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RESUMEN

El comportamiento motor condicionado realizado mediante el uso del test de
entrenamiento circular (TEC) produce una reduccion significativa en la fosforilacion
endogena de la proteina GAP-43/B-50 en el estnado contralateral al sentido de giro. La
magnitud de este cambio asimétrico es del 29,3 % respecto al estriado control y del 29,5
% respecto del estriado ipsilateral proveniente de los mismos animales entrenados. Los
animales controles no mostraron diferencias asimétricas entre estriado izquierdo vs.
derecho o ipsi vs. contralateral. Estos cambios ocurren 30 minutos después de finalizada
la actividad fisiologica en el TEC, y son independientes de la direccion de giro elegida.
Estudios paralelos de western blot de GAP-43 y ensayos de fosforilacion exogena
usando PKC purificada demuestran que esta fosfoproteina participa a través de una
disminucion en su estado de fosforilacion en el residuo Ser-41 (sitio especifico de PKC).
Estos cambios plasticos solo se producen cuando los animales son entrenados a los 30
dias de edad (periodo critico). El entrenamiento de animales de 20, 40 y 60 dias de edad
no produce cambios en estos marcadores neuroquimicos. A los 30 dias la caida en la
fosforilacion in vitro de la GAP-43 se correlaciona con la velocidad desarrollada durante
el TEC. Ademas de estos cambios los animales entrenados también muestran una
induccion del mRNA del proto-oncogén c-fos entre los 30 y 60 minutos después de
finalizada la actividad. La realizacion de una segunda prueba motora, el test de
plataforma giratoria (TPG) confirma los cambios observados a los 30 dias en la
fosforilacion in vitro de la GAP-43 y en la actividad total de PKC, y demuestran que la
caida en la fosforilacion de la GAP-43 es proporcional a la velocidad de giro.

Estudios cinéticos demuestran las caracteristicas plasticas de la fosforilacion in vitro de
la GAP-43, de la actividad total de PKC y de la capacidad de union del ligando del
receptor muscarinico "H-QNB. Estudios previos realizados por nuestro laboratorio
demostraron que a los 30 dias del desarrollo postnatal del estriado cambios permanentes
en los niveles de receptores mACh y dopaminérgicos D1 y D2 son producidos como
consecuencia de la actividad motora fisiologica. Los cambios inmediatos en estos

marcadores generales de plasticidad neuronal podrian representar los pasos iniciales que



conducen al establecimiento de cambios plasticos de largo plazo. Ademas estos
marcadores sugieren la participacion de mecanismos plasticos durante el “periodo
critico” en el cual se generan los cambios permanentes. Estos resultados demuestran la
participacion de la fosforilacion de la GAP-43 en los mecanismos plastico dependientes

de la actividad motora durante un periodo critico del desarrollo estriatal.

Palabras claves: GAP-43/B-50; PKC; c-fos; estriado de rata; plasticiddad motora, test de

entrenamiento circular (TEC); Test de plataforma giratoria (TPG)..



Participation of the PKC and of its presynaptic substrate GAP-43/B-50 in the
motor plasticity associated with the postnatal development of rat striatum.

ABSTRACT

The conditioned motor behavior in the circling training test produce a significant
reduction in the endogenous phosphorylation of GAP-43/B-50 in the contralateral
striatum to the sense of turn. The level of this asymmetric change is 29,3 % vs. control
striatum and 29,5 % respect to ipsilateral striatum isolated from the same trained animals

The control animals did not show asymmetric differences between left vs. right or ipsi
vs. contralateral striatum. These changes occur 30 minutes post-physiological activity in
the circling training test and are independent of the turning direction chosen.
Immunoblots of GAP-43 and exogenous phosphorylation assays using purified PKC
demonstrated that this phosphoprotein changes its phosphorylation state in Ser-41
(specific site for PKC). These changes are produced only when the animals are trained at
30 days of age (critical period). The training of the animals at 20, 40 and 60 days of age
did not produce changes in this neurochemical marker. At 30 days of age the drop in the
endogenous phosphorylation of GAP-43 is correlated with the speed developed during
the circling training. Moreover of these changes, the trained animals also show a mRNA
c-fos induction between 30 and 60 minutes after training. Using another motor test
(Platform giratory) we confirmed the changes observed previously in the endogenous
phosphorylation of GAP-43 and in the PKC activity (30 days of age). Kinetics studies
demonstrated the plastic characteristics of the in vitro GAP-43 phosphorylation, PKC
activity and capacity of mAChR binding. These results evidence the possible existence of
interhemispheric regulatory mechanisms. Previous studies of our laboratory showed that
at 30 days of postnatal development permanent changes in the levels of mAChR and
dopaminergic D1 and D2 receptors are produced by physiological motor activity The
inmediate changes in these general markers of neuronal plasticity could be related with
the long term plastic changes in neuroreceptors. Moreover, these markers suggest the
participation of plastic mechanisms during the critical period in which permanent changes
are triggered. These results demonstrated the participation of GAP-43 phosphorylation
in the motor activity-dependent plasticity during a critical period of striatal development.

