciones a la corteza visual primaria. Estas
capas se disponen de forma alternada, en capas que reciben proyecciones del ojo ipsilateral y capas
gue reciben proyecciones del ojo contralateral. Entre dichas capas principales hay capas intercalares,

pobladas por neuronas koniocelulares (fig. 3).

Nucleo geniculado dorso-lateral

— |

AT
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o@D

Corteza visual primaria

L_ N\ \/

_ S,

R

(@

Figura 3: Territorios ojo-especificos en el sistema visual. Cada NGdI estd constituido por capas que reciben
proyecciones del ojo ipsilateral, alternadas por capas que reciben proyecciones del ojo contralateral. Esta
distribucion se mantiene en las proyecciones del tdlamo a la corteza visual primaria, en donde los axones
provenientes del Nucleo geniculado dorso-lateral terminan en una serie de bandas alternadas especificas para
cada ojo, llamadas columnas de dominancia ocular (Modificado de Purves et al., 2004).
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Por ende, las neuronas en el NGdI del talamo proyectan sus axones a las porciones monocular y
binocular de la corteza visual primaria, donde inervan principalmente la capa IV. En muchas
especies, las aferencias del NGdl que proyectan a la porcidn binocular se disponen en parches o
bandas alternadas en la capa IV, manteniendo la segregacidén en zonas ojo-especificas, denominadas
columnas de dominancia ocular. De esta forma, las células en el interior de la capa IV responden
exclusivamente a la estimulacién de un ojo, ya sea el ojo izquierdo o el derecho (figura 3) (Wiesel
and Hubel, 1965, Shatz and Stryker, 1978, LeVay et al., 1980).

Mas alla de este punto, las sefiales de los dos ojos se combinan a nivel celular, es decir, las
neuronas de las capas que se encuentran por encima y por debajo de la capa IV integran las
aferencias provenientes de los dos ojos, y responden a estimulos visuales presentados a cualquiera
de los ojos. Sin embargo la fuerza relativa de las entradas de los ojos varia de una neurona a la otra,
por lo que existen distintas clases de dominancia ocular, entre las cuales se encuentran las que
comprenden las neuronas que responden por igual a ambos ojos, las de las neuronas que responden
exclusivamente a uno de los ojos y las de las neuronas que responden en mayor medida a uno de los
dos ojos.

Otras propiedades de estimulo tales como la orientacién, el color, la direccién del
movimiento, y la frecuencia espacial también tienden a estar distribuidos en patrones que se repiten
y estan relacionados entre si en un orden de organizacion superior. En resumen, la corteza estriada
se compone de moddulos repetidos, que contienen toda la maquinaria neuronal necesaria para
analizar una variedad de atributos del estimulo diferentes en una pequefia regién del espacio visual.
Esta disposicion en columnas en el sistema visual estd organizada de manera tal que hay
interconexiones entre estas, que permiten generar un nivel de abstraccion mayor en el

procesamiento de la informacion visual.

5.3 El rol de la experiencia visual en los procesos de plasticidad

El efecto de la experiencia sobre el sistema visual ha sido caracterizado inicialmente en
varios trabajos de D. Hubel y T. Wiesel (Wiesel and Hubel, 1963, Wiesel and Hubel, 1965, Berardi et
al., 2000). Estos investigadores utilizaron el protocolo de privacion monocular de la visién (PM), que
consiste en bloquear de forma temporaria la entrada sensorial en un sélo ojo, para probar el efecto
de la visién sobre el desarrollo de la corteza visual y el mantenimiento de las conexiones neuronales.
Una manera de evidenciar el efecto de la PM a nivel anatdmico es analizar la distribucidn de las
columnas de dominancia ocular. Para esto se inyecta un ojo con un trazador neuronal transinaptico

gue es incorporado en las células ganglionares y es transferido a las neuronas del NGdl, donde marca
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todas sus proyecciones a nivel cortical. Mediante esta técnica se pudo evidenciar que la PM en un
animal joven determina alteraciones dramaticas en la corteza visual sin afectar la estructura ni la
funcién de la retina: las terminales de las fibras del NGdl provenientes del ojo cerrado se retraen,
reduciendo su territorio de inervacidn en la corteza visual que pasa a ser ocupado por las terminales
de las fibras del NGd| provenientes del ojo abierto, que expanden su territorio de inervacién. Como
consecuencia de esto las columnas de dominancia ocular del ojo privado de la visidn se reducen y las
columnas del ojo que fue mantenido abierto se expanden.

A nivel funcional (fig. 4A), las células corticales pueden clasificarse en base a las clases de
dominancia ocular que indican cuanto responden las células al ojo contralateral respecto al
ipsilateral. Las células de la clase 1 se definen por responder Unicamente a la estimulacién del ojo
contralateral, mientras que las de la clase 7 responden en su totalidad a la estimulacién del ojo
ipsilateral. Las neuronas que responden por igual a ambos ojos corresponden a la clase 4 y las clases
intermedias responden en mayor medida a uno de los dos ojos (Purves et al., 2004).

Desde el punto de vista fisioldgico, se ha observado que la PM en el animal joven determina
un fuerte cambio en la distribucion de las clases de dominancia ocular que se puede evidenciar con
la disminucion del indice de binocularidad respecto al adulto normal. En particular, el nimero de
neuronas corticales conectadas funcionalmente con el ojo privado de la visidn y que responden a su
estimulacion disminuye drasticamente, mientras que el nUmero de neuronas que responden al ojo
abierto aumentan (figura 4 Ay B).

Desde el punto de vista comportamental, el efecto de la PM observado sobre la visidn se
puede reconocer como una reduccion o pérdida permanente de la agudeza visual (una medida de la
resolucién espacial) y de la sensibilidad al contraste, este déficit se denomina caracteristicamente
como ambliopia (Prusky and Douglas, 2003).

Otra forma de evaluar el efecto de la experiencia visual sobre la fisiologia cortical es medir la
binocularidad en animales con PM. Para ello se registran mediante electrofisiologia los potenciales
evocados visuales (PEV) in vivo, en la CV1 binocular contralateral al ojo privado de la vision
(estimulando un ojo u otro) y se calcula el indice de binocularidad cortical como la relacién de los

PEV contralaterales/ipsilaterales.
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(A) Adulto normal (B) Privacion monocular de la vision (C) Privacion monocular de la vision
en el animal joven en el adulto
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Figura 4: Alteraciones en la organizacion funcional de la corteza visual por privacion monocular. Efectos de la
PM en la distribucién de las clases de dominancia ocular de las neuronas corticales. Las células de la clase 1 son
activadas exclusivamente por el ojo contralateral; las células de la clase 7 son activadas exclusivamente por el
ojo ipsilateral; mientras que las células de la clase 2-6 son activadas por los dos ojos. A) Distribucion en
animales adultos normales (controles). B) Distribucion en animales adultos que fueron sometidos a PM
durante el PC. C) Distribucidon en animales adultos que fueron sometidos a PM fuera del PC (Modificado de
Purves et al., 2004).

Estos mismos investigadores demostraron que, contrariamente a lo anterior, si la PM se
realiza en animales adultos no determina mayores efectos a nivel funcional o estructural (Figura 4C).
En su conjunto, estas observaciones demostraron la necesidad de una experiencia visual correcta en
etapas tempranas de la vida para el desarrollo normal de la corteza visual primaria, ya que en etapas
posteriores (adultas) la experiencia tiene un efecto limitado porque el nivel de plasticidad del
sistema es muy bajo (Berardi et al., 2000, Tropea et al., 2009).

El descubrimiento de que la privacion monocular de la visién realizada en el animal joven
durante un lapso de tiempo breve produce cambios a largo plazo en las propiedades funcionales de
la CV1, pero no si es realizada en el animal adulto, llevé a su establecimiento como paradigma
experimental para censar la presencia de la plasticidad cortical. Actualmente, tanto el cambio en la
distribucién de las clases de dominancia ocular como en el indice de binocularidad cortical, inducidos

por PM son ampliamente utilizados como medida de la plasticidad en la corteza visual.

Como mencionamos antes, a nivel comportamental la PM determina ambliopia, que
consiste en una fuerte disminucién de la agudeza visual y de la sensibilidad al contraste, lo que

produce una reduccién en la percepcién de la profundidad. En el hombre, la ambliopia, es una
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patologia severa que estd asociada con varios desdrdenes visuales que ocurren en la nifiez como el
estrabismo, la anisometropia y la catarata congénita, y se caracteriza por déficit de la visidon espacial,
disminucién de la sensibilidad al contraste y de la agudeza visual. La ambliopia es la causa mas
comun de pérdida de la visidn durante la infancia con una incidencia de 2 a 5% en la poblacién
(Kiorpes et al., 1998, Berardi et al., 2000, Mittelman, 2003, Holmes and Clarke, 2006, Maya
Vetencourt et al., 2009 ). Los descubrimientos de Hubel y Wiesel permitieron comprender que las
intervenciones para revertir esta patologia de la visién tenian que hacerse cuando el sistema era
todavia plastico. Por ende la ambliopia puede curarse si se realiza un tratamiento en fases
tempranas de la vida (en nifios antes de los 9 afios de edad) cuando el cerebro todavia mantiene la
capacidad de modificarse (plasticidad) y se puede recuperar asi la funcién afectada. Por el contrario,
tratamientos en fases posteriores menos pldsticas no logran recuperar los déficits y la ambliopia se
vuelve irreversible (Holmes and Clarke, 2006, Wu and Hunter, 2006). De manera similar, se puede
revertir la ambliopia causada por la PM, ocluyendo temporalmente el ojo sano durante el PC, al
colocar un parche sobre el mismo y dejando el ojo ambliope abierto (tratamiento conocido como
sutura reversa, SR). Este tratamiento permite la recuperacién de la vision en fases juveniles, pero no

hay una recuperacion funcional si la SR se realiza en fases adultas.

5.4 Mecanismos moleculares de plasticidad

Los mecanismos celulares y moleculares subyacentes a los procesos de plasticidad no han
sido completamente caracterizados. Sin embargo, la hipdtesis actual sugiere que el nivel de
plasticidad esta dado por el resultado de una compleja interaccion entre la influencia ambiental y los
mecanismos fisiolégicos, que promueven la activacién de programas de expresion génicos
especificos de la plasticidad. Los factores que determinan el nivel de plasticidad se pueden separar
en dos clases, los factores funcionales, que modulan el balance a nivel cortical entre el tono
excitatorio y el tono inhibitorio (E/I) y los factores estructurales que conforman principalmente la
matriz extracelular cuyo grado de fluidez y/o rigidez permite o no modificaciones de las
proyecciones neuronales, influyendo asi sobre la reorganizacidon plastica de las conexiones sinapticas
(fig. 5).

Considerando el balance E/I se ha demostrado en varios sistemas neuronales incluyendo la
corteza visual, que en primer lugar ocurre el desarrollo de las conexiones excitatorias y luego ocurre
el desarrollo de los circuitos inhibitorios. Al aumentar el tono inhibitorio se modifica la relacién E/I,
alcanzando un umbral inicial, que determina la apertura del PC (fig. 5, plastico) en el cual los

circuitos neuronales en el sistema visual son altamente susceptibles a la experiencia sensorial. El
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sistema inhibitorio continda desarrollandose y luego se estabiliza manteniéndose a nivel constante
durante la vida adulta. Este segundo umbral en la relacién E/I determina el cierre del PC y como
consecuencia un periodo con bajo nivel de plasticidad (fig. 5, consolidado).

Esto ha sido demostrado en varios trabajos. Por ejemplo, ratones “knockout” (KO) que
carecen de una isoforma de la enzima de la sintesis de GABA (dcido gamma-aminobutirico), GAD65,
muestran niveles reducidos de inhibicién cortical. En dichos ratones, no se observéd la apertura del
periodo critico de plasticidad (a través del protocolo de privacién monocular) mientras que la
potenciacidon farmacoldgica de la inhibicion (mediante administracidon de agonistas de los receptores
GABA-A) en estos animales, recupera el nivel normal de plasticidad (Hensch et al., 1998, Fagiolini
and Hensch, 2000).

En otros ratones transgénicos que sobre-expresan en forma precoz el factor neurotrofico
derivado del cerebro (“brain derived neurotrophic factor, BDNF”), la maduracion de las neuronas
inhibitorias GABAérgicas se acelera modificando el balance E/I, lo que desencadena un inicio y un
cierre anticipado del PC de plasticidad (Huang et al., 1999). La aplicacion de benzodiacepinas en
animales jévenes también acelera la maduracidn de los circuitos GABAérgicos desencadenando la
apertura prematura del periodo critico (Fagiolini and Hensch, 2000). Ademas, la reduccién
farmacolégica de la transmision GABAérgica (por infusion de BDNF u otras drogas) en animales
adultos donde la plasticidad es reducida o nula, restaura niveles de plasticidad similares a los
caracteristicos del PC (Maya Vetencourt et al., 2008, Harauzov et al., 2010) .

El establecimiento de la conectividad neuronal en el PC también se encuentra, en parte, bajo
el control de elementos estructurales de la matriz extracelular (ME) como los proteoglicanos de
condroitin sulfato (PGCS) y otros elementos como las proteinas asociadas a mielina (NgR, Nogo A/B,
PirB entre otras), que limitan o restringen la plasticidad. Los PGCS forman estructuras especializadas
denominadas redes peri-neuronales (RPN), que envuelven a las interneuronas GABAérgicas
corticales. Durante el PC, las redes se encuentran en un estado fluido, permisivo para el crecimiento
y la movilidad de los axones y de las dendritas y por tanto puede ocurrir la reorganizacién de las
conexiones neuronales. Mas adelante, cuando finaliza el PC, en paralelo con el aumento en el tono
inhibitorio, las RPN adquieren un estado mas rigido e inhiben la reorganizacién de las conexiones,
actuando como un freno que limita entonces la plasticidad (Hensch, 2005, Morishita and Hensch,
2008). La degradacion selectiva de los PGCS que forman las redes peri-neuronales, mediante la
administracién exdégena de la enzima condroitinasa ABC en la corteza visual de animales adultos,
induce la reactivacion de la plasticidad (Pizzorusso et al., 2002). Esto sugiere que en el adulto las RPN

previenen la reorganizacion de los circuitos que se mantienen estables luego de su madurez.
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Por otro lado, la maduracién de la mielina también coincide con el cierre del PC (Hensch,
2005, Morishita and Hensch, 2008) y actuaria como un freno, limitando la movilidad y el crecimiento
neuritico lo que resulta en la disminucidn en la capacidad de reorganizacion. Por ejemplo, en ratones
KO para el receptor o para el ligando de Nogo-A la plasticidad persiste en el adulto (McGee et al.,
2005). A su vez PirB (receptor pareado tipo inmunoglobulina B, que muestra una alta afinidad por
Nogo-A) restringe la plasticidad en la corteza visual en el desarrollo (Syken et al., 2006, Atwal et al.,
2008). Ademas de estas moléculas, en la mielina existen otras (Nogo A/B, MAG y OMgp) que causan
un fuerte efecto de inhibicidon del crecimiento axonal, limitando asi la plasticidad cortical (Yiu and

He, 2006).
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Figura 5: La evolucion de las capacidades plasticas a lo largo de la vida (flechas azules; E / |, equilibrio entre el
tono excitatorio y el tono inhibitorio) sugiere posibles mecanismos para potenciar el aprendizaje y la
recuperacién de la funcion en el adulto (flechas rojas). (1) Remocidn de los frenos estructurales para promover
el re cableado modificando, por ejemplo, las redes peri-neuronales, la mielina, o el estado epigenético. (2) El
restablecimiento local de la relacidon E/I a un estado juvenil donde domine la excitacién, también puede
promover eficazmente la plasticidad en la edad adulta. Manipulaciones no invasivas, tales como el tratamiento
con fluoxetina o la exposicion a ambientes enriquecidos en condiciones que estimulan la actividad sensorial y
motora, pueden provocar diversas respuestas neuromoduladoras, quizds a través de sefiales de
retroalimentacion de centros de control superior, para potenciar la plasticidad del cerebro y el aprendizaje en
los adultos (Modificado de Bavelier et al., 2010).

En los ultimos afios, se han utilizado anadlisis a gran escala principalmente a través de un
enfoque gendmico con el fin de identificar los genes y los respectivos programas de expresidon que
estan involucrados en la regulacion de los niveles de plasticidad. Estudios en la modulacion de la
expresion génica inducida por la experiencia visual (en animales criados en oscuridad total o PM),

realizados a nivel transcripcional, han mostrado la modificacion en la expresion de varios genes, que
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han sido clasificados en diversas categorias funcionales (crecimiento neuronal, sinaptogénesis,
transmision inhibitoria, mielinizacién y plasticidad entre otras). Parte de este conjunto de genes
regulado por la experiencia en el periodo critico, se superpone con el grupo de genes regulados
fuera de este, mientras que algunos de ellos son diferentes (Prasad et al., 2002, Lachance and
Chaudhuri, 2004, Ossipow et al., 2004, Majdan and Shatz, 2006, Tropea et al., 2006, Lyckman et al.,
2008). Asimismo, la relevancia en la plasticidad cortical de algunos de estos genes fue confirmada,
demostrando que el uso de este tipo de enfoque metodoldgico es muy conveniente. Algunos
ejemplos son la identificacion inesperada de proteinas importantes en la respuesta inmune a
antigenos en el cerebro, es el caso del MHC-I (complejo mayor de histocompatibilidad de tipo 1;
Corriveau et al., 1998), que afecta la plasticidad cortical al ser inactivado in vivo (Huh et al., 2000,
Syken et al., 2006, Shatz, 2009) y la identificaciéon de una proteina de unién al IGF-1, que llevo a la
confirmacién de que la aplicacidon exégena de IGF-1 previene el efecto de la PM sobre la dominancia
ocular en el PC (Tropea et al., 2006, Ciucci et al., 2007). Estos estudios apuntan a que un gran
numero de genes puede estar implicado en la regulacion de los procesos de plasticidad cerebral y
que habria entonces un patrén de huellas moleculares determinado que registre la accién de la
experiencia visual de distinta forma, en funcién del nivel de plasticidad cortical que puede variar
durante toda la vida del animal. De esta forma, mientras algunos grupos de genes se expresan
durante toda la vida del individuo, otros son especificos del periodo critico y otros se expresan
Unicamente en las fases adultas. Esta expresiéon diferencial determina el potencial de plasticidad en
funcién del tiempo y explica la diferencia entre la alta capacidad plastica caracteristica del PC y la

disminuida plasticidad del adulto (Majdan and Shatz, 2006, Tropea et al., 2006).

5.5 Estrategias que restauran la vision en el adulto

Como mencionamos antes, varias patologias del desarrollo pueden ser tratadas con eficacia
si las intervenciones se llevan adelante cuando el sistema es todavia plastico, durante el periodo
critico de plasticidad, pero no en fases mas avanzadas. Desafortunadamente, esto no siempre es
realizable. Un mayor conocimiento de los factores que determinan el nivel de plasticidad es, en
consecuencia, fundamental para poder implementar estrategias eficaces para la recuperacién
funcional una vez que haya finalizado el PC. La hipdtesis es que manipulando experimentalmente en
el adulto los factores que determinan la plasticidad, se podria reactivar el fenédmeno de plasticidad y
asi facilitar la recuperacidn de determinadas funciones afectadas.

En los ultimos afios se han identificado algunos tratamientos que restauran o potencian la

plasticidad en la corteza visual de adultos y permiten la recuperacién de la ambliopia. Entre estos se
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encuentran, la exposicion de animales a ambientes enriquecidos en condiciones especiales que
estimulan la actividad sensorial y motora (Sale et al., 2007), el mantenimiento de los animales en
condiciones de oscuridad total (He et al., 2007), la restriccidén calérica (Spolidoro et al., 2011), el
tratamiento farmacoldgico crénico con fluoxetina, un antidepresivo muy conocido (Maya Vetencourt
et al., 2008), y la administracidon exdgena de IGF-1 (“Insulin-like Growth Factor 1"; Maya-Vetencourt
et al., 2012). Todas estas estrategias per se (en ausencia de PM), no modifican la respuesta de base
de las células corticales, ni afectan la binocularidad del animal, lo que no implica que no existan
modificaciones a nivel molecular. Estas estrategias promueven la plasticidad cerebral en la vida
adulta, mediante la modificacion del balance E/I cortical (Maya-Vetencourt and Origlia, 2012). La
exposiciéon a ambientes enriquecidos asi como, la planificacion de la dieta saludable (restriccion
caldrica), el tratamiento con fluoxetina, y la administracién exégena de IGF-1 estan asociadas a una
marcada reduccion del tono inhibitorio, mientras que el mantenimiento de los animales en
condiciones de oscuridad disminuye el nivel de los receptores GABA-A en relacion a los receptores
glutamatérgicos de tipo AMPA (AMPAR). El efecto producido por estas aproximaciones resulta en un
aumento del tono excitatorio en relacion al tono inhibitorio, modificando asi el balance E/I (Maya-
Vetencourt and Origlia, 2012).

De esta manera, el proceso de reactivacion de la plasticidad en el sistema visual adulto es un
evento multifactorial que comprende la accién de diferentes mecanismos celulares y moleculares,
cuya suma resulta en la activaciéon de las vias intracelulares de transduccion de sefiales que regulan
la expresion de los genes especificos de la plasticidad.