Key words: GAP-43/B-50; PKC; c-fos; rat stmatum; motor plasticity; circling training;

giratory platform test.
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INTRODUCCION

I.PLASTICIDAD NEURONAL Y SU RELACION CON EL DESARROLLO
CEREBRAL

El sistema nervioso central (SNC) presenta una alta capacidad de adaptacion frente a
los condicionamientos ambientales, a través de los mecanismos de plasticidad que en €l
se desarrollan. En el sistema nervioso (SN) el patron de conexiones sinapticas es
plastico, esto significa que la experiencia puede moldearlo estimulando o inhibiendo la
actividad eléctrica de manera tal que puede ejercer una influencia duradera sobre los
patrones posteriores de comportamiento. Estas propiedades posibilitan la adaptacion
frente a los distintos condicionamientos externos, y son en gran medida la base del éxito
evolutivo. Por lo tanto, variaciones en la afinidad (Leidenheimer y col, 1992; Wang y
col,1993) y numero de receptores (Hydén y col,1984), modificaciones en distintas rutas
de transduccion de senales (Larkman y Jack 1995, Ronald y col, 1995) y en los
mecanismos de neurotransmision (Ghirardi. y col, 1992), cambios en el nimero de
neuronas o en los procesos de remodelamiento sinaptico (Roberts y Difliglia, 1990) son
las principales alteraciones neuroquimicas y morfologicas que se establecen en el SN y

que le permiten adaptarse, no solo durante el desarrollo, a los estimulos externos.

Cualquiera que haya observado los esfuerzos de un bebé intentando alcanzar su juguete
habra advertido que la capacidad de un adulto para la percepcion y el movimiento no es
algo innato, sino que debe desarrollarse con el tiempo, mediante el ejercicio. El programa
genético desarrollado durante la gestacion, finaliza en un recién nacido con los organos
sensoriales sin estrenar y un cerebro bien formado cuyos 100.000 millones de neuronas
se encuentran asociadas en vias que estan especializadas en llevar a cabo funciones
altamente especificas. Pero antes de que el cerebro en desarrollo alcance su plena
capacidad para procesar y analizar la experiencia sensorial, ésta ultima debe dejar su

huella sobre la estructura fina del cerebro.



Las primeras evidencias respecto a la importancia del ambiente en el desarrollo y
plasticidad del SNC surgieron a partir de los estudios realizados por Hubel y Wiesel
(1962), sobre fisiologia de la corteza visual del gato. Los experimentos llevados a cabo
por éstos investigadores determinaron que limitando la actividad de un ojo, se afectaba
gravemente el desarrollo de las columnas de dominio ocular. Las mediciones de actividad
eléctrica registradas en la cuarta capa de la corteza visual, pusieron de manifiesto que
casi todas las células responden exclusivamente a las sefales procedentes del ojo
destapado. Estos efectos a su vez dependian de la edad a la que ocurria la inutilizacion
ocular. Hubel y Wiesel denominaron con el término “periodo critico”, al intervalo de
tiempo comprendido entre el segundo y cuarto mes después del nacimiento, periodo
durante el cual la corteza visual del gato goza de plasticidad suficiente para cambiar su
organizacion en respuesta a sefiales provenientes de la retina. Es decir, algunas de las
vias que se establecen durante la gestacion, mantienen su plasticidad, solo durante un
periodo limitado después del nacimiento, durante el cual la red de conexiones se va
ajustando. Estos periodos criticos varian entre las diferentes estructuras del cerebro
(Wiesel, 1982).

Estudios recientes realizando induccion de potenciacion sinaptica de largo plazo (LTP)
en secciones de corteza visual de ratas de diferentes edades, mantenidas en luz y en
oscuridad, demostraron que la suceptibilidad al LTP coincide con el periodo critico
descripto para la corteza visual (Kirkwood y col, 1995). Estos resultados suponen la
hipotesis de que el LTP refleja un mecanismo normal de modificacion sinaptica
dependiente de la experiencia en el cerebro en desarrollo. Esta forma de LTP en corteza
visual requiere activacion de receptores de N-metil D-aspartato (NMDA). Durante el
desarrollo se observo una declinacion en la funcion del receptor de NMDA en la capa
cuatro de la corteza visual, la cual es impedida por el mantenimiento en la oscuridad.
También se observo que el refinamiento topografico de las proyecciones que van desde
el talamo a la corteza aumentan a través de procesos dependientes de la actividad. De
esta manera los axones talamicos compiten por sus blancos corticales (Goodman y Shatz,
1993). Se ha propuesto que estas conexiones son reforzadas por la actividad pre y
postsinaptica durante el desarrollo. Un mecanismo probable para estos procesos también
podria ser el LTP mediado por ia activacion de receptores de NMDA. Crair y Malenka