Asimismo, animales que presentan ambliopia causada por la PM en la fase juvenil (durante
el periodo critico), logran recuperar la visidbn cuando son tratados con alguna de estas
aproximaciones en la fase adulta, en conjunto con el tratamiento cldsico de la ambliopia, la sutura
reversa (Sale et al., 2007, He et al., 2007, Maya Vetencourt et al., 2008, Spolidoro et al., 2011, Maya-
Vetencourt et al., 2012). Estas estrategias poseen, por tanto, una relevancia fundamental desde el
punto de vista clinico, debido a que son procedimientos no invasivos, que constituyen alternativas
prometedoras y potencialmente aplicables para la reactivacion de la plasticidad cortical en
humanos.

En particular, el estudio de animales tratados con fluoxetina es de fundamental importancia
ya que de manera muy promisoria se estan llevando a cabo algunos ensayos clinicos para probar el
tratamiento con fluoxetina para la ambliopia en los seres humanos, utilizdndola como componente
activo. Dichos ensayos estan siendo realizados en Nueva Zelanda y Finlandia, y los mismos se

encuentran en la segunda fase de desarrollo (Hermopharma, 2012).
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5.6 El caso particular de la fluoxetina

La fluoxetina es un antidepresivo ampliamente utilizado que actua inhibiendo la recaptacién
de la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5HT) en la hendidura sindptica. Su administracion croénica,
ademas de producir un efecto terapéutico a largo plazo en el tratamiento de la depresidn, induce
cambios en el cerebro que podrian estar relacionados con el proceso de la plasticidad neuronal. Por
ejemplo, induce un aumento en la expresion de BDNF en el hipocampo y de su receptor primario
TrkB (Nibuya et al., 1995, Castren, 2004) y también promueve la neurogénesis y la sinaptogénesis
(Hajszan et al., 2005, Malberg et al., 2000).

En el 2008 un grupo de investigadores con el fin de evaluar si el tratamiento crénico con
fluoxetina induce plasticidad en la corteza visual, utilizaron dos modelos clasicos para evidenciar la
presencia de plasticidad en la misma, por un lado el cambio en la distribucién de clases de
dominancia ocular inducido por la privacién monocular en las neuronas de la CV1 y por otro lado la
recuperacion de la vision en el animal adulto ambliope por la PM a largo plazo (fig. 6). En ambos
casos, existe un efecto marcado y restringido al periodo critico durante el desarrollo postnatal,
donde la plasticidad es elevada. Mientras que en el animal adulto no se observan cambios inducidos
por ninguno de los dos métodos, debido a la disminucién de la plasticidad que ocurre con la edad
(Huang et al., 1999, Fagiolini and Hensch, 2000). Cuando se probaron los dos modelos en ratas, se
observaron cambios tanto a nivel de la distribucién de clases de dominancia ocular, en los animales
tratados con fluoxetina y privados de la vision monocular (en favor del ojo sano), como a nivel de la
recuperacion de la visidn en las ratas adultas ambliopes tratadas con fluoxetina, no asi en las ratas
adultas controles (Maya Vetencourt et al., 2008). De esta manera, se demostrd que el tratamiento
crénico con fluoxetina potencia la plasticidad neuronal en el sistema visual de ratas adultas (Maya
Vetencourt et al., 2008). De esta forma, se puede concluir que la administracion crénica de
fluoxetina, representa una estrategia no invasiva que induce la potenciacion de la plasticidad en el
cerebro adulto en un grado similar al observado durante el periodo critico (Morishita and Hensch,

2008, Maya-Vetencourt and Origlia, 2012).
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Figura 6: Reactivacidn de la plasticidad cortical visual en ratas adultas tratadas crénicamente con fluoxetina.
(A) La PM induce cambios en las clases de dominancia ocular en ratas adultas tratadas con fluoxetina, en las
neuronas corticales visuales a favor del ojo no manipulado, pero no lo modifica en los animales adultos
controles. (B) y (C) Muestran la recuperacion de la agudeza visual (AV) en ratas adultas ambliopes tratadas
cronicamente con fluoxetina junto con la sutura reversa. La AV del ojo inicialmente privado de la visidn, fue
evaluada por electrofisiologia (B) y comportamiento (C) siendo menor a la del ojo sano en animales adultos
controles, no asi en las ratas adultas tratadas. (D) Muestra la recuperacién de la dominancia ocular
(binocularidad) en ratas adultas ambliopes luego del tratamiento crénico con fluoxetina junto con la sutura
reversa. El PEV C/I fue mayor en la corteza visual de las ratas adultas tratadas con fluoxetina respecto a los
controles, y se encuentra en el rango de los animales adultos con visién normal. Las barras de error muestran
el SEM; el asterisco muestra significancia estadistica (Maya Vetencourt et al., 2008).

En las ratas adultas binoculares tratadas con fluoxetina no se observan cambios a nivel de
los potenciales evocados visuales (PEV) contralaterales/ipsilaterales, lo que es consistente con que el
tratamiento con fluoxetina per se no es capaz de modificar las propiedades de respuesta de base de
las neuronas de la CV1 ni la binocularidad en ausencia de PM (Maya Vetencourt et al., 2008). No
obstante, si se observan modificaciones en los niveles basales de GABA extracelular, lo que se
condice con la idea de que la disminucién del tono inhibitorio (inducido por el tratamiento con
fluoxetina) puede modificar el balance E/I en favor de un estado mas plastico.

Por otro lado, también se observd la ocurrencia de una forma particular de LTP (inducida en
la sustancia blanca y registrada en las capas Il y lll de la CV1), caracteristica del animal joven, y que
normalmente estad ausente en los animales adultos (fig. 7 B) lo que indica que en estas ratas se esta

induciendo plasticidad cortical. A su vez, se observd un aumento en la expresion de BDNF en la
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corteza visual de los animales tratados con fluoxetina, que también estaria relacionado con la
presencia de plasticidad (fig. 7C). Por ello, las ratas adultas binoculares tratadas cronicamente con
fluoxetina son un modelo de estudio sumamente util, en la busqueda de los mecanismos
moleculares que median los procesos de plasticidad de la corteza visual en el animal adulto. En este
sentido, en un estudio reciente de microarreglos de ADN se ha demostrado que la fluoxetina induce
la modulacién de varios genes relacionados con el modelado de la cromatina, el desarrollo del

sistema nervioso y la plasticidad en la corteza visual (Tiraboschi et al., 2013).
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Figura 7: Disminucion de la inhibicidn intracortical y aumento de la expresién de BDNF en la corteza visual de
rata adulta luego del tratamiento crénico con fluoxetina. (A) Microdialisis in vivo muestra que los niveles
basales de GABA son significativamente menores en las ratas adultas tratadas cronicamente con fluoxetina
comparadas con las ratas controles. (B) Potenciacion a largo plazo (LTP) en la corteza visual adulta. EI LTP en
las capas Il — Ill, fue significativamente mayor en la corteza visual de ratas adultas tratadas que en los
controles. La barra de escala corresponde a 50% de la amplitud de linea de base y 5 ms. (C) Niveles proteicos
de BDNF luego del tratamiento crénico, cuantificados por el método de ELISA. La expresiéon de BDNF fue
significativamente mayor en la corteza visual de las ratas adultas tratadas crénicamente con fluoxetina
respecto a los controles.
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5.7 La serotonina en el sistema visual y su rol en el mecanismo de

la fluoxetina.

El mecanismo de accion de los antidepresivos, luego de la administracion aguda, es la
facilitacion de la transmisién serotoninérgica o noradrenérgica (Nestler, 1998), pero esta facilitacion
no explica la accidn terapéutica a largo plazo que requiere de varias semanas de exposicion al
antidepresivo en el tratamiento crénico. La fluoxetina es un inhibidor de la recaptacién de la
serotonina (5-hidroxitriptamina, 5HT), por lo que incrementa los niveles de serotonina extracelular
en la hendidura sinaptica (van Harten, 1993), potenciando asi la transmision serotoninérgica. Sin
embargo, los mecanismos neuroquimicos a través de los cuales actia no estdn bien caracterizados.

Las fibras serotoninérgicas se originan en los nucleos del rafe y se extienden a todas las
areas corticales, inervando todas las capas de la corteza. Existen variaciones en la densidad y en la
distribucién laminar de las fibras en distintas regiones y también entre distintas especies. Las
terminales sindpticas de estas fibras realizan contactos sindpticos principalmente con neuronas
piramidales y también con interneuronas GABAérgicas. Estos contactos, son mas comunes en las
espinas dendriticas, aunque también pueden encontrarse en el soma celular (Pineyro and Blier,
1999).

Existen varios tipos de receptores serotoninérgicos, la mayoria de estos estan presentes en
la neocorteza. El efecto de la serotonina es variable dependiendo de la composicién de los
receptores a nivel postsindptico, y de la interaccién con otros sistemas neuromoduladores,
pudiéndose producir un efecto facilitador o supresor de la actividad neuronal. La activacion de los
receptores 5HT1 resulta en un aumento en la conductancia de potasio a través de la membrana que
conlleva a la disminucidn de la excitabilidad neuronal. Por el contrario, los receptores 5HT2 y 5HT4
aumentan la excitabilidad celular y la tasa de descarga al disminuir la conductancia del potasio, lo
gue desencadena la despolarizaciéon de la membrana plasmatica. Finalmente los receptores 5HT3
median la transmisidn sinaptica rapida (Gu, 2002).

En la corteza visual primaria, los receptores del tipo 5HT 1A se encuentran principalmente
en las neuronas piramidales. Se ha demostrado que la administracién de serotonina en la corteza
visual de animales adultos induce efectos sobre la plasticidad muy similares a los obtenidos a través
de la fluoxetina y que el efecto de esta es mediado por receptores serotoninérgicos del tipo 1A
(Maya Vetencourt et al., 2011), si bien otros receptores pueden contribuir en menor nivel. En este
sentido, se sabe que en la corteza visual hay receptores 5HT2C, cuya distribucion varia en funcion de
la especie, también hay receptores 5HT3, que se encuentran en neuronas GABAérgicas; receptores

5HT6, que estan presentes en los astrocitos y finalmente receptores 5HT1B, 5HT2B y 5HT4, que se
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expresan en las células endoteliales, lo que sugiere que estan asociados a los vasos sanguineos (Gu,
2002, Pineyro and Blier, 1999).

Por otra parte, la serotonina puede tener un efecto autorregulatorio e inhibitorio sobre su
propia liberacidn, mediado por autorreceptores. Este efecto podria explicar la accidén terapéutica a
largo plazo del tratamiento crénico con fluoxetina y con otros antidepresivos, en donde inicialmente
habria un aumento en el nivel de serotonina extracelular y luego por un efecto compensatorio
habria una disminucidn de la misma. En este sentido, se ha observado que la serotonina actua sobre
autorreceptores de tipo 1A, que actlan reduciendo el influjo de Ca** e incrementando la
conductancia del potasio, lo que disminuye la excitabilidad neuronal (Pineyro and Blier, 1999). Por
ende la fluoxetina podria estar modulando el tono serotoninérgico asi como el de otros
neuromoduladores.

Esto a su vez estaria desencadenando una cascada de sefiales que finalmente promueve
cambios a nivel de la estructura de la cromatina que media la expresidn de genes tempranos
especificos, como el BDNF que se expresa activamente en los animales tratados crdonicamente,
aumentando de esta forma el nivel de plasticidad en el adulto (Maya Vetencourt et al.,, 2008).
Asimismo, se vio que la expresion de BDNF asociada al tratamiento con fluoxetina tiene una relacién
con el estado de acetilacion de las histonas, ya que este se ve aumentado en las regiones
promotoras de BDNF dependientes de actividad y también se condice con la disminucién de la
expresion de enzima deacetilasa de histonas (HDAC) (Maya Vetencourt et al., 2011).

No obstante varios factores, como el BDNF, han sido identificados e implicados en la
regulacion de la plasticidad en la corteza visual, ya sea en el periodo critico como en los procesos
gue reactivan la plasticidad en el adulto, el cuadro completo de los mecanismos moleculares
involucrados en la determinacién del nivel de plasticidad no esta totalmente caracterizado y se
desconoce si los genes implicados en regular los niveles de plasticidad en los distintos momentos de

la vida son exactamente los mismos.
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6. Justificacion y objetivos

6.1 Justificacion

Basado en las evidencias antes mencionadas, se puede extrapolar que el estudio de la
plasticidad dependiente de la experiencia es fundamental, y el conocimiento detallado de los
mecanismos involucrados en este proceso es esencial en la identificacion de estrategias para el
tratamiento de patologias del sistema nervioso asociadas al desarrollo incorrecto mediado por la
estimulaciéon sensorial anormal. En este sentido, es particularmente relevante el analisis en animales
tratados con fluoxetina, por un lado, por el potencial de su aplicacién clinica, ya que promueve no
solo la reactivacion del nivel de plasticidad en adultos, sino también la recuperacion en roedores
ambliopes, y por otro lado, debido a su amplio uso en humanos, por su accién como antidepresivo.
Estas evidencias provenientes de experimentos realizados en ratas fueron confirmados
recientemente en ratones (ver anexo 1), por lo que en este proyecto utilizamos ratones como
modelo de estudio.

En este trabajo nos proponemos utilizar un abordaje proteémico a gran escala para
identificar las proteinas responsables de la reactivacidn del alto nivel de plasticidad en animales
adultos binoculares tratados con fluoxetina de forma crénica, y contribuir asi a definir de una
manera mas detallada a los mecanismos regulatorios de este proceso. La ventaja principal de este
tipo de aproximacién radica en la posible identificacion de nuevas proteinas potencialmente
implicadas en la regulacion de la plasticidad que hasta el momento fueran desconocidas o al menos
no estuvieran asociadas previamente con una funcion especifica en la plasticidad. Ademas, la
plasticidad en la corteza visual resulta de modificaciones estructurales y funcionales que ocurren a
largo plazo en los circuitos neuronales, por lo que no pueden explicarse exclusivamente por la
regulacion transcripcional y pos-transcripcional. Igualmente, para la plasticidad de dominancia
ocular es indispensable la sintesis proteica en la corteza visual (Taha and Stryker, 2002). Ademas, en
algunos casos no hay una relacidn entre el nivel de expresion de los ARNm vy las proteinas, debido
posiblemente a sus diferentes vidas medias (Anderson and Seilhamer, 1997, Gygi et al., 1999).

La protedmica plantea un enfoque innovador, siendo una metodologia que complementa a
la gendmica y a la transcriptémica, y es esencial porque permite identificar a las proteinas, los
actores principales de las funciones celulares. A su vez, permite caracterizar modificaciones
postraduccionales que son fundamentales en la regulacion de la actividad proteica (Putignano et al.,
2007, Taniura et al., 2007), siendo una técnica que tan sélo dos grupos de investigacidn practican en

el estudio de la plasticidad en la corteza visual (Van den Bergh et al., 2003a, Van den Bergh et al.,
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2006, Dahlhaus et al., 2011). Estos grupos implementaron la protedmica funcional para ayudar a
develar los mecanismos moleculares de la plasticidad cerebral que conducen la respuesta de la
corteza cerebral sensorial de mamiferos a la privacion del estimulo durante el desarrollo y la edad
adulta. Estos estudios de deteccién a gran escala proporcionaron una lista de proteinas con
funciones en el metabolismo, el crecimiento de neuritas y la guia axonal, la formacidn de sinapsis, la
estabilizacion del citoesqueleto, y la liberacidon de neurotransmisores (Van den Bergh et al., 20033,
Van den Bergh et al., 2003b, Van den Bergh et al., 2006, Dahlhaus et al., 2011), que han permitido
ahondar en la identificacion de mediadores moleculares en este tipo de procesos pldsticos, algunos

de los cuales fueron posteriormente validados (Cnops et al., 2006, Cnops et al., 2007).

6.2 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es, identificar en la corteza visual de ratones adultos,
proteinas cuyo nivel sea modulado por el tratamiento con fluoxetina en comparaciéon con animales
de control no tratados. De esta manera esperamos contribuir a la caracterizacién de un conjunto de
proteinas candidatas, cuya actividad puede ser la base de la determinacién de los niveles de
plasticidad cortical. Dichas huellas moleculares pueden permitir el desarrollo de nuevas terapias

para la recuperacién de la funcién y del dafio cerebral.

6.3 Objetivos especificos

1- Puesta a punto de la metodologia de electroforesis en geles bidimensionales (2D-PAGE).

2

Identificacion de proteinas moduladas por el tratamiento crénico con fluoxetina en ratones
adultos binoculares.

3

Validacion de los resultados obtenidos analizando el nivel de las proteinas mediante Western
blot.
4

Seleccionar las proteinas que presenten potencial relevancia en el control de procesos de

plasticidad para estudios futuros.
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7. Materiales y métodos

7.1 Mantenimiento y tratamiento de animales.

Se utilizaron ratones (Mus musculus) de la cepa C57B6/J adultos (~¥P70), de la misma masa
corporal aproximada (=28 g), que fueron mantenidos en condiciones estandar de temperatura (20 +
12 C), humedad (=50%) vy ciclo de luz/oscuridad (14/10 horas), en el bioterio de la Unidad de
Animales Transgénicos y Experimentacién (UATE) del Institut Pasteur de Montevideo.

Para el tratamiento con fluoxetina hidrocloruro, la dosis (13-18 mg/Kg/dia) y la duracién del
mismo (3-4 semanas) fueron seleccionadas en funcién de lo indicado por estudios previos, ya que
dosis similares potencian la plasticidad en adultos (ratas: Maya Vetencourt et al.,, 2008, Maya
Vetencourt et al., 2011; ratones: Sale et al., 2011, datos no publicados ver figura 7) y son eficaces a
nivel celular, molecular y funcional (Dulawa et al., 2004, Rantamaki et al., 2007, Maya Vetencourt et
al., 2008, Karpova et al., 2009, Maya Vetencourt et al., 2011). La fluoxetina (Selectchemie AG, Suiza,
donacién de Laboratorios Gador S.A., Uruguay y de D. Agrati, Facultad de Ciencias) se administré en
una concentracién de 0.1 mg/ml en el agua de los bebederos (en botellas protegidas de la luz), y fue
cambiada cada 3-4 dias por solucion fresca. Para estimar la dosis de fluoxetina (mg/Kg/dia)
consumida efectivamente se midié el volumen de liquido tomado durante y al final del tratamiento y
se dividid por el nimero de animales, el nimero de dias de duraciéon del tratamiento y la masa
corporal media por ratén (ver Tabla 1). Los ratones controles fueron mantenidos en las mismas

condiciones, sin la adicion de fluoxetina en el agua.

Tabla 1: Célculo de la dosis de fluoxetina clorhidrato utilizada en los experimentos.

mg
volumen volumen
fluoxetina dias de
animales | consumido consumido mg/kg/dia/ratén
consumido tratamiento
por jaula por jaula por raton
por raton
3 471 157 15.70 31 28.1 18.02
6 789 132 13.15 29 27.9 16.25
6 784 131 13.07 31 28 15.05
5 463 93 9.26 24 27.8 13.88

Ratones utilizados en la puesta a punto de la extraccion proteica, en la metodologia de la proteémica y en los
experimentos de protedmica diferencial. Se muestra el nimero de animales y el volumen de agua consumido
por jaula. Se calculé el volumen consumido por ratdn en cada jaula, que se multiplicé por el coeficiente de
dilucién de fluoxetina clorhidrato (0.1mg/ml), obteniendo la cantidad consumida por ratdn. En base al nimero
de dias de tratamiento y el peso medio del ratén se obtuvo la dosis en mg por kg por dia por ratén.
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Luego del tratamiento, los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical.
Inmediatamente después, se realizd la diseccidén de los tejidos de interés en PBS 1X (buffer fosfato
salino) previamente enfriado a 49C. Para ello, se extrajo el cerebro y se disecaron las regiones
correspondientes a la corteza visual primaria y a la corteza cerebral parietal, que fueron congeladas
inmediatamente en nitrédgeno liquido y guardadas en el congelador a -802 C hasta su posterior
utilizacién.

Los experimentos en animales fueron realizados en concordancia con los estandares del
comité de ética de la Comisiéon Honoraria de Experimentaciéon Animal (CHEA, Facultad de Ciencias,
UdelaR), del Comité de Etica en el Uso de Animales (CEUA, Institut Pasteur de Montevideo), y
avalados por la Comisidon Nacional de Experimentacion Animal (CNEA). Asimismo, para realizar estos

experimentos obtuve la acreditacidn correspondiente a la categoria B, otorgada por la CNEA.

7.2 Analisis de los niveles tisulares de monoaminas por HPLC

Con el fin de analizar las diferencias en los niveles tisulares de algunos neuromoduladores
luego del tratamiento crénico con fluoxetina, y para comparar lo observado con los datos de
tratamiento agudo (Beyer and Cremers, 2008), se cuantificaron los niveles tisulares de serotonina
(5HT) y del acido 5-hidroxi-indolacético (5HIAA), su principal metabolito, y de la dopamina (DA) y sus
metabolitos, el acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y el acido homovanilico (HVA). Estos fueron
cuantificados mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién con deteccidn
electroquimica (HPLC-ECD).

Al momento de realizar el analisis, los tejidos (cortezas parietales) fueron pesados vy
sonicados en acido percldrico 0,1 M en hielo. El homogenato fue centrifugado por 15 min a 15.000
rpm y el sobrenadante recuperado. Para la cuantificacion relativa se utilizaron soluciones estandares
de las monoaminas y sus metabolitos. Para el andlisis se inyectaron 50 pul de muestra en un sistema
de HPLC conformado por una bomba de HPLC marca BASi modelo PM-80 fijado con un flujo de 1.2
ml/min y un detector electroquimico 4C-LC fijado a un potencial de oxidacién de 0,70 V. Se utilizé
una columna de HPLC Phenomenex, modelo luna C-18 de 4,6 x 150 mm, con un tamafo de particula
de 5um. La fase moévil utilizada consiste en buffer citrato (0.15 M, pH 3,0), octilsulfato de sodio (0.6

mM), acetonitrilo (4%) y tetrahidrofurano (2%).
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7.3 Preparacion de muestras para 2D.