(1995), demostraron que el periodo durante el cual el LTP puede ser inducido se



correlaciona estrechamente con el periodo critico (dependiente de la experiencia
sensorial) para la reorganizacion topografica de las aferencias talamicas. Estos
experimentos indican que la actividad neuronal es importante durante el establecimiento
o mantenimiento de los circuitos neuronales (Frank,1987). Sin embargo, en el sistema
neuromuscular las sinapsis son eliminadas mas lentamente bajo condictones de actividad
disminuida, y mas rapidamente por el aumento de actividad (Purves y Lichtman, 1980).
Estos experimentos soportan la idea de que la actividad neuronal puede ser un
determinante de eliminacion de sinapsis.

Durante las primeras etapas del desarrollo del SNC existe un programa genéticamente
determinado que incluye la proliferacion y migracion neuronal, seleccion del tipo de
neurotransmision, y la formacién de patrones generales de conectividad neuronal
(Jacobson M (Ed), 1978; Williams y Herrup, 1988, Klose y Bentley ,1989; Cowan y col,
1984). Recién al final de esta etapa se ponen de manifiesto fenomenos relacionados con
la competencia por factores troficos y muerte celular programada. De aqui en mas el
desarrollo se establece funcionalmente, mediante la interaccion del sistema con la
experiencia ambiental (determinante de actividad). Por lo tanto la ausencia de una
adecuada experiencia sensorial interfiere con el establecimiento y refinamiento de los
circuitos neuronales. De esta manera la existencia de una plasticidad dependiente de la
actividad durante el desarrollo, otorga la ventaja evolutiva de confrontar y modelar su
estructura en funcion de los estimulos ambientales a los que sera expuesto el individuo.

Esto le permitira una mejor adaptacion a las necesidades del medio.

2. COMPORTAMIENTO MOTOR Y PLASTICIDAD MOTORA.

2.1. Importancia del estudio del comportamiento motor:

Un importante campo de las investigaciones en neurobiologia corresponde al estudio del
comportamiento motor. Diferentes metodologias. (bioquimicas, moleculares,
electrofisiologicas, psicologicas y de procesamiento de imagenes) han sido utilizadas
para comprender la fisiologia de los circuitos neuronales que participan durante el

control de la actividad motora normal o patologica. Las enfermedades de Huntington y



Parkinson son dos importantes patologias motoras que estan relacionadas con la pérdida
progresiva del control voluntario del movimiento debido a procesos neurodegenerativos
que involucran a los ganglios basales (Penney y Young, 1983).

Independientemente del estudio de éstas disfunciones motoras, la comprension de los
circuitos neuroquimicos que subyacen al comportamiento motor también presentan
interés clinico. Existen evidencias de que una mayor actividad fisica se relaciona con un
mejor mantenimiento de las funciones cognitivas, incluyendo los procesos de memoria,
durante el envejecimiento (Blomquist y Danner, 1987, Clarkson-Smith y Hartley, 1989,
Dustman y col, 1990; Emmerson y col, 1989, Gleser y Mendelberg, 1990; Rogers y col,
1990, Fordyce y Farrar, 1991, Lupinacci y col, 1993).

En este sentido, estudios con animales de experimentacion han demostrado que la
actividad motora puede modificar algunos sistemas de neurotransmision (MacRae y col,
1987). Ademas se ha observado que puede impedir la degeneracion de la funcion
colinérgica relacionada con el envejecimiento (Fordyce y Farrar, 1991), modificar los
niveles del receptor colinérgico muscarinico en hipocampo (Fordyce y col,1991) y del
dopaminérgico en cuerpo estriado (Gilliam y col., 1984). Estudios recientes tambien
demostraron que el ejercicio fisico aumenta los niveles del factor neurotrofico derivado
del cerebro (BDNF), factor de crecimiento que mantiene la funcion y promueve la
sobrevida de algunas neuronas (Neeper y col., 1996). Ademas se ha descripto que la
actividad motora ayuda a proteger a ciertas neuronas del dafio por radicales libres. De
esta manera el ejercicio fisico podria ayudar a incrementar la resistencia del cerebro
contra el dafio y la degeneracion a través del mantenimiento, promovido por ciertas
trofinas, del crecimiento, funcion y sobrevida neuronal.