El protocolo estandar finalmente utilizado consiste en:
1) Transferir la muestra de tejido de corteza visual (las 2 cortezas visuales de cada ratén, 17-20 mg) a
150 pl de solucién de lisis (7M urea, 2M tiourea, 4% CHAPS (3-[(3-Colamidopropil)- dimetilamonio]-
propano sulfonato), 56,25mM Dithiotritiol (DTT), inhibidor de proteasas).
2) Homogeneizacién en hielo.
3) Sonicar en bafo durante 1 minuto.
4) Dejar una hora a temperatura ambiente para la completa solubilizacién de las proteinas.
5) Sonicar durante 1 minuto.
6) Centrifugar a 13.000g durante 20 minutos a 42 C y recuperar el sobrenadante, repetir este paso.
7) Almacenar el sobrenadante en el congelador a -202 C.
8) Descongelar el sobrenadante almacenado vy realizar la precipitaciéon con acido tricloroacético
(TCA) en acetona para eliminar posibles impurezas (ej. ADN vy lipidos). Se utilizd una solucidn
precipitante constituida por 20% de TCA en acetona 4,5 mM de DTT (TAD) y una solucién co-
precipitante constituida por acetona 4,5 mM DTT (AD).
9) Luego de descongelar, separar las muestras equitativamente en 4 tubos de microcentrifuga (cada
tubo contiene ~100 ug de proteina total).
10) Adicionar 300 pl de TAD a cada tubo y mezclar por inversién o vortex, incubando en hielo (42 C)
por 15 minutos.
11) Adicionar 300 pul de AD y mezclar con vortex brevemente.
12) Centrifugar a 13.000g por 10 minutos a 42 C y descartar el sobrenadante.
13) Lavar con 40 pl de AD, adicionarlo sobre el sedimento e incubar por 5 minutos en hielo.
14) Centrifugar (a 13.000g por 10 minutos a 42 C) y remover el lavado.
15) Agregar 25 ul de agua milliQ sobre el sedimento y mezclar con vortex (5-10 s), dispersando el
pellet.
16) Agregar 1 ml de AD, previamente enfriado por al menos 1 hora a -202 C, mezclar con vortex
hasta dispersar totalmente el sedimento e incubar a -202 C por 30 minutos, vortexeando por 20-30s
cada 10 minutos.
17) Centrifugar (a 13.000g por 10 minutos a 42 C) y remover el sobrenadante, dejando secar el pellet
por algunos minutos (menos de 5).
18) Volver a suspender el sedimento en 50 pl totales de solucidn de lisis con DTT y dejar solubilizar a
temperatura ambiente, mezclando con vortex varias veces para solubilizar plenamente el

sedimento.
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19) Centrifugar y recuperar el sobrenadante que se divide en alicuotas y se almacena a -202 C.
La puesta a punto del protocolo de preparacién de la muestra proteica se describe en la seccion

9.1.1 de resultados.

7.4 Cuantificacion proteica

La cuantificacion de proteinas se realiza inmediatamente antes de comenzar el
isoelectroenfoque, mediante el método de Bradford en microplaca (Olson and Markwell, 2001), con
el siguiente protocolo:

1) Se preparan los estandares de seroalbimina bovina (de 0-14 pg/ul) y las muestras de
concentracién desconocida (0,5-1 pl) en un volumen final de 140 pl.

2) Se agrega 20 pl de NaOH 1 M para mejorar la solubilidad de las proteinas, que pueden precipitar
con el contacto directo del reactivo de Bradford.

3) Se adiciona 40 pl de reactivo de Bradford 5X (0.05% Azul brillante de Coomassie G-250, 23,75%
etanol, 42,5% acido fosfdrico) a cada pocillo de la placa y mezclar.

4) Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

5) Detectar la absorbancia a 595 nm en un lector de placas.

6) Preparar la curva de calibracién, graficando absorbancia a 595 nm en funcién de la concentracién

proteica y determinar la concentracidn proteica de las muestras a partir de la ecuacién obtenida.

7.5 Primera dimension - Isoelectroenfoque.

Protocolos de isoelectroenfoque
En primer lugar, se realizd la puesta a punto del protocolo de isoelectroenfoque (IEF), para
luego poder seleccionar el protocolo mas conveniente para la separacién de las proteinas de la
muestra de cerebro, particularmente de la corteza visual. En esta fase de preparacion de la
metodologia se realizaron varios experimentos de geles bidimensionales para probar los protocolos
de isoelectroenfoque, utilizando muestras de corteza visual de 9 ratones (en donde se utilizaron las
dos cortezas visuales de cada raton, para extraer la muestra proteica por ratén).
En principio se utilizé el sistema ZOOM IPGRunner (Invitrogen) en el que se llevaron a cabo tres
protocolos de IEF que se describen en la tabla 2. Antes del IEF, los strips (ZOOM Strip pH 3-10NL)
fueron rehidratados en una solucidon de 8M Urea, 2% CHAPS, 0.002% azul de bromofenol, 10 mM

DTT, 1% Amfolitos (ZOOM Carrier Ampholytes pH 3-10), en una proporcion de 155 pl/strip.
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Tabla 2: Protocolos de isoelectroenfoque utilizados con el sistema ZOOM IPGRunner.

Protocolo

Isoelectroenfoque

Rehidratacion

a temperatura ambiente a temperatura ambiente  a temperatura ambiente
Overnight

175V 15 min, 43.75 Vh 175V 30 min, 87.50 Vh 175V 36 min, 105 Vh
Escalén mantenido Escalén mantenido Escalén mantenido

350V 15 min, 87.5 Vh 350 V 30 min, 175 Vh 350 V 36 min, 210Vh
Escaldn mantenido Escalon mantenido Escaldn mantenido

350 - 2000 V 45 min, 350 - 2000V 75 min, 350 - 2000 V 90 min,
Etapa 3 881.25 Vh 1468.75Vh 1762 Vh
En gradiente En gradiente En gradiente

Escalén 2000 V 80 min, 2000V 120 min, 2000V 144 min,
Etapa 4 2667 Vh 4000 Vh 4800 Vh
Escalén mantenido Escalén mantenido Escalén mantenido

Voltaje hora total 3679.5 Vh 5731.25 Vh 6877 Vh

Posteriormente se utilizd el sistema IPGphor Il (Amersham Biosciences), en el que se realizaron
dos protocolos de IEF que se describen en la tabla 3. En este sistema se realizé la rehidratacién de
los strips (immobiline DryStrip gels, Amersham) en una solucién de 7M urea, 2M tiourea, 2% CHAPS,
0,002% azul de bromofenol, 18mM DTT, 0,5% IPGbuffer (amfolitos, Amersham Biosciences, Uppsala,

Suecia) en una proporcién de 125 pl/strip.
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Tabla 3: Protocolos de isoelectroenfoque utilizados con el sistema IPGphor II.

Protocolo

Isoelectroenfoque

Rehidratacion pasiva 12 horas overnight a 202C 16 horas overnight a 202C

150V 30 min, 37,5Vh 300V 30 min, 150Vh
En gradiente Escalén mantenido
300V 2 horas, 600Vh 300 a 1000V 30 min, 325Vh
Escalédn mantenido En gradiente
500V 1 hora, 500Vh 1000 a 5000V 1h20, 4000Vh
Escalén mantenido En gradiente
1000V 1 hora, 1000Vh 5000V, 4000Vh
Escaldn mantenido Escaldn mantenido

1000 a 5000V 1 hora, 3000Vh
En gradiente
Etapa 6 5000V 3.4 horas, 16982Vh -
Voltaje hora total 22120 Vh 8475Vh

En ambos sistemas se realizd la rehidratacidén pasiva de los strips. En el caso del sistema
ZOOM IPGRunner, se hace en un contenedor descartable (ZOOM IPGRunner Cassette), a
temperatura ambiente, mientras que en el caso del sistema de Amersham se realiza en barquitos de
ceramica en el mismo equipo que luego continda con el protocolo de IEF. En ambos casos, se
utilizaron strips de 7 cm de longitud con un rango de pH de 3 a 10 no lineal.

En cada una de las corridas de los experimentos realizados con muestras de ratones tratados
y controles, se llevd a cabo la rehidratacién y el IEF (protocolo 5) consecutivo de 4 strips, 2 con una
muestra de control (en duplicado) y 2 con una muestra de tratado (en duplicado). Cada experimento

fue repetido dos veces.

7.6 Equilibracion y segunda dimension - 2DPAGE.

Posteriormente al IEF, las tiras son equilibradas en dos etapas, en agitacién suave por 15
minutos, en una solucién conteniendo 6M urea, 30% (v/v) glicerol, 2% (w/v) SDS. En la primera

etapa, se adiciona a la solucién de equilibracion DTT en una concentraciéon de 10mg/ml y en la
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segunda etapa se adiciona iodoacetamida (23,2mg/ml), luego se realiza la electroforesis de SDS-
PAGE. Los strips son colocados sobre geles de poliacrilamida al 12% de 1mm de espesor, luego de
colocar el marcador de peso molecular en uno de los extremos del gel. A continuacién se coloca la
agarosa al 0,5 % y se deja polimerizar unos minutos. Se agrega el buffer de corrida y se procesan los
4 geles juntos en el vertical Protean Il xi Multi-Cell (BioRad, Hercules, CA, USA). La corrida
electroforética se realizé de dos formas. Los strips que fueron obtenidos de los protocolos 1 a 4, bajo
los parametros de Voltaje constante, 15 minutos a 80 V y 1 hora y 30 minutos a 150 V, mientras que
los obtenidos con el protocolo 5 a corriente constante, 5-10 minutos a 10 mA y 40-50 minutos a

20mA.

7.7 Tincion

7.7.1 Tincidn de nitrato de plata

El protocolo estandar consiste en los siguientes pasos:
1) Lavar el gel de poliacrilamida en un recipiente con agua milliQ, por al menos 5 minutos.
2) Incubar el gel en solucién de fijacién (10% Acido acético, 50% Etanol, 0.5ml/l formaldehido
36.5%.), durante al menos 1 hora en agitacion suave y conservar la solucion luego de su uso.
3) Lavar 3 veces durante 5 min con 100 ml de Solucién de Lavado (etanol 50%).
4) Lavar 1 min con agua milliQ.
5) Enjuagar rapidamente (por menos de 1 minuto) con 100ml de solucidon de sensibilizacion
(tiosulfato de sodio pentahidratado al 0,02%).
6) Lavar 3 veces durante 1 minuto con agua milliQ.
7) Incubar durante 20 minutos con 100ml de solucién de nitrato de plata (AgNO3 0,2%, formalina
0,075%) en oscuridad.
8) Lavar 3 veces durante 1 minuto con agua mQ.
9) Incubar con 100ml de soluciéon de revelado (Na,CO; 3%, Na,S,05.5H,0 0.0004%, formalina 0.05%)
hasta que se visualicen los spots.
10) Detener la reaccién con la solucién de fijacién o con una solucién de acido acético al 5% (durante
10 minutos aproximadamente).
11) Descartar la solucién de fijacion y lavar el gel dos veces con 50 mL de solucién de lavado durante
15 minutos. De esta forma se remueve el dcido acético del gel lo que previene que las bandas del gel

se oscurezcan con el tiempo.
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12) Finalmente conservar en solucidn de conservacidn (25% Etanol y 3 % glicerol, 6 acido acético 1%)

hasta su posterior utilizacién o secado.

7.7.2 Tincién de Coomassie coloidal
Consiste en:
1) Fijar el gel en una solucién de acido acético 10% y etanol 40% durante 30 minutos.
2) Retirar el fijador y colocar el gel en la soluciéon de Coomassie coloidal (8% sulfato de amonio, 0.8%
acido fosforico, 0.08% Azul de Coomassie G-250, 20% Etanol), dejar en agitacion, durante toda la
noche y hasta por 7 dias.
3) Lavar repetidas veces con agua milliQ para remover el colorante residual.
4) Almacenar en agua milliQ, si es necesario agregar azida de sodio (al 0,02% o menos).
Para obtener una coloracién homogénea todos los geles del mismo experimento fueron procesados

en conjunto.

7.8 Experimentos de protedmica diferencial

En los experimentos de proteédmica de geles bidimensionales se utilizaron muestras de
corteza visual de ratones adultos controles (n=3, C1, C2, C3) y de ratones adultos tratados
crénicamente con fluoxetina (n=3, F1, F2, F3). Para el primer experimento (A) se realizaron dos geles
con la misma muestra de control (C1) y dos con la misma muestra de tratado (F1) para evaluar la
variabilidad intra-experimental. Mas adelante, en otro experimento (A’) se realizd el duplicado del
experimento A, para verificar la reproductibilidad entre experimentos 2D-PAGE independientes.
Luego se procedié de la misma forma para las muestras C2 y F2 (experimentos B y B'). Finalmente se
realizé el experimento (C) con 4 geles: dos con la misma muestra de control (C3) y dos con la misma
muestra de tratado (F3). De este modo, se obtuvieron 20 geles bidimensionales, 10 de control y 10
de fluoxetina, en los que se cargd 60 ug de proteina total y fueron coloreados con Coomassie

coloidal.

7.9 Analisis de imagenes y obtencion de datos.

Los geles bidimensionales de ambos grupos experimentales fueron escaneados en formato
tif utilizando el programa Labscan (Genebio Amersham Biosciences) para adquirir las imagenes con
una resolucion de 300 dpi y de 16 bits/pixel, y posteriormente analizados con el programa Melanie

6.0 (Genebio Amersham Biosciences).
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Para el anadlisis de la imagen, debido a la gran cantidad de spots y a su patrén de
distribucién, decidimos dividir la imagen de cada gel en 6 areas parcialmente superpuestas,

utilizando spots caracteristicos y claramente distinguibles para delimitarlas (fig.8).
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Figura 8: Gel bidimensional de corteza visual de ratén control (60 pg de proteina) al 12%, tefiido con
Coomassie coloidal. Se muestra el area del gel subdividida en las 6 areas de estudio, indicadas con un recuadro
y la letra A seguida de los nimeros 1 a 6. PM: peso molecular en kilo Daltons, pl: punto isoeléctrico.

Deteccion de los spots

Para la deteccidn de los spots se fijan tres pardmetros: Smooth, que optimiza la deteccidn de
spots reales y la separacién de spots que se superponen a través de un algoritmo; Min Area, que
permite eliminar artefactos menores al drea minima fijada, como particulas de polvo y aberraciones
de los geles y Saliency, pardmetro que se basa en la curvatura del spot e indica cuanto sobresale éste
del entorno. Dentro de cada area se fijaron los tres parametros para la deteccion de spots como esta

indicado en la tabla.

Tabla 4: parametros de la deteccidn de spots para cada area. Se indica el Smooth, Min Area y Saliency utilizado
en cada area de estudio.

I O O L L

m 25 30 50 100 20
500 450 400 450 600
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Luego de la deteccién automatica, se procedid a la inspeccidn visual para eliminar los puntos
gue no correspondian a spots (particulas de polvo o superficie irregular del gel) y en algunos casos se

modificaron y adicionaron spots manualmente.

Comparacion de los geles

Posteriormente se asignaron “landmarks” (puntos de referencia) a determinados spots, que
estaban claramente definidos en todos los geles del grupo de estudio, para poder proceder a la fase
de matching (comparacion de spots entre geles). En cada drea se agregaron varios puntos de
referencia, que fueron necesarios para realizar la comparacion. En el area 1 se utilizaron 6, en el area
2 se utilizaron 4, en el area 3 se utilizaron 5 y en el drea 5 se utilizaron 3 puntos de referencia,
respectivamente. En esta fase, se eligié el gel con el mayor nimero de spots como gel de referencia
(“master gel”) para la comparacion. Todos los geles son comparados al gel de referencia y de esta
forma se obtiene, para cada “matched spot” (spot pareado) un numero de identificacion (ID) que es
el mismo en todos los geles en los que aparece el spot.

Luego de la comparacién automatica, se procedié a la inspeccién visual y al andlisis de los
perfiles tridimensionales para eliminar los pares de spots que no se correspondian y si era necesario
se corrigieron, y eventualmente se adicionaron otros manualmente.

Para la asignacién de los valores calculados de peso molecular y de punto isoeléctrico a los
spots, se calibraron las imagenes de los geles 2D utilizando los valores de los PM estandar (BioRad,
Sigma, Fermenta) y los datos del gradiente de pH de los strips utilizados (Invitrogen, Amersham). El
programa Melanie 6.0 calcula los valores de pl interpolando los valores de calibracién de los dos

puntos mas cercanos, mientras que para el PM hace una interpolacién logaritmica.

Formacion de clases

Luego de la comparacion todos los geles son agrupados en una clase, de este modo, se
puede obtener un reporte intra-clase con los datos correspondientes a cada spot pareado
comparado satisfactoriamente en la etapa anterior.

Al realizar el andlisis intra clase seleccionamos las variables a estudiar, en este caso se
selecciond la intensidad y el volumen. El programa calcula la intensidad de un spot como la
intensidad maxima calibrada de los pixeles del spot, de la cual se elimina la intensidad de fondo, que
corresponde al valor minimo de los pixeles del entorno del spot. El volumen del spot, por otra parte,
se calcula como el volumen por encima del contorno del spot, que va desde el pico del mismo hasta

el 75% de su altura, por lo que es una medida de la densidad éptica integrada.

39 |



Posteriormente los datos fueron pasados a una hoja de cdlculo de Excel para su posterior
analisis estadistico. En este paso se realizd la separacion de los datos para cada spot segun el
tratamiento utilizado, en columnas de control y de fluoxetina.

Luego de realizar el estudio primario en el que se tomaron todos los geles para dilucidar si
habia diferencias entre los spots de los grupos de geles, se realizé un analisis posterior en el que se
eligieron las tres mejores parejas de geles, una por cada experimento realizado (cada pareja
correspondiente a una muestra de ratén control y a una de tratado, n=3) para verificar si la
diferencia que mostraron algunos de los spots presentaba relevancia estadistica. Por pareja se
entiende los dos geles que corrieron en el mismo casete donde la homogeneidad es mas elevada. En
este caso, se utilizaron los spots que mostraron diferencias en el estudio primario y se eliminaron los
restantes. Para ello se realizd una copia del “matchset” (conjunto de datos pareados)
correspondiente a cada area, en la cual se eliminaron los spots que no presentaron cambios
significativos previamente, manteniendo asi el mismo numero total de spots en cada gel. De esta
manera, se pudo utilizar la variable de porcentaje de volumen, que corresponde al cociente entre el
volumen de cada spot y la sumatoria de los volumenes de todos los spots del gel multiplicado por
cien.

Luego se cred la clase a partir de cada matchset y se obtuvo la tabla de datos de porcentaje
de volumen para cada spot analizado. Los datos fueron pasados a una hoja de célculo en la cual se

realizo el analisis estadistico correspondiente.

7.10 Analisis estadistico

7.10.1 Analisis estadistico primario
El andlisis estadistico primario se realiz6 mediante subrutinas del programa Matlab 7.10.0
(R2010a), éste es un entorno de lenguaje de alto nivel e interactivo para calculos numéricos,

visualizacidn y programacién, ademds de contener herramientas para el analisis estadistico.

Analisis de los datos crudos: test t de Student y U de Mann Whitney

Con el fin de identificar los spots de proteinas que presentaban diferencias entre controles y
tratados, se realizd el analisis estadistico de los datos de intensidad y de volumen de cada spot. En
aquellos casos en donde las muestras presentaban homogeneidad de varianza y una distribucion
posiblemente normal, se realizd el test t de Student, para muestras no pareadas de varianzas
homogéneas. Este test, parte de la hipdtesis nula en la cual las diferencias entre las medias de las

dos poblaciones comparadas es cero y la hipdtesis alternativa en la cual, las medias de las muestras
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son diferentes. Se fijo entonces un valor de alfa (a) de 0.05 y se tomd el siguiente criterio de
decision: Si el p valor obtenido era mayor al valor critico de 0.05, se aceptd la hipdtesis nula (no hay
diferencias entre las medias de ambas poblaciones), mientras que si el p valor era menor al alfa
asignado, se rechazé la hipdtesis nula y se aceptd la alternativa (existen diferencias entre las medias
de las poblaciones que se compararon). En los casos en donde las dos condiciones, distribucién
normal y homogeneidad de varianzas no se cumplieron, se realizé el test U de Mann Whitney no
paramétrico que compara las medianas de muestras de las dos poblaciones de estudio. Se utilizé
para comprobar la heterogeneidad de dos muestras independientes utilizando rangos. Este test no
asume distribucién normal, pero si que la distribucién de las dos poblaciones tiene la misma forma.
En la prueba de hipétesis, la hipdtesis nula es que las dos muestras fueron tomadas de poblaciones
con medianas iguales y la alternativa es que las medianas entre dichas poblaciones difieren. El
criterio de decision fue el siguiente: Si el p valor era mayor al alfa asignado, entonces se acepté la
hipotesis nula, ambas poblaciones presentan la misma mediana. En el caso contrario, si es p valor
obtenido era menor a 0.05, se rechazd la hipdtesis nula y se aceptd la alternativa, las poblaciones

presentan medianas distintas.