Mas alla de estos resultados, las bases neuroquimicas y celulares del comportamiento
motor de tipo plastico requieren aun una intensiva investigacion. Debe ser demostrado si
la actividad motora plastica puede influir sobre otros sistemas moleculares claves para el
mantenimiento y plasticidad del cerebro. Los datos aqui expuestos abren la posibilidad de
que el ejercicio fisico pueda incrementar la disponibilidad de trofinas, y de esta manera

proteger a ciertas poblaciones neuronales contra insultos de diferentes tipos.
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2.2. Mecanismos plasticos que subyacen a la actividad motora:

Si bien poco es lo que se sabe acerca de los cambios neuroquimicos plasticos que
subyacen a la actividad motora, nuevas conclusiones han surgido a partir del estudio de
la actividad motora desarrollada por ratas adultas en ruedas giratorias. Estos estudios
demostraron la induccion hipocampal de dos neurotrofinas, el factor de crecimiento
nervioso (NGF) y el factor neurotrofico BDNF (Neeper y col, 1995; Neeper y col,
1996). Ambas trofinas fueron inducidas por el ejercicio fisico. Ademas amplias
evidencias indican que la produccion de BDNF en el cerebro esta regulada por por la
actividad neuronal. Estos factores troficos participan en la plasticidad cerebral (Thoenen,
1995), relacionandose con la funcionalidad a través de la regulacion del turnover de
neurotransmisor (Alderson y col, 1990; Nonomura y Hatanaka, 1992; sauer H y col,
1993) y con el crecimiento y sobrevida neuronal (Alderson y col, 1990, Nonomura y
Hatanaka, 1992; Diamond vy col, 1992).

Diferentes estudios han demostrado que la plasticidad neuronal durante un limitado
periodo del desarrollo presenta caracteristicas particulares que lo diferencian de la
plasticidad del cerebro maduro. De esta manera, el desarrollo anatomico y fisiologico de
los circuitos motores pueden ser dramaticamente alterados por la actividad motora
realizada durante un periodo de plasticidad asociado con la vida postnatal temprana. De
manera analoga la manipulacion del ambiente visual puede interferir con la plasticidad
sinaptica dependiente de la experiencia durante un periodo de sensibilidad del desarrollo
postnatal temprano de la corteza visual.

De aqui en adelante nos referiremos en particular a los procesos plasticos que subyacen
a un comportamiento motor circular durante el desarrollo postnatal del estriado de rata.

Investigaciones desarrolladas en nuestro laboratorio han demostrado que los niveles de
receptores muscarinicos de acetilcolina y dopaminérgicos de tipo D2 pueden ser
afectados en forma permanente (hasta un afio después) por la actividad motora, mediante
el empleo de un test de comportamiento motor condicionado (test de entrenamiento
circular: TEC) (Ibarra y col, 1995; Ibarra y col, 1996) o como consecuencia de la
locomocion realizada sobre un disco giratorio (Ibarra GR, 1997). Estos cambios

plasticos de largo plazo solamente fueron observados cuando las ratas fueron entrenadas
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a los 30 dias de edad, pero no cuando los animales fueron entrenados a los 20, 40, 60 o
90 dias de edad. En particular, la caracterizacion de la caida permanente de los
receptores colinérgicos muscarinicos no mostré asimetrias, pero si una disminucion
diferencial segun el sexo. La reduccion observada en el sistema colinérgico muscarinico
correlaciono con la variacion observada en el sistema dopaminérgico de tipo D2. De esta
manera los niveles muscarinicos y el balance con los receptores dopaminérgicos D2
regulan fuertemente los mecanismos moleculares y celulares, por medio de los cuales el
estriado ejerce su funcion motora plastica. Estos resultados demuestran la presencia de
un periodo limitado de sensibilidad durante el desarrollo del estriado, en el cual cambios
plasticos en los niveles de neuroreceptores pueden ser producidos por la actividad

motora fisiologica.

2.3. Comportamiento circular, su relacion con el neoestriado:

A comienzos de la década de 1980, y con la finalidad de estudiar el metabolismo
normal de la dopamina en animales que desempefian un comportamiento circular,
Yamamoto y Freed (1982) desarrollaron un paradigma experimental de comportamiento
condicionado. En este test, el animal motivado por la deprivacion de agua, es estimulado
a correr en una pista circular en busca de una recompensa. El animal deprivado de agua,
24 horas antes de la primera sesion de entrenamiento, es colocado en el tambor de
entrenamiento y ensefiado a correr en forma circular en un sentido asignado
aleatoreamente en busca de una recompensa (solucion de agua azucarada al 10 %). El
animal es entrenado durante 7 dias consecutivos, tiempo suficiente para que alcance un
plateau en su velocidad, obteniendo un promedio de 10 a 15 vueltas por minuto, durante
20 minutos. Para estudiar el rol de la dopamina en el comportamiento circular, los
animales fueron sacrificados a distintos tiempos de haber comenzado el comportamiento
motor circular, y la dopamina y su metabolito acido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC)
fueron medidos en ambos estriados. Estos resultados demostraron que la concentracion
de dopamina y DOPAC aumentan en el estnado contralateral al sentido de giro, mientras
que en el estriado ipsilateral los valores no se modificaron significativamente (Yamamoto