Normalidad

Se utilizd el test de Lilliefors, una adaptacion del test de Kolmogorov-Smirnov no
paramétrico, usado para probar si la distribucion de los datos de dos muestras, es igual y consistente
con una distribucion normal (Stephens, 1970). El estadistico mide la distancia maxima entre la
distribucién observada y una distribucién normal con la misma media y desviacion estandar como la
de las muestras analizadas, y confirma si dicha distancia es mayor a la que deberia ser simplemente
por el azar. La prueba de hipdtesis consiste en la hipdtesis nula, los datos presentan una distribucion
normal y en la hipdtesis alternativa, los datos no tienen distribucion normal. Se fijé el valor critico,
alfa (a), de 0.05 vy el criterio de decisidon que se tomo fue: Si el p valor era mayor a 0.05, se acepté la
hipétesis nula, los datos tienen posiblemente una distribucién normal. Si el p valor era menor al alfa
fijado, se rechazd la hipdtesis nula y se aceptd la alternativa, los datos no presentan una distribucion

normal.

Homogeneidad de varianzas

Se utilizd el test de Levene, un estadistico que permite discriminar si las varianzas de
poblaciones tomadas de muestras distintas son homogéneas (homocedasticidad) o no. La prueba de
hipdtesis se basa en la hipdtesis nula de que las varianzas de las muestras estudiadas son iguales y la

hipdtesis alternativa en la que las varianzas son distintas. Se fijo el valor de a de 0.05 y el criterio de
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decision fue el que sigue a continuacion: Si el p valor era mayor al valor critico de 0.05, se acepto la
hipotesis nula, siendo las varianzas de ambas muestras comparadas homogéneas. Si el p valor
resultante era menor al valor critico (0.05), se rechazé la hipétesis nula y se aceptd la hipotesis

alternativa, las varianzas son heterogéneas (Levene, 1960).

Analisis de los datos transformados

Posteriormente, se realizd una transformacién de los datos de intensidad y de volumen,
para estandarizar dichos datos con respecto a los valores de control. De esta forma, se obtuvo la
razdn (ratio) de los valores de fluoxetina y de los valores de control sobre los valores de control (F/C
x100; C/C x100), en forma de porcentaje, para cada uno de los spots analizados.

En este caso, no se realizaron los estadisticos correspondientes al estudio de normalidad y
homogeneidad de varianzas porque ambas condiciones no se pueden establecer, ya que los valores
del grupo control corresponden al 100% en todas las ocasiones, el valor no cambia. Por ello, se
realizd directamente el test no paramétrico U de Mann Whitney para vislumbrar si existian
diferencias entre las medianas de las poblaciones en estudio. Se utilizd la misma prueba de hipdtesis
que describiéramos con anterioridad y el alfa elegido, o sea el error que se estd dispuesto a cometer

cuando se comparan los datos que fue en todos los casos 0.05.

7.10.2 Anadlisis estadistico secundario: test de Mann Withney en datos seleccionados
normalizados

En esta fase se partid de los resultados del andlisis estadistico previo, tomando los spots que
tuvieron diferencias entre los grupos experimentales, se realizd un andlisis posterior para ver que
tan relevantes eran las diferencias observadas. Se utilizaron 6 datos por spot, obtenidos de tres
parejas de geles, de tres muestras de CV1 de ratones controles y de 3 ratones tratados. En esta
instancia se utilizé el porcentaje de volumen (% Volume) como variable de estudio, considerando
que el analisis se llevo adelante sélo sobre el mismo nimero restringido de spots en todos los geles
analizados. Esta variable tiene en consideracién variaciones debidas a diferencias en la carga
proteica y en la tincion de los geles, considerando el volumen de todos los spots detectados en cada
gel.

Realizamos el test U de Mann Whitney para comparar si existian diferencias entre las
medianas de los dos grupos experimentales en estudio, como se explicd en la secciéon 7.10.1 de
materiales y métodos. En este caso, debido a que tenemos un nimero de animales pequefio (n=3),
tomamos un valor critico de alfa de 0.10. Para esta parte del andlisis se utilizé el programa Past 2.14

de analisis libre (Hammer and Harper, 2001).
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7.11 Espectrometria de masa.

Para descartar posibles errores en la seleccién de spots para enviar a espectrometria de
masa, se confirmé visualmente la diferencia entre los spots en los geles, en los diagramas de la vista
tridimensional y en los histogramas intra-clase, ademas de verificar la facilidad de extraer el spot del
gel, de esta forma se conformé una lista de spots de interés.

Los spots de proteinas seleccionados para su identificacion por espectrometria de masa
fueron recortados de los dos mejores geles manualmente, colocados en un tubo de microcentrifuga
y almacenados a 42 C hasta su posterior procesamiento. Para la decoloracion del gel se adicioné 100
pl de una solucion al 50% (v/v) de bicarbonato de amonio 0.2 M pH 8.0 y acetonitrilo y se incubd por
30 minutos a 302 C en un termomixer a 1.400 rpm. Luego de mezclar se descartd la solucién y se
repitio el paso dos veces. El gel fue deshidratado con la adiciéon de 100 pl de acetonitrilo e incubado
en las mismas condiciones, luego se descartd el acetonitrilo y se dejé secando en la camara de flujo.

|II

Se realizo la digestidn proteolitica “in gel” con la adicidon de 10 pl de una solucidn de tripsina (0.1
pg/ul tripsina en 67 mM bicarbonato de amonio pH 8.0) a cada spot procesado, se dejé digiriendo
toda la noche en estufa a 372 C. Los péptidos fueron extraidos con 100 pl de una solucién de 60%
acetonitrilo en 0.1% 4cido trifluoroacético, y se concentraron por centrifugacion bajo vacio hasta un
volumen final de aproximadamente 20 min. Se realiz6 el desalado de la muestra y la concentracidn
de la misma usando microcolumnas comerciales de fase reversa C18 (OMIX Pipette tips, Varian). La
elucién de los péptidos de la columna se llevd a cabo directamente sobre la placa de muestras del
espectrometro de masa con 2 pl de la soluciéon de matriz acido alfa-ciano-4-hidroxi-cinamico (CHCA
en 60% de acetonitrilo, 0.1% de acido trifluoroacético).

Los espectros fueron obtenidos en un espectrometro de masa MALDI-TOF/TOF (4800 MALDI
TOF/TOF Analyzer AB Applied Biosystem MSD Sciex), en el modo reflector positivo y la calibracion
interna con fragmentos auto liticos de tripsina. Las proteinas fueron identificadas por mapeo

peptidico, a partir de las masas de los péptidos utilizando el motor de busqueda MASCOT (Matrix

Science, www.matrixscience.com).

7.12 Analisis bioinformatico

En esta fase se utilizaron las bases de datos de NCBI (National Center for Biotechnology

Information) y de Uniprot (Universal Protein Resource; www.uniprot.org) para identificar la

localizaciéon subcelular de las proteinas identificadas en el andlisis protedmico. Para esto, se usaron

exclusivamente evidencias procedentes de publicaciones identificables (TAS, Traceable Author
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Statement), de ensayos directos (IDA, Inferred from Direct Assay), de patrén de expresién (IEP,
Inferred from Expression Pattern), de fenotipos mutantes (IMP, Inferred from Mutant Phenotype),
de interaccidn fisica (IPI, Inferred from Physical Interaction) y de interaccién genética (IGl, Inferred
from Genetic Interaction). Se utilizdé solo informacion relativa a las proteinas de la especie Mus
musculus. También se utilizé informacién de PANTHER (protein annotation through evolutionary

relationship; www.pantherdb.org/) para identificar los procesos bioldgicos relacionados con las

proteinas identificadas y el programa STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins; string-db.org/) para identificar potenciales interacciones entre las proteinas.

Estos programas permiten analizar y clasificar a gran escala datos del genoma obtenidos por
secuenciacién, protedmica o experimentos de expresidon génica. Son construidos en base a varios
genomas completos organizados en familias y subfamilias de genes y sus relaciones evolutivas estan
capturadas en los drboles filogenéticos, alineamientos multiples de secuencia y modelos
estadisticos. Los genes se clasifican de acuerdo a su funcién utilizando principalmente familias y
subfamilias que son anotadas con los términos de ontologia (ontologia de genes (GO) y clase de
proteinas). El programa String esta dedicado a la identificacién de interacciones proteina-proteina
conocidas y predictivas y utiliza numerosas fuentes incluyendo repositorios experimentales,
métodos de prediccién computacional y colecciones de textos publicos, actuando asi como una base
de datos que correlaciona todas las pruebas de interaccién en un conjunto comun de genomas y
proteinas. De esta forma, integra cuantitativamente la interaccion de datos de estas fuentes para un
gran nimero de organismos, y transfiere la informacidn entre estos organismos cuando es aplicable.

La base de datos actualmente cubre 5.214.234 proteinas de 1.133 organismos (Jensen et al., 2009).

7.13 Western blot.

Se realizé el Western blot de muestras proteicas de corteza visual de ratones controles y
tratados, utilizando los anticuerpos primarios que se detallan a continuacidn: anticuerpo contra la
superéxido dismutasa 1 (anti-SOD1 de conejo, 1:2000, gentilmente donado por M. Marin, Facultad
de Ciencias) y anti-SOD2 de ratén (1:2000, Santa Cruz Biotechnology, gentilmente donado por C.
Quijano, Facultad de Medicina), y anticuerpo anti-actina de conejo (1:2000, Sigma-Aldrich). Los
anticuerpos secundarios utilizados fueron: anticuerpo anti-ratén conjugado a peroxidasa de rdbano
(HRP, producido en cabra, 1:10000, Sigma) y anticuerpo anti-conejo unido a HRP (producido en
cabra, 1:5000, Sigma). El anticuerpo anti-SOD1 reconoce una banda de 20-22kDa (Palacios et al.,
2010), el anti-SOD2 reconoce una banda de 25kDa y el anticuerpo anti-actina reconoce una banda

de 42kDa respectivamente.
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Preparacion de muestras

Se realizd la extraccion de proteinas transfiriendo el tejido a 100-150 pl de buffer de lisis
(Tris 50 mM, EDTA 1 mM, NaF 100 mM, PMSF 0.1 mM, NasVO, 2 mM, 1% Triton X-100, 10%
Glycerol), se realizé la homogeneizacién mecanica de las muestras que fueron incubadas por 30
minutos en hielo. Se centrifugd el lisado a 13000g por 1 hora a 42 Cy se recuperd el sobrenadante.
Una alicuota del mismo fue utilizada en la estimacidon de la concentracién de proteinas segun el
método de Bradford en microplaca descrito previamente. Al sobrenadante restante se le adiciond
buffer de carga 4X en cantidad necesaria (2% SDS, Tris 0.375 M, 10% Glycerol, 5%
betamercaptoethanol, 0.2% Bromophenol Blue) para realizar la separacién de proteinas en

electroforesis.

Electroforesis

Se prepard el gel de poliacrilamida al 10% y se realizé la electroforesis de SDS-PAGE en una
dimension con el buffer de corrida (25 mM Tris, 0.192 M Glicina, 0.1% SDS). Se realizé una pre-
corrida de 15 minutos a 120 V, se cargd 30ug de proteina de cada muestra y se realizd la separacion

de las muestras a voltaje constante, 15 minutosa 120 Vy 1 hora 160 V.

Transferencia

Luego de la electroforesis las proteinas del gel fueron transferidas a membrana de
nitrocelulosa (GE Healthcare). Luego de la equilibracion de la membrana y el gel junto con los
accesorios del equipo en buffer de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol, pH 8.3)
a 42 C se realizé la transferencia fijando los pardmetros a voltaje constante, a 100 V durante 2 horas.
Al finalizar la transferencia, para verificar el proceso se colorearon los geles con Azul brillante de
Coomassie (0.1% azul de Coomassie R-250, 50% etanol, 7% acido acético) y las membranas con Rojo
de Ponceau al 0.5% en acido acético al 1%. Se realizaron los lavados con PBS y el bloqueo en leche al
5% en PBST (Tween 20 0.1% en PBS) durante una hora a temperatura ambiente, con agitacidn suave.
Posteriormente se incubd la membrana con el anticuerpo primario en PBST, durante la noche. Se
realizaron varios lavados con PBS-T y luego se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente

por una hora. Se realizaron varios lavados y luego el revelado de la membrana.

Revelado
Para el revelado se incuba la membrana de nitrocelulosa con la solucién del sustrato quimio

luminiscente (LumiGLO, Cell Signaling Technology) por 1 minuto en agitacién. Luego se coloca la
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membrana en el casete y se expone la pelicula de rayos X (Agfa) en oscuridad. Se retira la pelicula y
se coloca en la solucion de revelado durante algunos minutos. Se enjuaga, se coloca en la solucién
fijadora y luego se enjuaga en agua corriente por varios minutos. Para cada membrana se utilizaron

varias peliculas de rayos X expuestas por intervalos de tiempo de distinta duracién (10-30 min.)

Andlisis de la imagen

Para establecer la intensidad de las sefiales obtenidas en el analisis de Western blot de
forma semi-cuantitativa, se utilizé el sistema de analisis libre NIH Image J 1.46r. Las bandas
obtenidas fueron cuantificadas utilizando una ventana dibujada a mano para incluir una banda por
cada medida. Para cada banda se calculé el indice de plata precipitada en la emulsién, al multiplicar
la densidad éptica media (OD) por el area total de la banda, resultando en la densidad dptica integral
(INTOD). La cuantificacién de la sefial de actina en cada membrana fue utilizada exclusivamente
como un control adicional para verificar que la misma carga proteica fue utilizada en cada gel. Para
cada experimento se utilizaron 3 muestras. Para controlar la variabilidad inter-experimental cada
experimento de Western blot fue repetido dos veces. Los datos de los graficos se presentan como el

promedio * el error estandar de la media (SEM).

Estadistica

Para identificar la significancia estadistica en la modulacion de los resultados de Western
blot obtenidos, los datos fueron analizados utilizando el test U de Mann Whitney, con un valor
critico p < 0.05. El andlisis estadistico mencionado en esta seccion, fue llevado a cabo utilizando el

programa de andlisis libre Past 2.14 (Hammer and Harper, 2001).
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8. Resultados

8.1 Puesta a punto de la metodologia de electroforesis
bidimensional.
8.1.1 Preparacion de la muestra

El primer objetivo de esta tesis era la puesta a punto de la metodologia para lograr obtener
geles bidimensionales con una resolucién de spots adecuada para el estudio de protedmica
diferencial planteado. La preparacién y obtencién de una muestra de buena calidad con cantidades
minimas de impurezas es el primer paso fundamental para realizar este tipo de estudio. En este
trabajo inicialmente se utilizdé un protocolo de preparacién de muestra reportado por un grupo de
investigacion que estudia la plasticidad en la corteza visual de gato utilizando DIGE (Bergh and
Arckens, 2008). Con dicho protocolo las muestras proteicas quedaban con un aspecto viscoso y poco
soluble. Por lo cual se procedié a realizar diferentes pruebas con el objetivo de mejorar las mismas.
Inicialmente pensamos que el problema podia deberse a una lisis incompleta o mal fraccionamiento,
por lo que procedimos a incluir tres ciclos consecutivos de congelacién y descongelacion de las
muestras (con nitrégeno liquido o incubando dos horas en el congelador a -202 C) y posteriormente
centrifugando las muestras a alta velocidad (13.000g) durante 20 minutos a 42 C. Sin embargo el
aspecto de las muestras no mejoré considerablemente. Finalmente, los cambios sustanciales se
lograron al aumentar el volumen de la solucion de lisis utilizada para disolver la muestra (pasamos
de 17-20 mg de muestra/100 ul de solucién de lisis, a 17-20 mg de muestra/150 pul de solucién de
lisis), al eliminar el Tris y al agregar un agente reductor de puentes disulfuro (DTT 56 mM) a la
solucidn de lisis. Por ultimo, y no menos importante, se agregd un paso de precipitacién con TCA en
acetona, que se sabe permite la eliminaciéon de impurezas no proteicas (ADN, lipidos, etc.) que
pueden interactuar con las proteinas en la muestra e interferir con la migracidon en la separacion
proteica en los geles de electroforesis bidimensional. En la metodologia figura el protocolo
optimizado.

Por lo tanto, a lo largo de este trabajo se aportaron varias modificaciones al protocolo de
extraccidon proteica lograndose mejorar la calidad de la muestra y posterior resolucidn de los spots

separados en la electroforesis 2D-PAGE.
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8.1.2 Protocolos de isoelectroenfoque

Con el fin de separar la muestra proteica de corteza visual de ratén en un patrén de spots
bien definido, se probaron diferentes protocolos de isoelectroenfoque en la primera dimensién. Se
utilizé un nimero variable de etapas, con distintos potenciales eléctricos y tiempo de duracion. El
Protocolo 1 se utilizé para separar una carga proteica de 10 ug, obteniéndose un perfil proteico de

spots bien separados, con una buena resolucién de los mismos (fig. 9).
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Figura 9: Gel bidimensional al 12%, de corteza visual de ratén control, tefiido con nitrato de plata. Se cargd 10
ug de proteina y se utilizo el protocolo 1 de isoelectroenfoque (IPGRunner, Invitrogen). PM: peso molecular en
kilo Daltons, pl: punto isoeléctrico. Gel representativo de dos experimentos realizados con muestras de 2
ratones.

Con el objetivo de aumentar el nimero de spots para tener mas material para la posterior
identificacion por espectrometria de masa, se decidid aumentar la carga proteica a enfocar.
Realizamos una prueba con una carga de 40 pg de proteina total y un nuevo protocolo de IEF

adaptado a una mayor cantidad de proteina (protocolo 2, fig. 10).
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Figura 10: Gel bidimensional al 12%, de corteza visual de ratdn control, tefiido con nitrato de plata. Se cargé 40
pg de proteina y se utilizé el protocolo 2 de isoelectroenfoque (IPGRunner, Invitrogen). PM: peso molecular en
kilo Daltons, pl: punto isoeléctrico. Gel representativo de 2 experimentos realizados con la muestra de un
raton.

Como se observa, por ejemplo, en la regién indicada en la figura 10, si bien se observa un
patrén de puntos, la resoluciéon es menor a la de la figura 9 ya que los spots no se encuentran
completamente separados y hay un exceso en la coloracién que tal vez se deba a la mayor carga
proteica. Por lo tanto con el objetivo de lograr focalizar mejor los diferentes spots utilizamos el
protocolo 3 (fig. 11) el cudl presenta un voltaje hora mayor al anterior, cuidando no exceder las

limitaciones del equipo.
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Figura 11: Gel bidimensional al 12%, de corteza visual de ratén control, tefiido con nitrato de plata. Se cargé 40
ug de proteina y se utilizo el protocolo 3 de isoelectroenfoque (IPGRunner, Invitrogen). PM: peso molecular en
kilo Daltons, pl: punto isoeléctrico. Gel representativo de 2 experimentos realizados con la muestra de un
raton.

En esta imagen se puede observar una mejoria en la separacion de los spots en la region
inferior, pero en la regién superior tal como se indica, se pueden observar spots que estdan muy
concentrados, y no se distinguen como puntos definidos y separados unos de otros. Asimismo en esa
region la coloracién es intensa impidiendo la visualizacion de algunos spots seguramente por la
elevada concentracién de proteinas.

Todos los experimentos de esta primera etapa fueron realizados en el equipo de
isoelectroenfoque IPGRunner (Invitrogen). Al no obtenerse una definicion suficientemente buena de
los spots separados con los protocolos utilizados, era recomendable aumentar el voltaje durante la
separacion (por ejemplo de 2000 V a 5000V) cosa que no permitia el equipo de Invitrogen. Por ende,
decidimos cambiar de sistema, al IPGphor Il (Amersham Biosciences) que si lo permitia. Para hacer
una prueba, utilizamos el protocolo 4, alcanzando 22120 Vh, mucho mayor al previamente utilizado

(6877 Vh) y comparamos la resolucion de los spots obtenida (fig. 12).
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Figura 12: Gel bidimensional al 12%, de corteza visual de ratdn control, tefiido con nitrato de plata. Se cargé 40
ug de proteina y se utilizd el protocolo 4 de isoelectroenfoque (IPGphor, Amersham). PM: peso molecular en
kilo Daltons, pl: punto isoeléctrico. Gel representativo de un experimento realizado con la muestra de 2
ratones.

Con dicho protocolo 4 se obtiene un patréon de puntos alineados, pero estos siguen sin
distinguirse unos de otros, faltando por tanto un mayor grado de separacién para obtener puntos
bien delimitados. En este caso, los puntos estdn muy marcados, pero no se diferencia el spot de
forma circular tipica sino que parece difuminado posiblemente debido a una sobre focalizacién de
los spots por exceso de Vh totales. Por ende, este protocolo no mejord la resolucion de los spots
respecto al protocolo 3, observandose también una coloracién de fondo muy marcada.

De esta manera, fue necesario modificar nuevamente el protocolo de IEF y para ello
definimos el protocolo 5. El resultado del perfil de spots obtenido mediante este ultimo se puede
observar en la figura 13. En la misma se observa un patron de spots aceptable, es decir que la

mayoria de los spots se observan como un punto definido.
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Figura 13: Gel bidimensional al 12%, de corteza visual de ratdn control, tefiido con nitrato de plata. Se cargd 50
ug de proteina y se utilizé el protocolo 5 de isoelectroenfoque (IPGphor, Amersham). PM: peso molecular en
kilo Daltons, pl: punto isoeléctrico. Gel representativo de 2 experimentos realizados con la muestra de un
raton.