y Freed, 1982; Morgan y col, 1984). El aumento de dopamina es maximo a los 20



minutos de iniciado el comportamiento circular, llegando a ser un 67 % superior a los
valores basales. Luego va disminuyendo en forma paulatina y paralela a la disminucién en
la velocidad. Esta es la primera evidencia de la participacion fisiologica de la dopamina
en el comportamiento circular (Yamamoto y Freed, 1982).

Posteriormente estos mismos autores observaron que la dopamina también se
incrementaba en el nucleo accumbens contralateral al sentido de giro en un porcentaje
similar al registrado en el cuerpo estriado. Conjuntamente con el incremento en la
liberacion de dopamina durante la sesion de entrenamiento se describio un aumento en la
actividad de la enzima tirosina-hidroxilasa, enzima esencial en la sintesis de dopamina. El
aumento de esta actividad también se evidencio en el estriado contralateral al sentido de
giro. El incremento en la actividad enzimatica comienza poco despues de iniciado el
entrenamiento y alcanza el pico de actividad alrededor de los 20 minutos después de
comenzado el entrenamiento (Morgan y col, 1984).

La participacion de la dopamina en el comportamiento motor en animales intactos fue
confirmada utilizando otro paradigma experimental. En este caso el animal es puesto a
correr en forma forzada sobre un disco giratorio o sobre una cinta sin fin de movimiento
continuo. En todos los casos el animal es obligado a correr en busca de un reforzador, el
cual nunca alcanza. Este paradigma fue diseflado para estudiar la relacion entre
intensidad, postura, y direccion del movimiento con la magnitud de la liberacion de
dopamina en el neoestriado y nucleo accumbens. Los resultados obtenidos mostraron
que cuando el animal corre derecho, la concentracion de dopamina libre y DOPAC
aumenta en ambos estriados y nucleos accumbens en funcion de la velocidad. Si el animal
es obligado a correr en circulos también se observa un aumento en la dopamina libre en
ambos nucleos, en relacion con la velocidad de giro, siendo mayor en el estriado
contralateral (Freed y Yamamoto, 1985). En concordancia con éstos resultados, la
actividad de las células dopaminérgicas de la sustancia nigra medida por la frecuencia de
despolarizacion o disparo, aumenta bilateraimente como consecuencia de la locomocion
forzada en un disco giratorio (Diana y col, 1989). Estudios posteriores, realizados por
los mismos autores que originalmente describieron la lateralizacion en la concentracion
de dopamina evocada por la estimulacion motora circular y por otros laboratorios, no
pudieron confirmar dicha lateralizacion al utilizar métodos de medicién in vivo de la

concentracion de dopamina (Sabol y col., 1990). Si bien no hay acuerdo en la existencia
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de una lateralizacion en el aumento de la liberacion y metabolismo de dopamina, en lo
que si existe acuerdo es en que la concentracion de dopamina libre y de DOPAC
aumentan en el estnrado como consecuencia del comportamiento motor,
independientemente de que sea mayor en un hemisferio que en el otro (Sabol y col, 1990;

Schwarting y Huston, 1987).

En resimen, existen suficientes evidencias de que el comportamiento circular en
animales intactos inducidos a correr por un condicionamiento operante o forzadamente
en un disco giratorio evoca una estimulacion de las vias dopaminérgicas hacia el estriado,
representado por a) un aumento en la cantidad de disparos de las células dopaminérgicas,
b) un aumento en la concentracion de dopamina libre y de su metabolito DOPAC, y ¢)

un incremento en la actividad de 1a enzima tirosina hidroxilasa en el estriado.

2.4. El comportamiento rotatorio como via de induccion de cambios plasticos:

El comportamiento motor rotatorio puede ser inducido luego de lesionar
unilateralmente las proyecciones dopaminérgicas nigroestriatales de la rata por medio de
la inyeccion estereotaxica de la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Ungerstedt,
1968). Estudios posteriores utilizando agonistas y antagonistas dopaminérgicos
permitieron confirmar la participacion de éstas dos estructuras de los ganglios basales y
de los imbalances dopaminérgicos en el comportamiento motor (Von Voightlander y
Moore, 1973, Christie y Crow,1971; Glick y col., 1976, Ungerstedt, 1971, Pycock,
1980; Chen y col, 1991). Por otra parte, se han estudiado los cambios plasticos que
ocurren en el cuerpo estriado como consecuencia de la deaferentacion nigroestriatal.
Estas alteraciones involucran cambios plasticos en la densidad y en los niveles de

receptores dopaminérgicos (Qin y col.).