Las proteinas de los geles fueron visualizadas utilizando la tincidon de nitrato de plata. La
misma, observamos, deja una coloracidon de fondo bastante intensa en gran parte del gel. Por ello,
repetimos el experimento (utilizando nuevamente el protocolo 5) pero cambiamos a la tincién con
Coomassie coloidal para ver si la resolucion de los spots se mantenia y si el ruido de fondo también

se mantenia, se minimizaba o se eliminaba (fig. 14).
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Figura 14: Gel bidimensional al 12%, de corteza visual de ratdn control, tefiido con Coomassie coloidal. Se
cargd 50 pg de proteina total y se utilizo el protocolo 5 de isoelectroenfoque (IPGphor, Amersham). PM: peso
molecular en kilo Daltons, pl: punto isoeléctrico. Gel representativo de 3 experimentos, realizados con
muestras de 2 ratones.

Como se puede observar en la figura, la definicidén de los spots mejora por la disminucién del
ruido de fondo, claramente se ve un mayor nimero de spots. Los mismos se observan bien

delimitados en forma circular distribuidos en la superficie del gel.
Por lo tanto, el protocolo seleccionado para el analisis de las muestras de ratones tratados o

no con fluoxetina fue el protocolo n° 5 (descrito en materiales y métodos) y la tincién de Coomassie

coloidal.
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8.2 Experimentos de protedmica diferencial entre muestras de

ratones adultos tratados con fluoxetina y controles.

El segundo objetivo de este trabajo era la identificacion de proteinas moduladas por el
tratamiento crdénico con fluoxetina en ratones adultos binoculares, para lo que era fundamental
obtener geles 2D-PAGE de muestras proteicas de ratones adultos tratados y ratones adultos
controles. Con estos geles se planificd llevar adelante una comparacién utilizando el software de
analisis de la imagen (Melanie 6.0, GeneBio) para identificar spots con niveles de intensidad dptica
diferentes entre las dos condiciones. Luego, identificar por espectrometria de masa las proteinas
correspondientes a dichos spots, que representan potenciales candidatos a la regulacion de la

plasticidad inducida por fluoxetina.

8.2.1 Electroforesis bidimensional.

Para los experimentos de electroforesis bidimensional se utilizaron muestras de corteza
visual provenientes de un total de 6 animales, 3 animales controles (C1, C2, C3) y 3 tratados con
fluoxetina (F1, F2, F3). En el primer experimento de 2D-PAGE (A) se realizaron 4 geles: dos con la
misma muestra de control (C1) y dos con la misma muestra de tratado (F1) para evaluar la
variabilidad intra-experimental. Se realizd posteriormente un nuevo experimento de 2D-PAGE (A’)
duplicado del experimento A, con el objetivo de verificar la reproductibilidad entre experimentos
2D-PAGE independientes. Se procedid de la misma forma para las muestras C2 y F2 (experimentos B
y B’). Finalmente se realizé el experimento (C) con 4 geles: dos con la misma muestra de control (C3)
y dos con la misma muestra de tratado (F3). De este modo, se obtuvieron 20 geles bidimensionales,
10 de control y 10 de fluoxetina, en los que se cargd 60 pg de proteina total y fueron coloreados con
Coomassie coloidal.

En la figura 15 se muestran dos geles 2D de corteza visual de un ratdon control y tratado, en

la que se diferencia el patrdn de distribucién de spots de cada uno.
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Figura 15: Geles bidimensionales al 12 %, de corteza visual de ratén control y tratado (60 ug de proteina),
teflidos con Coomassie coloidal. PM: peso molecular en kilo Daltons y pl, punto isoeléctrico. Geles
representativos de 5 experimentos, realizados con muestras tres ratones controles.

La comparacion visual de estos geles nos indica que el patrén de distribucidn de los spots es
muy similar indicando que la metodologia se implementé correctamente y que la variabilidad debida
a esta es reducida. Para identificar diferencias en la coloracién de spots entre las dos condiciones
experimentales control y fluoxetina (fig. 16) se utilizé el programa Melanie 6.0 (GeneBio). En el panel
de la figura 17 se pueden observar en mayor detalle algunas regiones de los geles, en donde estan
indicados spots con intensidad de coloracién distinta entre las dos situaciones estudiadas. En
algunos la intensidad de los spots es mayor en los paneles de control (spots n° 6, 7, 11, 12, 14 y 15,

en rojo) y en otros es mayor en los paneles de tratado (spots n° 1-5, 8-10, 13 y 16, en rojo).
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Figura 16: Geles bidimensionales al 12 %, de corteza visual de ratén control y tratado (60 ug de proteina),
teflidos con Coomassie coloidal. PM: peso molecular en kilo Daltons y pl, punto isoeléctrico. Geles
representativos de 5 experimentos, realizados con muestras de tres ratones controles y tres ratones tratados
con fluoxetina.
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Figura 17: Se muestran cuatro recuadros A, B, C y D, detalle de las imagenes de geles bidimensionales de
control y tratado mostradas en la fig. 15. En las cuatro regiones se indica con niumeros algunos de los spots con
diferencias entre la corteza visual de control y tratado. En rojo se indican los spots con mayor intensidad de
coloracién y en negro los que tienen menor intensidad.

El programa Melanie 6.0 permite la visualizacidon tridimensional (3D) de los spots, una
herramienta que se utilizé para facilitar la seleccidon y comparacién de los mismos. En la figura 18 se
muestra la vista 3D de dos spots que se observaron antes (ver fig. 17 A). En ambos casos se observa

una diferencia de intensidad, que es mayor en el gel del ratdn tratado, con respecto al control.
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Figura 18: Vista tridimensional de spots obtenida con Melanie 6.0. En A el detalle de la regién de los geles
bidimensionales control y fluoxetina, donde se indican los dos spots. En B se observa la vista tridimensional del
spot 1y en C la del spot 2, ambos indicados con una flecha (en verde).

8.2.2 Analisis de imagenes, obtencion de datos y estadistica

Se procesaron las veinte imagenes obtenidas de los geles de control y de tratado, que fueron
subdivididas en 6 areas parcialmente superpuestas (ver fig.8) para ser analizadas como se mencioné
previamente (ver seccion 9 de Materiales y métodos). Para la deteccién automatica de los spots se
fijaron los tres parametros ya descritos (ver tabla 4) y se analizaron 5 de las areas subdivididas. El
analisis identificé un nimero promedio de 342 spots/gel (entre 300 y 520 spots por gel). En la fase
de “matching”, la comparacidon automatica entre geles produjo un nimero promedio de 300 spots
pareados/gel (entre 250 y 440 por gel), correspondiente a un 87.2 % de los spots identificados.

En esta fase del andlisis no se utilizd el porcentaje de volumen de cada spot, por la gran
variabilidad en el nimero de spots entre los geles. Por ello, para cada spot comparado se obtuvo una
tabla de datos con el valor de la intensidad y del volumen para cada gel. Se utilizaron exclusivamente
los valores de los spots representados en los tres grupos de experimentos, es decir provenientes de
los 6 ratones utilizados. El nUmero minimo de valores por spot utilizado fue de 6 (tres de control y

tres de tratado). A partir de los datos obtenidos en cada area, de intensidad y volumen, se realizd el
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analisis estadistico para determinar cuales spots presentaban una diferencia significativa entre las
dos situaciones experimentales como se indicd anteriormente. En primer lugar se analizaron los
datos crudos y posteriormente, los datos estandarizados respecto a los valores de control, utilizando
las parejas de geles que fueron procesadas en conjunto. En el analisis de los datos crudos se
estudiaron 350 spots y en el andlisis de la estandarizacién respecto al control, 305 (seccién 10 de
materiales y métodos).

A partir de la integracidn de los resultados obtenidos de los datos crudos y estandarizados se
obtuvo una lista de 53 spots que presentaban diferencias significativas entre los grupos
experimentales. De estos se seleccionaron 39 spots eliminando los que estaban en el limite de la
significancia (no convincentes), ademas de descartar aquellos cuya visibilidad era extremadamente
baja/débil.

Para confirmar si los spots identificados en el andlisis primario presentaban diferencias
significativas se llevé adelante un analisis ulterior. Para esto se detectaron los 39 spots en las tres
mejores parejas de geles, obtenidas de tres de los animales controles y 3 de los tratados con
fluoxetina. Esto permitio utilizar como variable el porcentaje de Volumen que tiene en consideracién
variaciones debidas a diferencias en la carga proteica y en la tincién de los geles, y por ello es una
medida mds adecuada y confiable. A través de este estudio se confirmé la variacién de 29 spots de
los 39 identificados en el andlisis primario (fig. 19), que fueron cortados y digeridos para su analisis

por espectrometria de masa.
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Figura 19: Gel bidimensional al 12%, de corteza visual de ratén (60 ug proteina), tefiido con Coomassie
coloidal. Se muestran los 29 spots que fueron enviados a analizar por espectrometria de masa. PM: peso
molecular en kilo Daltons, y pl: punto isoeléctrico.

8.3 Espectrometria de masa

De los 29 spots que se expresaron diferencialmente, logramos identificar una proteina en 24
de ellos (tabla 5 y 6), lo que muestra un 83% de éxito en la metodologia empleada. En aquellos que
no pudo detectarse (5 spots) la razén posible fue la presencia de contaminacién con queratina o la
baja cantidad de material proteico presente en los spots. Ademas, dos proteinas fueron identificadas
en dos spots cada una, por ende, como resultado de la espectrometria de masa se identificaron en
total 22 proteinas diferentes, lo que corresponde a 1.1 spots por proteina.

A través del andlisis estadistico se identificd que 12 de estas proteinas presentan un menor

nivel en los ratones tratados con una disminucién que va del 15 al 40% del valor de control (tabla 5),
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mientras que 10 proteinas presentan un aumento del nivel en los ratones tratados que va del 20 al
90% (tabla 6).

Se obtuvieron los valores de peso molecular (PM) y de punto isoeléctrico (pl) tedricos de las
22 proteinas utilizando informacién obtenida en NCBI y se compararon con los valores de PM y pl
correspondientes, determinados utilizando el programa Melanie 6.0 sobre los geles. En este estudio
se observod que existe una diferencia entre estos valores que para el PM abarca un rango que va de
1.3 a 21 kDa, y para el pl de 0.01 a 2.72 unidades de pH. A continuacién, para definir si las proteinas
se comportan en la migracion en los geles 2D de acuerdo a lo esperado tedricamente se definid un
umbral de 8 kDa y 0.5 puntos de pl. De las 22 proteinas analizadas, 7 no presentan diferencias, 7
presentan diferencias en el pl, 6 en el PM, y 4 en ambos parametros. Estas diferencias no son
sorprendentes teniendo en cuenta que las proteinas en su ambiente celular sufren diferentes tipos
de modificaciones postraduccionales, tales como el clivaje de secuencias especificas y la
introduccion de diversas modificaciones en residuos especificos (fosforilacion de serinas, treoninas y
tirosinas, acetilacion de lisinas, entre otras). Todas estas modificaciones pueden alterar el pl y/o el
PM de las proteinas.

Por otro lado, dos de las proteinas fueron identificadas en dos spots, la triosa isomerasa de
fosfato (TPI) y la proteina canal selectiva a aniones dependiente de voltaje 1 (VDAC1). Para ambas
proteinas la intensidad de la sefial de los dos spots disminuyd en los animales tratados con
fluoxetina. La TPI fue identificada en los spots n2 91 y 95.3 (fig. 19). Estos spots presentan un PM
calculado (34 kDa) similar al tedrico. En el caso del pl el spot 95.3 presenta un valor calculado de 7.0
similar al tedrico, mientras que el spot 91 presenta un valor de pl de 6.3, menor al tedrico. La
proteina VDACI se identificd en los spots n2 57 y 94. Los valores tedricos de la VDAC1 son 30.7 kDa
de PM y 8.62 de pl. Los valores calculados para el spot 57 son diferentes del tedrico (40.7 kDa de PM
y 7.3 de pl) mientras que para el spot 94, la proteina presenta un masa molecular similar a la tedrica
y un pl 2.72 unidades menor al tedérico. Como mencionamos antes, estas diferencias pueden ser
debidas a modificaciones postraduccionales en las proteinas que alteran su migracion relativa en los
geles, ya sea en la primera (pl) y/o en la segunda dimensién (PM). Podria ser interesante analizar
este aspecto focalizdndose en la busqueda de modificaciones postraduccionales, por ejemplo

utilizando otro tipo de espectrometria de masa mas sensible u otras metodologias.
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Tabla 5: Proteinas con menor nivel en CV de ratones tratados con fluoxetina identificadas por espectrometria
de masa.

F/C% L, Proceso
Localizacién

. PM
Spot ID Proteina Score SEM pl (kDa) biolégico

Superoxido dismutasa 1,
15 AAA40121 Cu/Zn 57 0.76+0.07 6.23 15.7 CP/MIT SI/R
(soDp1)
Proteina asociada al proceso
16 AAA39826 de tumor metastasico 86  0.73:0.06 844 186 CP/NU M
NM23, parcial
(NM23)
Malato deshidrogenasa
31 AAA37423 citoplasmica 194 0.65+0.14 6.16 364 CP M
(MDH1)
L-Lactato deshidrogenasa A,
41 AAHO05509 parcial 92 0.81+0.07 8.18 344 CpP M
(LDHA)

Esterasa D, hidrolasa de S-
formil-glutation, isoforma
CRA_b
(ESD)

Proteina de control de la
49 NP_001230698 division celular 42 146 0.80+0.05 6.73 21.2 MPL/CQ Sl/0C
(Cdca2)
proteina de canal selectiva a
aniones dependiente de
voltaje 1
(VDAC1)
proteina precursora de la
65 NP_031978 isomerasa de disulfuro A3 186 0.70+0.01 5.88 56.6 RE/MEL M/R

(PDIA3)
68 -- No identificada -- 0.85+0.06 - - -- --
D-3- fosfoglicerato
70 NP_058662 deshidrogenasa 197 0.80+0.04 6.12 56.5 Ccp M
(PHGDH)
proteina de activacion
tirosina 3-
monooxigenasa/triptéfano
74 EDLO8815 5-monooxigenasa, 323 0.83+0.12 4.71 29
polipéptido zeta, isoforma
CRA_b
(14-3-3 zeta/delta)

91 CAA37420 triosa f°s’1?|fl;s°merasa 150  0.75:0.09 6.90 26.6 cP M
proteina de canal selectiva a
aniones dependiente de
voltaje 1
(VDAC1)

953  CAA37420 triosa f°5f(?rt;)'s°merasa 306 0.86£0.02 690 26.6 cp M

subunidad alfa 2 del
105 BAE22828 proteasoma 103 0.78+0.04 8.31 27.4 CP/NU/PSA DP

(PSMA2)
Todas las proteinas fueron identificadas en Mus musculus. Se indica el nimero de spot y el nimero de
identificacion de cada proteina segun la base de datos del NCBI. Luego, el score de Mascot (probabilidad de
que la correspondencia entre los péptidos obtenidos y una proteina sea un evento casual (-10*LOG,, (P),
donde P es la probabilidad absoluta), el promedio del cociente de los valores de fluoxetina y de control por
spot £ SEM. Se indica el proceso bioldgico en el que intervienen. M: metabolismo, SI: sefializacion intracelular,
DP: degradacidn proteica, R: regulacion del estado redox, OC: organizacion del citoesqueleto. Se indica la
localizacién subcelular de las proteinas; CP: citoplasma, VES: vesiculas, MPL: membrana plasmatica, MMIT:
membrana mitocondrial, MEL: melanosomas, NU: nucleo, MIT: mitocondria, PSA: proteasoma, CQ:
citoesqueleto, RE: reticulo endoplasmico.

44 EDL35843 204 0.81+0.05 8.27 33,1 CP/VES M

57 NP_035824 129  0.62+0.12 8.62 30,7 MPL/MMIT S|

CP/MEL/

NU/MIT !

94 NP_035824 132  0.61#0.06 8.62 30.7 MPL/ MMIT S|
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Tabla 6: Proteinas con mayor nivel en CV de ratones tratados con fluoxetina, identificadas por espectrometria
de masa.

. PM . Proceso
+
Spot ID Proteina Score F/C+ SEM pl (kDa) Localizacién biolégico

profilina 2
(PFN2)

proteina de unioén a
nucledtido de las
+
27 NP_032274 triadas de histidina 1 57 1.61+0.11 6.36 13.7 CP/NU Sl
(HINT1)
cadena liviana de la
35 NP_080832 dineina 2 65 1.37+£0.21 6.81 10.3 cQ T

(DYN2)

24  NP_062283 186 1.43+0.21 6.55 15 cQ OC/E

39 -- No identificada -- 1.38+0.13 -- -- - -

40 -- No identificada -- 1.68 £ 0.40 -- -- - -

proteina relacionada
67 AAH47530 a la actina 2, parcial 109 1.88 £0.26 6.31 44.6 cQ oC/T
(ARP2)

79 - No identificada -- 1.44 £ 0.09 - - -- --

enzima
dihidropteridina
reductasa quinoide
(QDPR)
Subunidad alfa 6 del
87 NP_036098 proteasoma 116 1.52+0.20 6.34 27.3 CP/NU/PSA DP
(PSMAG6)

85 NP_077198 99 1.45+0.31 7.67 25.5 CP/MIT M/R

95.5 -- No identificada -- 1.18+0.11 -- -- - -

proteina tumoral
107 Np 033455  troduccionalmente o, o 006 4.76 19.4 cp s1/0C
controlada
(TCTP)
superoéxido
111 AAH18173 dismutasa 2, parcial 148 1.90+£0.30 8.67 24 MIT M/SI/R
(soD2)
“adaptin ear-binding
coat-associated
112 NP_080543 protein 1” 120 1.89 £0.38 5.97 29.6 MPL/MVES T/E
(NECAP1, proteina
adaptadora)
Proteina activadora
113 NP 620087 delaserinatreonina o o), 508 5.95 36.6 CP/NU S|
fosfatasa 2A

(PTPA)

Todas las proteinas fueron identificadas en Mus musculus. Se indica el nimero de spot y el nimero de
identificacion de cada proteina segun la base de datos del NCBI. Luego, el score de Mascot (probabilidad de
que la correspondencia entre los péptidos obtenidos y una proteina sea un evento casual (-10*LOG,, (P),
donde P es la probabilidad absoluta), el promedio del cociente de los valores de fluoxetina y de control por
spot + SEM. Se indica el proceso bioldgico en el que intervienen, OC: organizacion del citoesqueleto, T:
transporte, M: metabolismo, R: regulacién del estado redox, DP: degradacidon proteica, Sl: sefalizacion
intracelular, E: endo/exocitosis. Se indica la localizacién subcelular de las proteinas; CQ: citoesqueleto, CP:
citoplasma, MIT: mitocondria, NU: nucleo, PSA: proteasoma, MPL: membrana plasmatica, MVES: membrana
de vesiculas de clatrina.

62 |



8.4 Analisis bioinformatico

Para obtener mas informacién sobre las proteinas identificadas en el estudio de protedmica
diferencial se llevé adelante un andlisis bioinformatico utilizando varias bases de datos (NCBI,
Uniprot, String y Panther). A través de este andlisis se recaudd principalmente informacion sobre la
localizacién subcelular, el proceso biolégico en el cual estas proteinas estan implicadas y la funcidn
general. Recordamos que para este andlisis se utilizd exclusivamente informacién obtenida de
trabajos experimentales identificables y publicados (detalles en Materiales y Métodos). A

continuacién una breve descripcion de las 22 proteinas identificadas.

Proteinas identificadas por espectrometria de masa.

ARP2 (proteina relacionada a la actina 2): Localizacion, citoesqueleto - Procesos Bioldgicos,
organizacion del citoesqueleto/transporte.

ARP2 forma parte de un complejo proteico denominado Arp2/3 compuesto por dos
proteinas relacionadas con la actina (ARP2 y 3) y otras cinco proteinas ARPC1, 2, 3, 4 Y 5. El complejo
Arp2/3 contacta el extremo del filamento de actina y junto con un factor promotor de la nucleasion
media la formacidn de ramas de actina sobre el filamento, esto produce redes de actina, con

bifurcaciones como resultado de la formacion de ramas (Kessels et al., 2011).

Cdc42 (proteina de control de la division celular 42): Localizacion, citoesqueleto/membrana
plasmatica - Procesos Bioldgicos, organizacidn del citoesqueleto/sefializacion intracelular.

Es una GTPasa de la familia de las GTPasas Rho, que participa en varias vias de sefializacién
intracelular. Su rol como proteina reguladora de la actina es particularmente interesante, ya que
activa vias de sefializacién mediadas por quinasas, que provocan cambios del citoesqueleto de actina
e inducen la activacién de factores de transcripcién dentro del ndcleo. Cdc42 actla en procesos
celulares tales como el crecimiento polarizado, la morfogénesis y también la migracion celular

(Schmitz et al., 2000, Auer et al., 2011).

PEN2 (profilina 2): Localizacién, citoesqueleto/membrana plasmatica — Procesos Bioldgicos,
organizacion del citoesqueleto/exo / endocitosis.

Tiene la capacidad de unirse a mondmeros de actina (actina G o globular) y a
polifosfoinositidos de la membrana, modulando el proceso de polimerizacién de la actina (Pollard et

al., 2000). Ademas, la profilina desempefia un papel esencial en la formacion de redes de filamentos
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de actina ramificada, mediante la activacion de WASP a través de la unién a su dominio central rico

en prolina.

NECAP1 (“adaptin ear-binding coat-associated protein 1”): Localizacién, membrana
plasmatica/membrana vesicular — Procesos Bioldgicos, transporte/exo / endocitosis.

Es una proteina que participa directamente en el proceso de endocitosis mediado por
clatrina junto a otras proteinas como AP1G1, AP2A1 componentes de los complejos adaptadores AP-

1y AP-2 (Ritter et al., 2003, McPherson and Ritter, 2005).

DYN2 (cadena liviana de la dineina 2): Localizacion, citoesqueleto — Procesos Bioldgicos, transporte.

Es uno de los componentes accesorios no cataliticos del complejo de dineina 1
citoplasmadtica, que actia como un motor para la motilidad retrégrada intracelular de vesiculas y
organelos a lo largo de los microtubulos, y ademds puede jugar un papel en el cambio o en el
mantenimiento de la distribucién espacial de las estructuras del citoesqueleto. A nivel sindptico
estos procesos han sido asociados a la fisiologia, desarrollo y patologia cerebral (Hirokawa et al.,

2010, Fainzilber et al., 2011, Park et al., 2011, van den Berg and Hoogenraad, 2012).

HINT1 (proteina de unidon a nucledtido de las triadas de histidina 1): Localizacion,
citoplasma/nucleo - Procesos Bioldgicos, sefializacidn intracelular.

También llamada proteina de interaccién de la PKC 1 (“Protein kinase C-interacting protein
1”, PKCI-1) es una proteina de la superfamilia de las triadas de histidina (HIT), compuesta por
hidrolasas y tranferasas de nucleétido (Brenner, 2002). Es una proteina que esta presente en varios
tejidos incluyendo el sistema nervioso (Liu et al., 2008), en el cual interactua con el receptor opioide

Mu (MOR) (Rodriguez-Mufioz et al., 2011).

VDACI1 (proteina de canal selectiva a aniones dependiente de voltaje 1): Localizacién, membrana
plasmatica/membrana mitocondrial — Procesos Bioldgicos, sefializacién intracelular.

Pertenece a la familia de pequefias proteinas que forman poros en la membrana
mitocondrial externa de todos los eucariotas, donde permite la difusién de pequefias moléculas
hidrofilicas, y recientemente ha sido identificada también en la membrana plasmdtica, donde esta
involucrada en la regulacion del volumen celular y la apoptosis (Buettner et al., 2000, Graham et al.,
2010). Las proteinas VDAC juegan un rol importante en el flujo de metabolitos entre el citosol y el

compartimento mitocondrial. Varias isoformas han sido asociadas a distintos procesos bioldgicos
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desde la apoptosis, la plasticidad sinaptica, la bioenergética muscular y la reproduccion (Okada et al.,

2004, Ujwal et al., 2008, Graham et al., 2010).

PTPA (proteina activadora de la serina-treonina fosfatasa 2A): Localizacion, citoplasma — Procesos
Bioldgicos, sefializacién intracelular.

Posee actividad de isomerasa peptidil-prolil cis/trans, y cataliza la isomerizacion cis/trans de
los enlaces peptidicos imidicos de prolina en oligopéptidos, por lo que acelera el plegamiento de las
proteinas. Actlia como una subunidad reguladora de la proteina serina/treonina fosfatasa 2A (PP2A)
modulando su actividad o su especificidad al sustrato, mediante la induccién de un cambio

conformacional en la subunidad catalitica (Chao et al., 2006).

14-3-3 zeta/delta (proteina de activacién tirosina 3-monooxigenasa/triptéfano 5-monooxigenasa):

Localizacion, citoplasma/mitocondria/ntcleo/melanosoma - Procesos Bioldgicos, sefializacion
intracelular.

Forma parte de un grupo de proteinas 14-3-3 que es muy abundante en el cerebro de los
mamiferos y se une a los sitios fosforilados de muchas proteinas, modulando de este modo la accidn
de las proteinas implicadas en el ciclo celular y el control de la transcripcidn, la transducciéon de

sefiales, el trafico intracelular, y la regulacion de los canales idénicos (Berg et al., 2003).

SOD1 (superéxido dismutasa 1): Localizacidn, citoplasma/mitocondria — Procesos Bioldgicos, redox.

Es una proteina involucrada en el metabolismo oxidativo, que cataliza la conversién de
radicales libres como el superdxido (anién) en oxigeno molecular en el citoplasma celular,
disminuyendo sus efectos tdxicos en la célula. Defectos en el gen de SOD1 en humanos causan

esclerosis lateral amiotrofica (ELA) una enfermedad neurodegenerativa familiar (Rosen et al., 1993).

SOD2 (superoxido dismutasa 2): Localizacién, mitocondria — Procesos Bioldgicos,
metabolismo/sefalizacidn intracelular/redox.
Otra enzima que también estd relacionada con el control del metabolismo oxidativo y se

encarga de eliminar radicales libres (como el superdxido) a nivel mitocondrial.
MDH1 (malato deshidrogenasa): Localizacion, citoplasma — Procesos Biolégicos, metabolismo.

Es una enzima que cataliza la reaccién de oxidacidn del (S)-malato a oxalacetato utilizando

NAD* como aceptor de electrones y participa de la regulacién del metabolismo celular.
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TPI (triosa fosfato isomerasa): Localizacion, citoplasma — Procesos Bioldgicos, metabolismo.
La TPl es una enzima de la via glicolitica que cataliza la conversiéon reversible de
gliceraldehido-3-fosfato en dihidroxiacetona fosfato, por lo que juega un rol importante en varias

vias metabdlicas, siendo esencial en la produccidn de energia.

ESD (esterasa D, hidrolasa de S-formil-glutation): Localizacidn, citoplasma/vesiculas — Procesos
Biolégicos, metabolismo.
Es una serina-hidrolasa involucrada en la detoxificacién de formaldehido, que tiene actividad

de hidrolasa y carboxilesterasa.

LDHA (L-Lactato deshidrogenasa A): Localizacidn, citoplasma — Procesos Bioldgicos, metabolismo.

Es una enzima que cataliza la conversién de L-lactato y NAD" a piruvato y NADH en la
glicélisis anaerdbica. Se encuentra predominantemente en el tejido muscular, y se han encontrado
multiples transcriptos que codifican distintas isoformas (Pretsch et al., 1998, Kaundal and Sharma,
2011). Mutaciones en este gen han sido asociadas con anemia hemolitica y muerte temprana en

ratones (Pretsch et al., 1993, Rathour et al., 1997).

PHGDH (D-3- fosfoglicerato deshidrogenasa): Localizacién, citoplasma — Procesos Bioldgicos,
metabolismo.

Es una enzima de la familia de las oxido-reductasas, que esta involucrada en el primer paso
de la via de la biosintesis de L-serina a partir del 3-fosfo-glicerato (Ichihara and Greenberg, 1955,
Snell, 1984). La deficiencia de esta enzima causa un decremento del nivel de serina libre, glicina,
taurina, GABA, glutamina y treonina en la médula espinal y la cabeza. Esta deficiencia produce
defectos del sistema nervioso central, que presenta un tubo neural mas corto, un retraso del

crecimiento general, y un atrofia a nivel de la médula espinal toracica (Kawakami et al., 2009).

PDIA3 (proteina precursora de la isomerasa de disulfuro A3): Localizacion, reticulo
endopldsmico/melanosoma — Procesos Bioldgicos, metabolismo/redox.

Pertenece a la familia de las proteinas isomerasas de disulfuro. Es una enzima que cataliza la
formacién de los puentes disulfuro entre los residuos de cisteina (actividad oxido-reductasa),
permitiendo el correcto plegamiento de la proteina en cuestién (actividad chaperona). En la célula se

encuentra principalmente en el reticulo endoplasmico y en los melanosomas.
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QDPR (enzima dihidropteridina reductasa quinoide): Localizacion, citoplasma/mitocondria —
Procesos Bioldgicos, metabolismo/redox.

Cataliza la reaccién de A 5, 6, 7, 8-tetrahidropteridina a 6,7-dihidropteridina, utilizando NAD"
6 NADP" como aceptor de electrones. De esta forma, participa en la biosintesis de aminodcidos y de
acido fdlico, siendo la tetrahidrobiopterina (BH-4) un cofactor esencial para las enzimas hidroxilasas
de tres aminoacidos aromaticos: la fenilalanina, la tirosina, y el triptéfano (Dianzani et al., 1998).
Ademas, BH-4 es utilizado en la degradacidn de fenilalanina y en la biosintesis de los
neurotransmisores como la serotonina, la melatonina, la dopamina, la noradrenalina, la adrenalina,
y también es un cofactor de las sintasas de dxido nitrico para la producciéon de 6xido nitrico (NO)

(Turner et al., 1974, Gorren and Mayer, 2002).

PSMA2 vy PSMA6 (subunidades alfa 2 y alfa 6 del proteasoma): Localizacion,

citoplasma/nucleo/proteosoma — Procesos Bioldgicos, degradacion proteica.

El proteasoma es un complejo de proteinas multicatalitico que se caracteriza por su
capacidad para escindir los enlaces peptidicos con alta especificidad. Este tiene una actividad
proteolitica dependiente de ATP y se compone de un nucleo de proteasoma 20S y dos subunidades
reguladoras 19S. La PSMA2 presenta fosforilaciones en residuos de tirosina, que pueden ser
importantes para la importacion nuclear y puede tener un efecto regulador potencial en otro u otros
componentes del complejo del proteasoma, a través de la fosforilacién de otras tirosinas (Gomes et

al., 2006).

TCTP (proteina tumoral traduccionalmente controlada): Localizacidn, citoplasma — Procesos
Bioldgicos, organizacion citoesqueleto/sefalizacidn intracelular.

Participa en la unién del calcio y la estabilizacién de los microttbulos y pertenece a la familia
TCTP. Parece interactuar consigo misma y también interactia con STEAP3. Es una proteina
sintetizada en las células en la fase temprana de crecimiento del tumor ascitico de Ehrlich (Bohm et

al., 1989).

NM23 (proteina asociada al proceso de tumor metastasico NM23): Localizacidn, citoplasma —
Procesos Bioldgicos, metabolismo.

Tiene un papel importante en la sintesis de nucledsidos trifosfatos distintos del ATP. La
NM23 posee actividad nucledsido-di-fosfato quinasa, proteina serina/treonina quinasa especifica,
geranilo y pirofosfato de farnesilo quinasa, proteina-histidina quinasa y 3’-5’exonucleasa. Esta

implicada en la proliferacion celular, la diferenciacién y el desarrollo, la transduccion de seiales,
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endocitosis de receptor acoplado a la proteina G, y la expresiéon génica. Se requiere para el

desarrollo neuronal incluyendo patrones neurales y la determinacion del destino celular (Lombardi

and Mileo, 2003, Postel, 2003).

Localizacion subcelular

En este andlisis se identificaron 11 categorias distintas de localizacidn subcelular. En la Tabla
7 se indica la lista de proteinas pertenecientes a cada categoria y en la figura 20 se muestra el
porcentaje que representa cada categoria respecto al total.
Tabla 7: Se indica el nimero de proteinas comprendidas dentro de las categorias de localizacién subcelular y
el nombre de cada una de ellas.
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Figura 20: el grafico muestra la distribucion porcentual de las categorias relativas a la localizacién subcelular
clasificadas en funcién del nUmero de proteinas pertenecientes a cada categoria.
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Procesos bioldgicos
Las proteinas fueron asignadas a 7 categorias distintas de procesos biolégicos en los que
participan. En la Tabla 8 se indica la lista de proteinas pertenecientes a cada categoria y en la figura

21 se muestra el porcentaje que representa cada categoria respecto al total.

Tabla 8: se indica el nUmero de proteinas comprendidas dentro de las categorias de procesos bioldgicos y el
nombre de cada una de ellas.
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Figura 21: el grafico muestra la distribucion porcentual de las categorias relativas a los procesos bioldgicos
clasificadas en funcién del nUmero de proteinas pertenecientes a cada categoria.

8.5 Analisis por Western blot

Con el fin de convalidar las diferencias de intensidad dptica entre spots de los geles de
controles y de fluoxetina, identificadas utilizando el analisis de la imagen, se decidid realizar
experimentos de Western blot. Hasta el momento se logré convalidar la modulacién de dos de las
proteinas identificadas por espectrometria de masa. En particular, se realizaron Western blot
utilizando anticuerpos contra SOD1 y contra SOD2. Se utilizé6 también el anticuerpo anti actina
(Sigma) para normalizar los valores de SOD1 y SOD2 a los de una proteina de control. Los resultados
preliminares (muestras de 3 ratones controles y 3 tratados, realizados en duplicado) indican que la
sefial de SOD1 disminuye aprox. en un 40%, en la corteza visual de los animales tratados con
fluoxetina en comparacién con los controles, mientras que la sefial de SOD2 aumenta aprox. en un
35% (figura 22). En conclusidn, los datos obtenidos por Western blot confirman los datos obtenidos
utilizando el analisis de la imagen, es decir una disminucion de la sefial para SOD1 y un aumento

para SOD2 en los animales tratados con fluoxetina respecto a los controles (ver Tabla 5y 6).

71 |



INTOD F/C

160 ~

*

140
120
100

80 M FLX SOD1

60 ™ FLX SOD2
40

20

FLX SOD1 FLX SOD2

SOD1 SOD2

actina actina

Figura 22: El grafico en el panel superior indica el promedio de la densidad dptica integrada de SOD1 y SOD2
(relativo a actina) en animales tratados normalizado a los controles, + el SEM. La linea punteada indica el 100%
correspondiente a la sefial obtenida en los animales controles. Los asteriscos indican diferencias significativas
seglin el test U de Mann Whitney para un p <0.05. En el panel inferior se muestran dos imagenes
representativas del Western blot de SOD1 y SOD2 para 2 muestras de CV1 de control (C) y tratado (F)
respectivamente y el control de carga con actina para cada uno (se utilizaron muestras de 3 ratones controles
y 3 ratones tratados con fluoxetina, realizando cada experimento por duplicado).
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9. Analisis cromatografico por HPLC: efectos neuroquimicos de la

fluoxetina.

La fluoxetina es un antidepresivo que pertenece a la clase de Inhibidores Selectivos de la
Recaptacion de Serotonina (ISRS). Este farmaco determina un aumento de la concentracion de
serotonina en biofase a nivel de las presinapsis serotoninérgicas, pero también de otros
neuromoduladores como la noradrenalina y la dopamina.

Durante esta Tesis decidimos empezar un estudio con el fin de caracterizar los efectos
neuroquimicos del tratamiento crénico con fluoxetina, midiendo los niveles tisulares de serotonina,
dopamina y sus respectivos metabolitos en la corteza parietal de ratones tratados y controles cuyas
cortezas visuales se utilizaron para los experimentos de protedmica. Este trabajo inicial se realizé
con el apoyo de J. A. Abin del Departamento de Neuroquimica del Instituto de Investigaciones
Biolégicas Clemente Estable mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién con
deteccion electroquimica.

Los datos obtenidos (datos en la Tabla 9 y grafico en la Fig. 23) son preliminares, dado que
el nimero de muestras con el que se realizé el andlisis fue reducido (n=4 animales controles y n=3
animales tratados), y estos presentaron un alta variabilidad. No obstante se puede observar una
reduccion significativa de los niveles de 5HT y de 5HIAA (p=0.015) en los animales tratados con
fluoxetina respecto a los controles. La razon entre 5HIAA y 5HT, indicativo del recambio de
serotonina, también muestra un aumento leve en los animales tratados respecto a los controles.
Mientras que los datos de dopamina y sus metabolitos no presentaron mayores diferencias entre

ambos grupos experimentales.

Tabla 9: Efecto neuroquimicos del tratamiento con fluoxetina hidrocloruro en la acumulacién de DOPAC, DA,
HVA, 5HT y 5HIAA en ratones adultos.

Tratamiento N % DOPAC % HVA % % SHIAA % SHIAA/5HT %

Control 4 675%#336 100 118+24 100 149+19 100 1490+127 100 272+16 100 0.18+0.02 100

Fluoxetina 3 561+310 83 118+24 117 11527 77 7324111 49 191+2 70 0.28+0.05 150

Se indica la media + el SEM en ng/g de tejido. DA: dopamina, DOPAC: acido 3,4-dihidroxifenilacético, HVA:
acido homovanilico, SHT: serotonina, 5HIAA: acido 5-hidroxi-indolacético, SHIAA/5HT: razén entre 5HIAA y
SHT.
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Figura 23: El grafico muestra el porcentaje promedio de acumulacion de los metabolitos de la dopamina y de
la serotonina = el SEM, en la corteza parietal de ratones controles (n=4) y tratados con fluoxetina (n=3),
normalizado al valor de control. DA: dopamina, DOPAC: acido 3,4-dihidroxifenilacético, HVA: acido
homovanilico, 5HT: serotonina, SHIAA: acido 5-hidroxi-indolacético, SHIAA/5HT: razén entre 5HIAA y 5HT. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas segun el test t de student, con un p <0.05.
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10. Discusion

Esta tesis se enmarcé en un proyecto aun en curso cuyo objetivo general es identificar
nuevas proteinas candidatas a la regulacién de los procesos de plasticidad en la corteza visual de
ratén. Como modelo experimental elegimos el tratamiento crénico con fluoxetina, ya que fue
demostrado que éste reactiva la plasticidad en la corteza visual de animales adultos.

Para alcanzar este objetivo utilizamos una aproximaciéon de protedmica diferencial que
consiste en separar las muestras de interés a través de electroforesis bidimensional, seleccionar los
spots que presentan niveles diferentes entre las condiciones de interés e identificar las proteinas por
espectrometria de masa. Durante esta tesis logramos identificar 22 proteinas candidatas a la
regulacién de la plasticidad cortical. Mas adelante pretendemos probar in vivo el rol de algunas de
estas proteinas en los procesos de plasticidad. Para ello se prevé modular in vivo la expresion de una
proteina (por farmacologia, trangénesis u otro) y verificar los efectos de la PM sobre las clases de
dominancia ocular por electrofisiologia y sobre la agudeza visual como pardmetros clasicos de

plasticidad cortical.

10.1 Puesta a punto de la metodologia de protedmica

diferencial

En este trabajo, con el fin de obtener una muestra proteica de buena calidad, se aportaron
varias modificaciones al protocolo de extraccidon proteica y de tinciéon utilizado inicialmente,
logrando asi un protocolo optimizado para la preparacion de muestras de corteza visual de ratén. En
lo que concierne a la puesta a punto del IEF, se puede concluir que el protocolo mds adecuado para
separar una carga proteica de 10 ug y obtener un patrén de spots bien separado es el n2 1 utilizando
la tincidn con nitrato de plata para su coloracidn, mientras que para separar una carga de 50 o 60 pg
de proteina el protocolo mas adecuado es el n2 5 utilizando la tincion de Coomassie coloidal que da
lugar a un menor ruido de fondo. En conclusidn el primer objetivo de la tesis fue alcanzado, la puesta
a punto de la metodologia de protedémica (2D-PAGE) aplicable a nuestras muestras. El punto de
partida para la realizacién de los estudios de protedmica diferencial. La metodologia mas novedosa
hoy en dia para estudios de este tipo es la “Difference Gel Electrophoresis” (DIGE), que consiste en
marcar previamente las dos muestras a comparar con dos fluoréforos distintos y cargarlas en el
mismo gel. Este método disminuye la variabilidad entre geles y permite una cuantificacién relativa
gracias a la presencia de una tercera muestra marcada con un tercer fluoréforo distinto que se

utiliza como estandar de normalizacién (Van den Bergh and Arckens, 2004). Desafortunadamente

75 |



esta metodologia no esta aun disponible en el Uruguay. Por esta razdn se eligié la metodologia
clasica de electroforesis bidimensional diferencial donde cada muestra se debe cargar en un gel por
separado y se procede a comparar dos geles por vez. Por tanto, esto implica una mayor variabilidad
de los resultados obtenidos que se puede compensar parcialmente aumentando el nimero de
experimentos realizados. Sin embargo no descartamos en un futuro cercano la utilizacién del DIGE,

teniendo en cuenta que el equipo y programa necesario para este ya estan en Uruguay.

10.2 Neuroprotedomica aplicada al estudio de la plasticidad

cortical.

10.2.1 Aspectos metodologicos.

El proteoma es un conjunto de proteinas de una célula, un tejido, o un organismo en un
momento particular y en condiciones fisiolégicas especificas. Este es extremadamente complejo y
dindmico, y cambia por ejemplo con el paso del tiempo (la edad) reflejando incluso el efecto de
diferentes factores ambientales sobre la funcidn y caracteristicas de las proteinas, asi como también
por factores genéticos y por el desarrollo de enfermedades (Alzate, 2010). De esta forma, la
protedmica se encarga de estudiar el proteoma, y permite identificar a gran escala, un conjunto de
proteinas en un tejido en ciertas condiciones especificas, y determinar como el nivel de un
subconjunto de estas proteinas es modificado por la influencia de algin factor externo como puede
ser una droga.

En este trabajo, evidenciamos cambios diferenciales en el nivel de algunas proteinas en la
corteza visual de ratones en dos condiciones experimentales, plasticidad reducida y plasticidad
restaurada. Probablemente sélo hayamos descubierto una fraccion de las proteinas que se expresan
diferencialmente en la CV1 de ratones, teniendo en cuenta que solamente obtuvimos entre 300 y
500 spots distintos en nuestros geles, lo que representa tan sélo una fracciéon de las diez mil
proteinas o mas que se expresan en el cerebro de los mamiferos.