2.5. Pruebas para el estudio del comportamiento motor:
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En los trabajos de plasticidad visual, los cambios neuroquimicos y morfologicos son
evaluados como consecuencia de una estimulacion sensorial (estimulacion luminica). En
forma analoga,; el estudio de la plasticidad motora requiere de una estimulacion motora,
la cual a través de la activacion de circuitos neuronales, podra generar cambios plasticos
en las estructuras relacionadas. Una gran variedad de pruebas motoras han sido
desarrolladas para el estudio de la plasticidad y funcion motora. Las pruebas motoras
pueden clasificarse en pruebas apicales y no apicales. Las no apicales evaluan
comportamientos especificos que reflejan la funcion de un area particular del cerebro.
Contrariamente, las pruebas apicales involucran varias regiones cerebrales, e involucran
diferentes tipos de aprendizajes, funciones sensoriales y participacion de componentes de
destreza motora. De esta forma, el SNC debe integrar el funcionamiento de las distintas
estructuras intervinientes, para poder desarrollar exitosamente la prueba conductal.

Las pruebas utilizadas para el estudio del comportamiento motor deben reunir ciertas
caracteristicas (Brusés y Azcurra, 1993; Vorhees, 1987, Geyer, 1990). La prueba ideal
deberia considerar: (a) medicion cuantitativa del desarrollo de la prueba, (b) poder
evaluar independientemente o bajo distintas variables a los diferentes procesos
neuronales superiores que participan durante el desarrollo del test (ej: aprendizaje
asociativo, destreza motora); (c) la prueba debe ser objetiva y reproducible, es decir
independiente del experimentador. En este sentido la recoleccion automatizada de datos
resulta apropiada; (d) la duracion de la prueba debe ser lo suficientemente extensa (mas
de 10 minutos) como para minimizar los factores emocionales y el comportamiento
exploratorio innato, pero en lo posible no debe exceder los 30 minutos para minimizar
los efectos del agotamiento fisico y de la pérdida de motivacion por la actividad; (e) la
respuesta comportamental debe inducir una actividad neurofisiologica medible, de
manera que el comportamiento motor pueda ser correlacionado con parametros

neuroquimicos y neurofisiologicos.

En el presente trabajo se emplearon dos tipos diferentes de pruebas motoras, las cuales
son descriptas a continuacion. En particular, la sistematizacion del test de entrenamiento
circular (TEC), llevada a cabo en nustro laboratorio, permiti6 demostrar que el TEC es
una prueba motora que sirve especificamente para el estudio neuroquimico plastico de

las estructuras cerebrales involucradas en el comportamiento motor (Ibarra y col, 1995;



Ibarra y col, 1996) y para la deteccion de neuroteratologia funcional (Brusés y col, 1991

Brusés y Azcurra, 1993).

2.5.1.Test de entrenamiento circular (TEC):

El test de entrenamiento circular es una prueba de comportamiento condicionado
operante, en el cual las ratas son deprivadas de agua (24 horas antes de comenzar el test)
y entrenadas a girar en sentido horario o antihorario en busca de una recompensa. Este
modelo fue inicialmente desarrollado por Yamamoto y Freed (1982), para el estudio del
metabolismo dopaminérgico durante la actividad motora. Debido a las caracteristicas
asimétricas de la estimulacion motora circular, éste test permite estudiar el rol de la
lateralidad cerebral en la funcion motora y asociativa. El TEC permite evaluar la destreza
motora de los amimales, registrando la distancia recorrida y la velocidad desarrollada por
los mismos durante la prueba. Ademas, por ser una prueba que involucra un
comportamiento condicionado con participacion de un aprendizaje asociativo espacial, el
TEC permite evaluar esta componente conductal a través del registro de numero de
errores (cambios al sentido de giro no recompensado). Es importante mencionar que en
esta prueba tambien deben considerarse los procesos neuronales relacionados con la

motivacion y la recompensa.