Uno de los pasos fundamentales es conocer las limitaciones en lo que respecta a la muestra
gue estamos analizando. Durante la preparacion de la muestra hay que tener en cuenta que en cada
paso adicional en el cudl buscamos purificar la muestra, aumentamos la probabilidad de perder
proteinas. Por otro lado proteinas hidrofébicas, tales como las proteinas de la membrana necesitan
para poder ser analizadas por 2D-PAGE de métodos especificos de extraccién y separacion

especificos. En el caso de proteinas poco abundantes se puede tratar de analizar fracciones
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enriquecidas en estas obtenidas mediante metodologias como el HPLC de fase reversa. Otro punto
fundamental es la correcta eleccidn del strip de pH a utilizar en la primera dimensiéon. Como primera
aproximacion en este trabajo se utilizaron strips de rango amplio de pH, de 3 a 10 (no lineal) pero
analizaremos en el futuro un rango mads estrecho de pH, para intentar aumentar la resolucién en

algunas regiones y/o aumentar el nimero de spots.

10.2.2 Variabilidad entre geles: un aspecto a minimizar.

El siguiente punto que planteamos consistia en verificar que el patrén de spots obtenidos en
un experimento se podia reproducir en otros (replicas), permitiendo asi su comparacién. Por ello, en
este trabajo se realizaron un total de 20 geles bidimensionales provenientes de tres animales
tratados y tres animales controles. Inicialmente se utilizaron todos los geles para el anadlisis de
imagen que revelé una alta variabilidad en la coloracidon de los geles y en la identificacion del
numero de spots totales. Teniendo en cuenta que el protocolo fue siempre el mismo, pensamos que
esta variabilidad pudo deberse a problemas técnicos no detectados durante el experimento (por
ejemplo, discrepancia en la cantidad de proteina cargada en cada gel, error en la preparacidon de
alguna solucion).

Esta variabilidad nos impidié utilizar desde el inicio la variable porcentaje del Volumen (%
Volume) sobre los 20 geles por lo que se decidio realizar un analisis primario utilizando las variables
de Intensidad y Volumen sobre un total de 300 spots, lograndose detectar 39 spots con niveles
diferenciales entre las dos condiciones. Como estas variables no tienen en consideracion variaciones
en cada gel debidas a diferencias en la cantidad de proteina total y a diferencias en la tincion, los
resultados pueden estar sujetos a error, siendo el analisis menos potente. Por lo tanto para tener
certeza del resultado decidimos llevar adelante un andlisis secundario en el que se utilizaron
exclusivamente los 39 spots previamente identificados, esta vez re-analizados utilizando el
porcentaje del Volumen como parametro del estudio. Este analisis se hizo sobre 3 parejas de geles
(control/fluoxetina) en los cuales los 39 spots eran siempre identificables, lograndose verificar
diferencias en 29 spots. Las parejas de geles que comparten el mismo casete durante la
electroforesis bidimensional presentaron una variabilidad menor en la distribucidn, nimero total de
spots y coloracidn, posiblemente porque recibieron un tratamiento y potencial eléctrico mas
homogéneo. De lo mencionado anteriormente, pudimos concluir que la sistematizacién del proceso
es fundamental para minimizar o compensar la variabilidad entre los geles conjuntamente con el

aumento del niumero de muestras analizadas.
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10.2.3 Identificacion de proteinas moduladas por fluoxetina.

A partir de los resultados de espectrometria de masa, identificamos proteinas en 24 de los
29 spots analizados. De los 5 spots no identificados, para aquellos donde la cantidad de proteina no
fue suficiente, podriamos pensar en cortar varios spots de diferentes replicas, teniendo en cuenta
gue se necesitan unos 20 ng de proteina para identificar una proteina por espectrometria de masa
(Alzate, 2010). Ademads, para minimizar la contaminacién con queratina en el laboratorio hemos
destinado material exclusivo para la 2D-PAGE asi como implementado las precauciones personales
adecuadas en el momento de la manipulacidn de los geles.

Por lo tanto, considerando que dos proteinas (TPl y VDAC1) fueron encontradas en mas de
un spot, identificamos exitosamente 22 proteinas que se expresan diferencialmente, de las cuales 10
presentan mayor nivel de proteina en los ratones tratados con fluoxetina y 12 menor nivel. El
numero relativamente reducido de proteinas identificadas en este estudio con nivel diferencial
podria ser causado por las dimensiones de los geles (10 cm) y el rango de pH (3-10NL) de los strips
utilizados, que influyen sobre la resolucién espacial final de los spots. Sin embargo, en otros estudios
similares en los cuales se han utilizado strips de mayor tamafio (18 cm) y rango de pH mas estrechos
(4-7; 6-9; 5,5-6,7) o metodologias mas sofisticadas (“two dimensional gel electrophoresis”, 2D-DIGE;
“isobaric tag for relative and absolute quantitation”, iTRAQ) se han encontrado un nimero de
proteinas con nivel diferencial en un rango similar (Van den Bergh et al., 2003a, Van den Bergh et al.,
2006, Dahlhaus et al., 2011). Especificamente, en un trabajo de protedmica en la corteza visual de
gato durante el desarrollo, se encontré que alrededor de 28-37 proteinas presentaron un nivel
diferencial (Van den Bergh et al., 2003a, Van den Bergh et al., 2003b, Van den Bergh et al., 2006) y
en un estudio de protedmica en sinaptosomas de corteza visual de raton alrededor de 35-84
proteinas (Dahlhaus et al., 2011) en funcidn de las distintas condiciones estudiadas (periodo critico,
PC con privacién monocular, adulto control, adulto en ambiente de oscuridad total).

Considerando oportuno convalidar los resultados obtenidos en el andlisis de imagen de los
geles 2D utilizando otras metodologias, utilizamos el analisis por Western blot, que permite un
estudio semi-cuantitativo de los resultados. De esta forma, analizamos dos de la proteinas que
presentaban diferencias entre controles y tratados (SOD1 y SOD2) con anticuerpos especificos y asi
pudimos confirmar que la sefial de SOD1 disminuye en la corteza visual de los animales tratados con
fluoxetina en comparacién con los controles, mientras que la sefial de SOD2 aumenta, de modo

similar al observado en el analisis de imagen de lo geles 2D.
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10.3 Analisis de las proteinas identificadas en el estudio de

protedmica diferencial

Como fue mencionado anteriormente, el objetivo de este trabajo era identificar proteinas,
candidatas a la regulacién de procesos de plasticidad en la corteza visual. Para esto se llevd adelante
un andlisis bioinformatico sobre las proteinas identificadas en los experimentos de protedmica
diferencial utilizando distintas estrategias. Se utilizé principalmente la base de datos de UniProt y de
NCBI para determinar la localizacion subcelular, y la base de datos de Panther para determinar la
participacién en determinados procesos bioldgicos relevantes, y el programa String para identificar
potenciales interacciones entre las proteinas. Por otra parte, se realizé la bisqueda bibliografica en
PubMed para identificar especificamente la eventual participacién de dichas proteinas en procesos
de plasticidad en general y también en la modulacién por fluoxetina. También se compararon los
resultados con trabajos previos de protedmica en corteza visual de ratén (Dahlhaus et al., 2011) y
gato (Van den Bergh et al., 2003a, Van den Bergh et al., 2003b, Van den Bergh et al., 2006) en los
cuales el objetivo principal era la identificacion de proteinas candidatas a la regulacidon de la
plasticidad, de forma similar al presente trabajo, y en el cerebro de rata durante el desarrollo

(Fountoulakis et al., 2000).

10.3.1 Efectos de la fluoxetina sobre expresion génica: comparacion

con trabajos previos

Analizando la literatura sobre la posible modulacién por fluoxetina del nivel de las proteinas
identificadas por protedmica en este trabajo se encontraron sélo algunos articulos relacionados con
algunas de ellas. Se ha reportado que la fluoxetina modula los niveles de SOD1 en la regién CA1 del
hipocampo de gerbos (Kim et al., 2007), la expresién del ARNm de NM23 en células de linfoma de
Burkitt in vitro (Serafeim et al., 2003) y la expresion del ARNm vy los niveles proteicos de 14-3-3
zeta/delta en células basofilas de leucemia de ratas in vitro (Baik et al., 2005). En uno de los trabajos
mas interesantes se estudio la regulacion de la expresién génica mediante microarreglos de ADN en
la corteza visual de ratas adultas tratadas de forma crdnica con fluoxetina (Tiraboschi et al., 2013).
De los 197 genes que fueron identificados sélo dos coinciden con las proteinas identificadas en
nuestro trabajo, LDHA y PDIA3. Esto puede deberse por un lado a las diferentes metodologias
utilizadas, considerando que en algunos casos no hay una relaciéon proporcional entre el nivel de
expresion de los ARNm y las proteinas, teniendo en cuenta la diferente estabilidad, nivel de sintesis,

degradacion y regulacion que pude existir entre ambas moléculas. Por otro lado, el tratamiento
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utilizado en dicho trabajo tiene una duracién de 23 dias, mientras que el utilizado en nuestro trabajo
es de 28 dias, por lo que pueden existir diferencias en la expresidon de genes debidas a la diferencia
temporal en el tratamiento. A su vez pueden existir algunas diferencias de expresién de ARN y de
proteinas entre las dos especies utilizadas, rata y ratdn. Este tipo de discrepancia no es una novedad
considerando que en otros trabajos donde se comparan resultados de transcriptémica y protedmica

no se han encontrado correlaciones (Van den Bergh et al., 2003a).

10.3.2 Posible rol de las proteinas identificadas en la plasticidad

cortical.

En resumen, en este trabajo se identificaron 22 proteinas expresadas de modo diferencial en
la corteza visual de ratones tratados con fluoxetina comparados con los controles. En forma
especulativa discutimos como dichas proteinas podrian estar modulando la plasticidad en la corteza
visual utilizando la informacién recaudada a través del analisis bioinformatico y bibliografico. Para
una mayor claridad, dividimos la discusién en funcidn de los procesos bioldgicos en los cuales las

distintas proteinas fueron asignadas.

ORGANIZACION DEL CITOESQUELETO (ARP2, Cdc42, PFN2 y TCTP): de las cuatro proteinas

pertenecientes a esta categoria tres nos parecieron extremadamente interesantes: ARP2, Cdc42 y
PFN2.

En primer lugar, porque se ha demostrado en trabajos previos que estas proteinas juegan un
rol importante en distintos tipos de procesos plasticos en varias areas cerebrales, como se detalla a
continuacién. ARP2 participa en la formacién y maduracion de las espinas dendriticas y sinapsis, en
la internalizacidon de receptores de tipo AMPA y en el proceso de depresidén a largo plazo en el
hipocampo (Rocca et al., 2008, Nakamura et al., 2011, Rocca et al., 2013) y en el cerebro anterior
(Kim et al., 2013), posiblemente contribuyendo a la etiologia de los desdrdenes psiquiatricos
complejos y a procesos subyacentes como las funciones cognitivas, por ejemplo el aprendizaje y la
memoria (Wegner et al., 2008). Cdc42 participa también en las modificaciones estructurales de las
espinas dendriticas dependientes de la actividad, en neuronas de hipocampo (Kim et al., 2013,
Murakoshi et al., 2011), en la maduracion e integracién de neuronas recién nacidas del hipocampo
adulto (Vadodaria and Jessberger, 2013), en la espinogénesis en neuronas serotonérgicas en monos
(Rivera and Bethea, 2013), en la maduracién y el crecimiento sindptico (Li et al., 2000, Sin et al.,
2002, Shen et al., 2006), asi como en eventos mediados por neurotrofinas (La Torre et al., 2013), en

la movilidad del cono de crecimiento y en la formacién de filopodios y en el trafico de vesiculas
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neuronales (Leemhuis et al., 2010). Por otra parte, se ha demostrado que la modulacion
farmacolégica de esta proteina esta asociada con procesos de potenciacidon a largo plazo, de
potenciacion de la neurotransmision, del aprendizaje y de la memoria (Musilli et al., 2013, Borrelli et
al., 2013), asi como también ha sido asociada con la incapacidad intelectual del cromosoma X (Dubos
et al., 2012, Ramakers et al., 2012), y la esquizofrenia (Ide and Lewis, 2010). PFN2 estd involucrada
en la dindmica del citoesqueleto, el transito de membrana y el transporte nuclear, también en la
diferenciacidon neuronal y en la plasticidad sindptica (Birbach, 2008), y en los cambios a largo plazo
qgue ocurren en las respuestas sindpticas asociadas con la formacién de memoria dependiente de
receptores NMDA (Ackermann and Matus, 2003, Neuhoff et al., 2005).

Un trabajo reciente de protedmica en corteza visual de ratdn identificé a la Cdc42 y a la
PFN2 como proteinas potencialmente implicadas en procesos de plasticidad dependiente de la
experiencia sensorial en el desarrollo. Se ha observado que el nivel de Cdc42 es elevado durante el
PC y disminuye en el adulto, mientras que el nivel de PFN2 es modulado por la entrada visual
(Dahlhaus et al., 2011). En este mismo trabajo no se ha identificado ARP2, sin embargo se ha
identificado otra subunidad (ARPC4B) que participa en la conformacion del mismo complejo ARP2/3
en el que participa ARP2.

En segundo lugar, porque existen varias evidencias que indican que las tres proteinas
interactdan fisicamente entre si: ARP2 interactla directamente con Cdc42 y a través de otras
proteinas interactian con PFN2 (Kessels et al., 2011). Ademas, estas proteinas participan en
conjunto con los reordenamientos necesarios del citoesqueleto para la formacion y eliminacion de
espinas dendriticas y en la plasticidad morfoldgica de las mismas, incluyendo su forma, nimero y
movilidad (Hotulainen and Hoogenraad, 2010).

En resumen, en este trabajo se ha observado que el tratamiento con fluoxetina, que induce
la restauracion de la plasticidad en el animal adulto, modula los niveles de proteinas implicadas en
procesos de plasticidad estructural principalmente a nivel de las espinas dendriticas (ARP2, Cdc42 y
PFN2) y potencialmente a nivel de la red de microtibulos en el citoesqueleto (TCTP). Como fue
mencionado en la introduccion, los procesos de plasticidad neuronal a largo plazo incluyen una
componente estructural, como la formacién, modulacidn y dindmica de los contactos sindpticos y se
ha demostrado que la fluoxetina juega un rol importante en este proceso (Rubio et al.,, 2013,
Ampuero et al., 2010, Huang et al., 2012). En la corteza visual los procesos de plasticidad estructural
han sido ampliamente descritos y ademas se ha demostrado recientemente que el tratamiento con
fluoxetina induce la modulacién de las espinas dendriticas en la corteza visual de ratones adultos

(Chen et al., 2011). A partir de esto, podemos sugerir que el efecto de la fluoxetina sobre dichos
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procesos estaria siendo mediado a través de la regulacién de algunas proteinas, entre las cuales se

encontrarian ARP2, Cdc42 y PFN2 identificadas en este trabajo.

EXO/ENDOCITOSIS (PFN2 y NECAP1) y TRANSPORTE (ARP2, NECAP y DYN2): de las proteinas

identificadas en estas categorias nos limitamos a discutir dos. NECAP1 para la categoria
exo/endocitosis y DYN2 para la de Transporte.

La modulacién de la transmisidn sindptica es un proceso extremadamente complejo y
regulado, en el cuadl los procesos de exo/endocitosis y de transporte son fundamentales. En este
trabajo se han identificado varias proteinas que participan en la regulacidn de ambos procesos. Por
ejemplo, la proteina NECAP1 que se ha demostrado participa en la modulacidn de los procesos de
endocitosis neuronal, a nivel postsinaptico, de receptores de tipo AMPA y GABA, y a nivel
presindptico estd involucrada en el reciclaje de vesiculas sindpticas durante la liberacién de los
neurotransmisores (Ritter et al., 2003) influyendo asi a través de la modulacién de la transmision
sindptica sobre procesos de plasticidad (Man et al., 2000, Dale et al., 2002, Wu et al., 2004, Murshid
et al.,, 2006, Wang et al., 2008, Traub, 2009). Ademas, en otro estudio de protedmica, se ha
demostrado en la corteza visual de ratdn que una de las proteinas que interactian con NECAP1 en la
formacidn del complejo proteico necesario para la endocitosis (en particular: AP2A1, AP-2 complex
subunit alpha-1) es modulada durante el desarrollo y por la experiencia sensorial (Dahlhaus et al.,
2011). En resumen, estas observaciones son muy interesantes, considerando que la restauracién de
la plasticidad en la corteza visual adulta, ya sea por fluoxetina u otros tratamientos, ocurre a través
de la modulacién del equilibrio E/I para el cual es fundamental la relacion entre receptores
excitatorios e inhibitorios a nivel sindptico (ver Introduccion).

Otro factor relevante en el control a largo plazo de la funcionalidad sindptica es el proceso
de transporte desde y hacia la sinapsis. En este caso encontramos que la fluoxetina modula el nivel
de la proteina DYN2, que estd implicada directamente en el transporte de BDNF (Park et al., 2008),
de algunas metaloproteasas de la matriz (Sbai et al., 2008), de neuroligina y PSD95, y también de
receptores de tipo GABA (Heisler et al., 2011), y a consecuencia de esto, en procesos de
potenciacion a largo plazo (“long term potentiation”, LTP) y depresion a largo plazo (“long term
depression”, LTD) en el hipocampo (Schapitz et al., 2010). Las moléculas transportadas por la DYN2,
son fundamentales en la determinacion del equilibrio E/I (BDNF y los mismos receptores GABA) y de
los procesos de plasticidad estructural a través de la remodelacion de la matriz extracelular
(metaloproteasas; ver introduccion). Ademas se ha demostrado que el nivel de DYN2 es modulado

por la experiencia sensorial en la corteza visual de ratén (Dahlhaus et al., 2011).
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Podemos sugerir que la restauracién de la plasticidad inducida por fluoxetina en la corteza visual
de ratones adultos ocurre también a través de la regulacién de procesos de endocitosis y de
transporte que modulan la disponibilidad de moléculas necesarias para que tenga lugar este

proceso.

SENALIZACION INTRACELULAR (Cdc42, TCTP, HINT1, PTPA, 14-3-3 zeta/delta, SOD2, VDAC1, SOD1):

de las ocho proteinas asignadas a esta categoria, las mas interesantes para discutir en el contexto de
la plasticidad son HINT1, PTPA, 14-3-3 zeta/delta y VDAC1.

La proteina HINT1 es conocida también como proteina de interaccién de la proteina quinasa
C1 (PKC1), moduladora de varias vias de sefializacién intracelular, y por esto podria jugar un rol
interesante en la plasticidad de la corteza visual. Sin embargo, mientras la participacion de varias
quinasas, como la ERK1/2, la PKA y la CaMKII, ha sido ampliamente caracterizada en los procesos de
plasticidad de la corteza visual (Berardi et al., 2003), no hay evidencias de una participacion directa
de la PKC1 en dichos procesos. No obstante, el interés en la proteina HINT1 reside en la observacion
de su rol como proteina de estabilizacidn de la interaccién entre receptores opioides y NMDA
(Rodriguez-Mufioz et al., 2011). A través de estudios de genética y de expresién en humanos, y
también de estudios moleculares y comportamentales en ratén, se ha demostrado su participacion
en esquizofrenia, en desdrdenes bipolares, en ansiedad, y en sindrome de Down (Weitzdoerfer et
al., 2001, Chen et al., 2008, Varadarajulu et al., 2011, Varadarajulu et al., 2012, Jackson et al., 2012,
Martins-de-Souza et al., 2012). Los receptores opioides han sido identificados en la corteza visual y
ademas, recientemente se ha demostrado que dichos receptores pueden modular las respuestas
GABAérgicas corticales, influyendo asi en la regulacién del tono inhibitorio y en consecuencia de la
plasticidad (Li et al., 200743, Li et al., 2007b, Li et al., 2006).

La PTPA es un activador de la fosfatasa 2A (PP2A) por lo que su accién ha sido relacionada
con varios procesos de plasticidad, entre ellos LTP y LTD en el hipocampo (Wang et al., 2012,
Bolognin et al., 2012, Mauna et al., 2011, Schnabel et al., 2001), LTP en el cerebelo (Belmeguenai
and Hansel, 2005), sefializacién en taupatias (Sontag et al., 2012), activacidn de sinapsis silenciosas a
través de la interaccion con receptores NMDA (Chan and Sucher, 2001, Woo and Nguyen, 2002) y
también en procesos de apoptosis (Fellner et al., 2003). La Unica fosfatasa que se ha demostrado
participar en el proceso de plasticidad de la corteza visual es la calcineurina que posiblemente
interfiere con las modificaciones estructurales a nivel de las espinas dendriticas (Yang et al., 2005).
No hay informacidn sobre un rol potencial de la PP2A a nivel de la corteza visual pero es posible
hipotetizar que pueda modular la plasticidad en esta area de forma similar a lo demostrado en el

hipocampo y el cerebelo. En otro trabajo de protedmica en la corteza visual de raton se ha
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observado que la subunidad catalitica de otra fosfatasa, la PP2B, es modulada por la experiencia
visual (Dahlhaus et al., 2011).

Al unirse a sitios fosforilados de varias proteinas blanco y modulando su accién, la 14-3-3
zeta/delta ha sido implicada en un amplio rango de funciones. Es particularmente relevante la
demostracién de que esta proteina puede modular la accidn de los receptores NMDA in vitro (Chen
et al., 2007) y que en C. elegans es necesaria para procesos de aprendizaje, memoria, desarrollo
embrionario y neuroplasticidad comportamental (Philip et al., 2001). Se ha demostrado también que
esta proteina es modulada por la experiencia visual en la corteza visual de ratén (Dahlhaus et al.,
2011), mientras que en rata y gato se han identificado otras isoformas (14-3-3 beta/alfa, y 14-3-3
gamma) moduladas durante el desarrollo, con un pico en el PC (Fountoulakis et al., 2000; Van den
Bergh et al., 2006).

Estudios recientes en animales transgénicos indican un rol directo de VDAC1 en el buffering
del calcio en mitocondrias localizadas a nivel sinaptico (Levy et al., 2003), en procesos de aprendizaje
espacial, condicionamiento al miedo y plasticidad sinaptica en hipocampo (Weeber et al., 2002), y un
rol potencial de proteccion contra la toxicidad causada por genes relacionados con la patologia de
Alzheimer (Manczak et al., 2013). La homedstasis del calcio intracelular actua a varios niveles sobre
la transmision y eficacia sinaptica. La modulacién de VDAC1 por fluoxetina podria estar regulando la
plasticidad a través de dicho mecanismo. Es interesante notar que en trabajos previos se ha
identificado una modulacidn durante el desarrollo y por la experiencia visual en la corteza visual de
ratén y de gato no solo de VDAC1 pero también de VDAC2 y VDAC3 (Dahlhaus et al., 2011; Van den
Bergh et al., 2006), que cumplen roles similares, reforzando la posibilidad de que estas proteinas
estén implicadas en la regulacion de la plasticidad cortical a través del control de la homeostasis del

calcio u otros metabolitos (Lemasters and Holmuhamedov, 2006).

REDOX (SOD2, SOD1, PDIA3 y QDPR): estas cuatro proteinas han sido implicadas en el control del
estado redox intracelular actuando en distintos modos.

El estado redox intracelular puede afectar la funcionalidad celular en una enorme variedad
de modos. En este contexto nos interesa destacar que la regulacion del estado redox intracelular, en
la cual SOD1 y SOD2 juegan un rol importante, ha sido implicada directamente en distintos procesos
de plasticidad neuronal en varias areas cerebrales (Hu et al.,, 2007, Cheng et al., 2010). Ademas,
defectos en el gen de SOD1 en humanos causan esclerosis lateral amiotrofica (ELA) una enfermedad
neurodegenerativa familiar (Rosen et al., 1993). A su vez, se ha observado que los niveles de SOD1 y
SOD2 son modulados durante el desarrollo en la corteza visual de ratdon y de gato (Fountoulakis et

al., 2000; Van den Bergh et al., 2006). Por otro lado se ha demostrado que la fluoxetina puede
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proteger contra dafios oxidativos en distintos modelos experimentales (Zafir et al., 2008, Galecki et
al., 2009, Moretti et al., 2012, Moretti et al., 2013). Por lo que podemos sugerir que la modulacién
de la regulacién del estado redox por el tratamiento con fluoxetina podria modificar el nivel de

plasticidad cortical.

METABOLISMO (QDPR, MDH1, LDHA, ESD, TPI, NM23, PDIA3, PHGDH y SOD2): en esta categoria
encontramos el mayor niumero de proteinas. Dichas proteinas estan implicadas en el control del
metabolismo celular en el sentido mas amplio, desde la oxido-reducciéon dependiente de NAD de
varios blancos hasta el control de la glicdlisis para la produccién de energia.

En este contexto, nos parece interesante la MDH1 porque se ha demostrado que su expresion y
actividad son moduladas por la restriccion calérica que media efectos benéficos en el cerebro en
envejecimiento (Poon et al., 2006), y se ha demostrado que participa en procesos de plasticidad a
largo plazo en el hipocampo (Matsuura et al., 2013). Ademas, en trabajos de proteémica previos, se
ha observado la modulacién de MDH1 durante el desarrollo en rata, raton y gato (Fountoulakis et
al., 2000, Van den Bergh et al., 2006, Dahlhaus et al., 2011). La restriccion caldrica, es una condicién
experimental que ha recibido particular atencién en los ultimos afilos como potencial terapia no
invasiva para la recuperacion funcional en desérdenes del sistema nervioso central. En el caso de la
corteza visual se ha observado que la restriccion caldrica en el adulto restaura la plasticidad
(Spolidoro et al., 2011), por ende podemos suponer que la fluoxetina puede actuar también a este
nivel a través de la modulacién de MDH1.

En otros trabajos, también se ha detectado la modulacién de otras de las proteinas
identificadas en este estudio. En particular, TPl, que aumenta en la corteza visual de rata y de gato
con la edad (Fountoulakis et al., 2000, Van den Bergh et al., 2006); LDHA, que es modulada por la
experiencia visual (Dahlhaus et al., 2011) mientras que la cadena B de LDH aumenta en el PC en gato
(Van den Bergh et al., 2006); y finalmente PDIA3, cuyo nivel es elevado durante el PC en rata y gato
(Fountoulakis et al., 2000; Van den Bergh et al., 2006) y es modulado por la experiencia visual en

ratén (Dahlhaus et al., 2011).

DEGRADACION PROTEICA (PSMA2 y PSMAG): en esta categoria encontramos dos proteinas que

participan en el complejo del proteasoma.

No obstante no hay evidencia directa de la participacion de PSMA2 y de PSMAG6 en los
procesos de plasticidad neuronal, es interesante notar que la regulacion de la funcionalidad del
proteasoma ha sido relacionada en los ultimos afios con procesos de sefializacién neuronal

dependientes de la actividad eléctrica (Hamilton et al., 2012) y con la regulacion de la transmisién
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sindptica por medio de receptores glutamatérgicos metabotrdpicos (Rezvani et al., 2012). Un estudio
reciente ha demostrado que el ejercicio fisico voluntario puede aportar beneficios funcionales en los
casos de traumas cerebrales reclutando mecanismos de regulacion del proteasoma (Szabo et al.,
2010). Este es relevante considerando que el mantenimiento de animales experimentales adultos en
ambiente enriquecido de estimulos sensorio-motores, en el cudl la actividad fisica tiene un rol
importante, podria, al igual que la fluoxetina, reabrir la plasticidad cortical utilizando dicho

mecanismo.

10.4 Caracterizacion de los efectos neuroquimicos mediados

por el tratamiento cronico con fluoxetina

Para analizar los posibles efectos del tratamiento con fluoxetina en los ratones a nivel
neuroquimico se realizaron ensayos para medir los niveles cerebrales de la 5HT, DA y de sus
respectivos metabolitos. Los resultados de 5HT y 5HIAA son contradictorios con la idea que la
fluoxetina sea un potenciador del tono serotoninérgico, ya que en este caso esperariamos un
aumento de los niveles de 5HT, una reduccion de 5HIAA y la reduccién del recambio de serotonina.
Sin embargo, si bien la administracién aguda de fluoxetina produce la facilitacidon de la transmision
serotoninérgica, el tratamiento crénico y su accién terapéutica no se pueden explicar solamente por
este, considerando que para que desaparezcan los sintomas clinicos de la depresion se precisan
semanas de tratamiento (Nestler, 1998).

Luego de una busqueda bibliografica exhaustiva no encontramos datos sobre los efectos de
la fluoxetina similares a los obtenidos en nuestro trabajo. No obstante, una posible explicacion de
los resultados obtenidos, es la existencia de un mecanismo compensatorio inhibitorio, determinado
por la excitacion incesante de la transmisién serotoninérgica inducida por la adiciéon continua de
fluoxetina al sistema. El aumento extracelular de serotonina, podria activar el efecto compensatorio
de los autorreceptores a nivel de la terminal presinaptica, lo que induciria una disminucién de la
serotonina liberada a la hendidura sinaptica que podria estar mediada por receptores del tipo 1A
(Pineyro and Blier, 1999).

En uno de los trabajos mas cercano al nuestro, se observé un aumento de los niveles de SHT
en la corteza visual de ratas adultas que fueron criadas en ambiente enriquecido, una estrategia no
invasiva distinta que también restaura la plasticidad en la corteza visual de animales adultos
(Baroncelli et al., 2010), éste también resultd contradictorio al compararlo con nuestros resultados si

bien se trata de un tratamiento muy diferente.
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En cuanto al tratamiento crénico con fluoxetina, existen varias explicaciones posibles para la
discordancia potencial entre nuestros datos preliminares y los esperados. Mientras que los efectos
de la fluoxetina en el tratamiento agudo estan muy bien caracterizados, en el caso del tratamiento
crénico los datos son pocos, poco claros y no son facilmente comparables entre si. Por ejemplo, se
han observado modulaciones de los niveles de las distintas moléculas analizadas aqui en funcién de
distintos parametros. Por un lado, el tratamiento crdénico puede realizarse por la via oral, en la cual
la droga se diluye en el agua del bebedero y el animal la ingiere ad libitum, o bien por la via intra-
peritoneal, en la cual se realizan inyecciones repetidas diariamente, de esta manera la simple
diferencia en la via de administracién utilizada puede afectar los resultados obtenidos. Por otro lado
es de fundamental importancia la cepa de animales empleada, ya que se han observado efectos muy
distintos entre cepas distintas (Dulawa et al., 2004). También existen efectos distintos en funcion del
area cerebral analizada, y del modo de deteccidén, por ejemplo la medicidon en extractos cerebrales
es totalmente distinta a la deteccidn por microdialisis in vivo (Beyer and Cremers, 2008, Clark et al.,
1996).

En resumen, si bien los datos obtenidos hasta el momento sobre los efectos neuroquimicos
de la fluoxetina en el tratamiento crénico de ratones adultos no son concluyentes, esperamos poder

obtener una mejor descripcién en un futuro préximo.

87 |



11. Conclusiones

Los mecanismos moleculares que regulan los niveles de plasticidad en la corteza visual son
poco conocidos. En este trabajo utilizamos un acercamiento mediante protedmica diferencial, para
identificar potenciales candidatos que participen en dicho proceso. Para ello utilizamos el modelo de
plasticidad restaurada farmacolégicamente con fluoxetina. Mediante este abordaje, logramos
identificar un total de 22 proteinas de las cuales 10 presentan un mayor nivel en los ratones tratados
y 12 presentan un nivel menor. Estas proteinas estan implicadas en varios 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.

Pudimos verificar ademas, que diez de las 22 proteinas obtenidas en este proyecto fueron
descritas en varios trabajos previos, estando implicadas directamente en la modulacién de distintos
procesos de plasticidad neuronal (tabla 10). Estas observaciones sugieren fuertemente que dichas
proteinas pueden estar regulando el proceso de plasticidad también en la corteza visual, y por ende

las consideramos prioritarias para un analisis mds detallado de su rol potencial.
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Tabla 10: lista de proteinas identificadas por espectrometria de masa que estan implicadas en procesos de

plasticidad y referencias.

PROTEINAS PROCESOS DE PLASTICIDAD REGULADOS Referencias
- plasticidad estructural (espinas dendriticas) Rocca et al., 2008; Nakamura et al.,
ARP2 - internalizacién AMPAR 2011; Kim et al., 2013; Rocca et al.,
-LTD 2013.
Leemhuis et al., 2010; Murakpshi et
- plasticidad estructural (espinas dendriticas)
al., 2011; Borrelli et al., 2013;
- neurogénesis
Cdc42 Jessberger S., 2013; Kim et al., 2013;
- trafico de vesiculas sinapticas
Musilli et al., 2013; Vadodaria et al.,
-LTP
2013.
- plasticidad estructural (espinas dendriticas) Birbach, 2008;
PFN2 - sinaptogénesis Ackermann and Matus, 2003;
- LTP NMDA-dependiente Neuhoff et al., 2005.
- endocitosis de AMPAR y GABAR
NECAP1 Ritter et al., 2003.
- reciclaje de vesiculas sinapticas
-LTP
DYN2 Schapitz et al., 2010.
-LTD
Li et al., 2006; Li et al., 20073; Li et
HINT1 - estabilizacion NMDAR/MuOpR y GABAR al., 2007b; Rodriguez-Mufioz et al.,
2011.
- plasticidad comportamental (C. elegans) Philip et al., 2001; Chen et al., 2007.
14-3-3 zeta/delta
- interaccion con NMDAR
Weeber et al., 2002; Levy et al.,
VDAC1 - transmisidn y eficacia sindptica
2003.
Rosen et al., 1993; Hu et al., 2007;
SOD1 - varios (via redox)
Cheng et al., 2010.
MDH1 -LTP Matsuura et al., 2013.
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Por otro lado, no se han encontrado evidencias de un rol directo en procesos de plasticidad
neuronal de las otras 12 proteinas. Sin embargo, los procesos bioldgicos en los cuales participan,
indican que dichas proteinas podrian tener un rol en la regulacién de la plasticidad a nivel general
(tabla 11), y por esto es interesante explorar de manera mas detallada, también su rol potencial en

la corteza visual.

Tabla 11: lista de proteinas identificadas por espectrometria de masa y procesos bioldgicos que podrian estar
modulando directa o indirectamente la plasticidad.

PROTEINAS PROCESO DE PLASTICIDAD POTENCIAL
- sefializacion via calcio intracelular
TCTP
- plasticidad estructural (microtubulos)
-LTP
PTPA -LTD
- activacion sinapsis silenciosas
SOD2 - varios (via redox)
- varios (via redox)
PDIA3
- plegamiento proteinas
TPI
- energia
LDHA
ESD - detoxificaciéon
PHGDH - desarrollo neuronal
QDPR - biosintesis neurotransmisores
- desarrollo neuronal
- sefializacion intracelular
NM23
- endocitosis
- expresion génica
PSMA2 - sefializacion intracelular
PSMA6 - transmision sinaptica (mGIuR)
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12. Perspectivas

Las perspectivas de este trabajo consisten en:

- llevar adelante un estudio mas completo sobre la variacidn en el nivel de proteinas entre las dos
condiciones experimentales. Esto se llevard a cabo aumentando el n experimental de los geles 2D
obtenidos con strips de rango de pl amplio (pl 3-10) y utilizando strips de rango mas estrecho (pl 4-7
y pl 6-11). Esto permitira aumentar la resolucion en los geles del patrén de distribucion de los spots y
posiblemente facilitara la identificacion de otras proteinas con nivel diferencial.

- confirmar la informacion obtenida en los experimentos de protedmica a través de estudios de
Western blot e inmunohistoquimica.

- seleccionar algunas de las proteinas identificadas para analizar en mayor detalle su posible rol
como candidatos de la regulaciéon de la plasticidad en la corteza visual. A partir de los datos
obtenidos en este trabajo consideramos que es prioritario estudiar las proteinas implicadas en la
reorganizacion del citoesqueleto a nivel de las espinas dendriticas (ARP2, Cdc42 y PFN2), dado su
conocido rol funcional. Para ello, estamos considerando realizar estudios in vitro, en los cuales se
puede modificar experimentalmente el nivel de expresidon de estas proteinas y luego verificar la
plasticidad estructural, al analizar la estructura y la dinamica de las espinas dendriticas. Por otro lado
la modulacidon de la expresién de dichas proteinas puede obtenerse in vivo (por farmacologia,
trangénesis u otro) para luego analizar la plasticidad funcional utilizando métodos de
electrofisiologia (plasticidad de dominancia ocular) y comportamiento (agudeza visual).

- llevar a cabo estudios de protedmica diferencial también en otras condiciones experimentales, en
particular en animales que estén en el pico del periodo critico de plasticidad, y en animales adultos
criados en ambiente enriquecido (otro modelo de plasticidad restaurada). La comparacién de los
resultados obtenidos en las diversas condiciones permitird delinear un cuadro mas completo y claro
de los mecanismos moleculares subyacentes a la plasticidad en la corteza visual.

- caracterizar de forma mas precisa los efectos del tratamiento crénico con fluoxetina en adultos

sobre los sistemas neuromoduladores de serotonina y dopamina.
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14. Anexo.

Estudio funcional para evidenciar la presencia de plasticidad en la
corteza visual inducida por el tratamiento cronico con fluoxetina

en ratones.

Considerando que las evidencias que demuestran que el tratamiento crénico con fluoxetina
en animales adultos restaura la plasticidad cortical provienen de estudios realizados en ratas (Maya
Vetencourt et al., 2008, Maya Vetencourt et al., 2011), para confirmar que el efecto de la fluoxetina
sobre la potenciacion de la plasticidad cortical en el adulto es similar entre ratones y ratas, y asi
validar el modelo experimental de ratdn, se realizd un estudio funcional en este. En ese sentido, se
organizod una colaboracién con el Istituto di Neuroscienze del CNR di Pisa, Italia, donde se obtuvieron
anteriormente los datos en ratas.

En estos experimentos se verifico el efecto de la privacion monocular (PM) en la
binocularidad, en los ratones adultos controles y ratones adultos tratados crénicamente con
fluoxetina. Para medir el nivel de plasticidad, se utilizé la metodologia de registros electrofisioldgicos
in vivo siguiendo protocolos experimentales cldsicos (ver detalles en Porciatti et al., 1999,
Gianfranceschi et al., 2003). En particular, se registraron los potenciales evocados visuales (PEV) en
la CV1 binocular contralateral al ojo privado de la vision, que son utilizados clasicamente como
medida de la plasticidad (evaluacidn de la agudeza visual y de alteraciones binoculares). De esta
forma se mide la respuesta en la corteza visual binocular a la estimulacién del ojo ipsilateral y del ojo
contralateral y luego se realiza la razén entre la respuesta contralateral/ipsilateral, indice que indica
el grado de binocularidad. Se ha demostrado que la privacion monocular modifica este indice
durante el periodo critico pero no en animales adultos, reflejando la presencia de plasticidad
dependiente de la experiencia visual en animales jovenes pero no en adultos. La binocularidad se
midié en animales adultos controles (P98), animales adultos privados de la vision (durante 3 dias de
P95 a P98) y animales adultos privados de la vision tratados con fluoxetina (fluoxetina de P70 a P98,
PM de P95 a P98).En el gréfico (fig. A1) se reporta el indice de binocularidad en animales adultos
controles (P98) que es aprox. 2,59 + 0.46, lo que demuestra la predominancia de proyecciones
contralaterales. Mientras que, en animales adultos privados de la visién, la PM (3 dias de P95 a P98)
no modifica la binocularidad en la CV1 (razén PEV C/I 2.83 + 0.18). Por el contrario, si se observa un
cambio significativo en los ratones adultos tratados con fluoxetina y privados de la visién en un ojo,
lo que determina una cambio en la distribucién de dominancia ocular en favor del ojo abierto (razén

PEV C/1 1.34 £ 0.04; fluoxetina de P70 a P98, PM de P95 a P98). Estos experimentos demuestran que
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en ratones adultos la fluoxetina también induce modificaciones plasticas de manera muy parecida a

lo observado en ratas.

3,5+
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Figura Al: El grafico muestra el indice de binocularidad en la corteza visual, que se calcula como la razén entre
los potenciales evocados visuales (PEV) de la corteza visual contralateral/ipsilateral. La binocularidad se midié
en animales adultos controles (AD, P98), animales adultos sometidos a privacion monocular de la visién
(durante 3 dias de P95 a P98, AD+PM) y animales tratados crénicamente con fluoxetina por 4 semanas y
sometidos a privacion monocular de la vision (fluoxetina de P70 a P98, PM de P95 a P98, AD+PM+FLX). El
asterisco indica diferencias estadisticamente significativas para test t de student, con un valor de p <0.05
(n=4).

Procedimiento experimental

La dosis de fluoxetina se administré en una concentraciéon de 0.1 mg/ml en el agua de los bebederos
durante 4 semanas (de P70 a P98), tal como se realizd en los experimentos de proteémica. Para la PM (de P95
a P98) los animales fueron anestesiados con isoflurano (2% in O,, 0.6 I/min) y los parpados fueron suturados
utilizando utensilios de cirugia estériles. El cierre de los parpados y la cicatrizacidn se verificaron diariamente, y
se excluyeron del estudio sujetos con minimas reaperturas espontdneas. Se vigilé para evitar inflamaciéon o
infeccidn utilizando aplicaciones tdpicas de antibidticos y cortisona.

Para el registro de electrofisiologia in vivo, los animales fueron anestesiados con uretano (Sigma; 0,4
ml/hg, al 20% en solucion salina i.p.) y colocados en un aparato de estereotaxia. Durante todo el experimento
se registr6 la temperatura corporal manteniéndola a 37°C y se monitored de modo continuo
electrocardiograma y electroencefalograma. Se procedio a la remocion de una parte pequefia del craneo (4x4
mm) que recubre la corteza visual. Luego se removid la dura madre, y se inserté una micropipeta (2 MQ)
conteniendo NaCl 3M en la corteza en forma perpendicular al plano estereotaxico 3,2-3,5 mm lateral al punto
lambda. Los ojos fueron mantenidos en posicion fija y abiertos, utilizando anillos metalicos ajustables
dispuestos en la porcion externa del bulbo ocular.

Se analizaron posibles modificaciones de la binocularidad en la corteza visual registrando los
Potenciales Evocados Visuales (PEV). Para esto, se bajo el electrodo a una profundidad de 100-400 um en la
corteza visual (CV) donde los PEV presentan amplitud maxima. La sefial se registrd con filtro pasa banda de
0.1-100 Hz, se amplifico y analizé mediante programas de computadora (Huang et al., 1999). Durante el
registro a través de un ojo, el otro se cubrié con cinta adhesiva negra. Los estimulos visuales consistieron en
bandas sinusoidales horizontales de distintas frecuencias espaciales y contraste (VSG2/2 card running custom
software), presentados en una pantalla (20-22 cm; luminancia 15 cd/mz) posicionada a 20 cm de los ojos del
animal y centrada en el campo receptivo. La binocularidad se determiné midiendo los PEV obtenidos en la CV
estimulando el ojo contralateral y los PEV obtenidos estimulando el ojo ipsilateral a la corteza registrada.
Luego se calculd la razdén entre ambos (PEV contralateral/ispilateral), el indice de binocularidad. Los PEV se
registraron a tres penetraciones distintas en la corteza visual binocular y a 100 y 400 um de profundidad a
cada penetracion.
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