2.5.2.Test de plataforma giratoria (TPG):

En este test las ratas colocadas sobre un disco giratorio en moviento desarrollan un
patron de actividad locomotora voluntaria, en el sentido contrario al que gira dicha
plataforma. El uso del test de plataforma giratoria fue descripto por primera vez por
Richter y Wang (1926). A diferencia del TEC el TPG no es un test de comportamiento
condicionado, por lo que el estudio de la plasticidad motora es independiente de la
plasticidad relacionada con el aprendizaje asociativo y la motivacion por la recompensa.
Este test también permite evaluar el grado de estimulacion motora, registrando la
distancia recorrida y determinando la velocidad desarrollada por los animales durante la

prueba.
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3. EL CUERPO ESTRIADO EN EL ESTUDIO DE LA PLASTICIDAD

3.1. Eleccion del cuerpo estriado para el estudio de plasticidad:

El comportamiento motor es consecuencia de una activacion neuronal compleja, en la
que intervienen distintas estructuras del SNC. El estudio temporo-espacial de las
distintas estructuras involucradas durante un aprendizaje motor ha sido realizado
llevando a cabo mediciones regionales de flujos sanguineos cerebrales (FSC) con
tomografia de emision positronica (PET) (Seitz y col, 1990). Estos estudios
determinaron las estructuras anatomicas del cerebro humano involucradas durante el
aprendizaje de una habilidad motora. Estas investigaciones demostraron que las
estructuras anatomicas que participan en la secuencia de aprendizaje motor pertenecen a
dos clases de estructuras. Primeramente se encuentran las que asisten a las areas
motoras, proveyéndoles de informacion somatosensonial y otras informaciones relevantes
en la fase temprana del aprendizaje. Estos cambios iniciales reflejan activaciones y
desactivaciones de estructuras anatomicas que participan en el programa y en el control
motor. Finalmente se encuentran un segundo tipo de estructuras que modulan su
actividad durante el curso del aprendizaje. Estos sectores son parte de un circuito
cortico-cerebelar y cortico-estriatal. Ambos circuitos pertenecen a las estructuras donde
se almacena el programa motor final.

Las estructuras con actividad sinaptica durante el desempefio motor deben contener a
las poblaciones sinapticas que han sido modificadas o seleccionadas durante el proceso
plastico de aprendizaje, como fue discutido en el capitulo anterior.

Ademas de ejercer un rol fundamental en el control motor y en el aprendizaje de
ejercicios motores, existe entre los neurobidlogos posturas contrapuestas acerca de la
participacion del cuerpo estriado en funciones cognitivas. Dentro del perfil del presente
trabajo, el cuerpo estriado sirve como area cerebral blanco para el estudio de la
plasticidad neuroquimica relacionada con las funciones cognitivas y motoras. Ademas el
estriado es una estructura cerebral apropiada para estudios neuroquimicos dado que es

un area anatomicamente bien definida y facil de disectar, cuyo tamaifio provee suficiente



muestra de tejido para realizar analisis bioquimicos. En la rata, la maduracion funcional
del estmado sucede durante las primeras cuatro semanas de vida postnatal (Coyle y

Campochiaro, 1976).

3.2. El cuerpo estriado y su relacion con la actividad motora:

Evidencias clinicas y experimentales demuestran claramente la importancia del cuerpo
estriado en el comportamiento motor. Diferentes patologias motoras como son la
enfermedad de Parkinson y la Corea de Huntington afectan profundamente al cuerpo
estriado (Penney y Young, 1983; Carlsson y Carlsson 1990; Albin y col, 1989;
Wichmann y Delong, 1993). Los estudios descriptos en el capitulo anterior utilizando
PET también demuestran la participacion del estriado en la actividad motora (Seitz y col,
1990). Por otra parte se describio que en ratas deprivadas neonatalmente de dopamina el
aprendizaje de actividades motoras, que involucran las extremidades anteriores, no fue
satisfactorio (Whishaw y col, 1994). Lo mismo se observo en animales recibieron una
inyeccion unilateral de 6-OH dopamina (Nikkhah y col, 1993). También se observo que
el tratamiento con estimulantes (AMPH, cocaina), que involucran la activacion del
sistema dopaminérgico estriatal, produce una sensibilizacion del comportamiento

locomotor (Gnegy y col, 1993; Segal y col, 1980; Roberts y col., 1992)

3.3. El cuerpo estriado y su relacion con los procesos cognitivos o asociativos:

Si bien resulta aiin poco claro cuales son las funciones cognitivas o asociativas del
estriado, existen evidencias de su participacion en estas funciones. El estnado presenta
conexiones con areas corticales asociativas prefrontales. Ademas la coexistencia de
trastornos en funciones cerebrales superiores como memoria y emocion han sido
observadas en las enfermedades de Parkinson y Huntington. Drogas de accion central
como los neurolépticos utilizados en el tratamiento de trastornos mentales, tienen sitios
de accion en el neoestriado. Estudios realizados por Stewart y col (1996) demostraron

un aumento bilateral significativo (comparado con los animales controles) en la
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capacidad de union a receptores dopaminérgicos DI, pero no a D2, en el 16bulo
paraolfatorio (LPO) del estriado de pollo. Estos cambios ocurrieron luego de realizar un
entrenamiento de evitamietno pasivo en el cual los pollos desarrollaron una respuesta de
rechazo hacia las semillas que habian sido revestidas con una sustancia amarga
(aprendizaje aversivo). El LPO es uno de los principales componentes del complejo
paleoestriatal de las aves y es equivalente al estriado del mamifero (Dubbledam 1991,
Reier 1984). En esta region estriatal equivalente al caudado-putaimen de mamiferos,
estudios previos también demostraron que el entrenamiento de evitamiento pasivo
produce cambios sinapticos y dendriticos (Hunter y Stewart, 1993). Ademas lesiones
bilaterales post entrenamiento cusan amnesia para la respuesta de evitamiento (Gilbert y
col, 1991). Si bien esto puede representar un area relacionada con memoria los autores
no descartan que las modificaciones puedan estar relacionadas con los circuitos
neuronales conectados con la tarea de evitamiento o modificacioes de la respuesta de

picoteo.

3.4. El cuerpo estriado y los mecanismos comportamentales de recompensa y

motivacion:

El cuerpo estriado es una estructura relacionada con la motivacion a través de su
participacion en el sistema limbico (Robbins y Evenitt, 1996). Estudios realizados en
monos, demostraron que los mecanismos de recompensa y motivacion estan
correlacionados con la actividad neuronal del cuerpo estriado y la via nigroestriatal
(Aosaki y col, 1994; Wise, 1981; Schulz y col, 1993). Otras investigaciones confirmaron
la importancia del estriado en éstos procesos utilizando ratones transgénicos con déficits
en el funcionamiento estriatal (Xu y col, 1994).

Finalmente existen evidencias que indican que, el efecto del estimulo en la motivacion
comportamental condicionada durante la realizacion de una prueba de entrenamiento,
depende de la interaccion de los sistemas glutamatérgicos y dopaminérgicos del estriado

y de su conexion con los nucleos amigdalinos (Robbins, 1989).



3.5. El cuerpo estriado y su importancia clinica:

La importancia clinica del estriado esta claramente manifestada en el hecho de que
alteraciones en el normal funcionamiento de esta estructura se encuentra relacionada con
diferentes neuropatologias, caracterizadas por déficits cognitivos y motores. Por otra
parte, dada la alta concentracion de diferentes receptores, el estriado se ve
profundamente afectado por psicoestimulantes como la cocaina, morfina y las AMPHs
(Graybiel y col,1990; Young y col, 1991; Moratalla y col, 1993; Liu y col, 1994;).

En humanos, el abuso con AMPHs puede conducir a una psicosis que clinicamente se
asemeja a una esquizofrenia paranoica y que rapidamente responde al bloqueo de los
receptores dopaminérgicos (Angrist y col., 1974; Sato 1986). Un uso discontinuo de la
droga genera que igualmente los individuos permanezcan hipersensibles a los efectos de
ésta por algunos anos (Janowsky y Risch, 1979; Snyder, 1973; Benes y col,1985).
Indudablemente, éstos cambios conductales de largo plazo son consecuencia de cambios
en los sistemas de recepcion y transduccion de sefiales y en la normal expresion de los
programas genéticos. Tanto la cocaina, la morfina y las AMPHs disparan la expresion de
los proto-oncogenes c-fos y jun-B en el cuerpo estriado (Graybiel y col, 1990; Young y
col, 1991; Moratalla y col, 1993; Liu y col, 1994). Por lo tanto estos genes involucrados
en procesos plasticos cerebrales, estarian involucrados en los cambios plasticos de largo
plazo relacionados con sensibilizacion conductal. Los neurofarmacos son drogas
utilizadas para controlar distintas afecciones neuroldgicas. Asi por ejemplo, el
Halopenido! (antagonista dopaminérgico) es un potente neuroléptico que es utilizado
como antipsicotico . Repetida administracion de éste farmaco produce alteraciones en la
ultraestructura de las neuronas estriatales (Benes y col, 1985, Kerns y col, 1992;
Klintzova y col, 1989). De esta manera, comprender los mecanismos plasticos que

operan en el estriado permitira comprender mejor los efectos de estos psicoestimulantes.

4. EL CUERPO ESTRIADO. ESTRUCTURA Y FUNCION.



4.1. Organizaciéon anatomico-funcional del cuerpo estriado:

El cuerpo estriado, constituido por el nicleo caudado y el putamen (neoestriado),
conforma la principal estructura de los ganglios basales. Conjuntamente con el globo
palido (paleoestriado), la amigdala (arquiestriado) y el nucleo subtalamico conforman los
ganglios basales. El cuerpo estriado se convierte en una estructura profunda dentro de
los hemisferios en los mamiferos, debido al desarrollo del neocortex y del cuerpo calloso.
El nucleo caudado y el putamen son similares en estructura y conexiones, estando
anatomicamente unidos en mamiferos inferiores como la rata y el raton. Luego se van
separando hasta que en el hombre se encuentran casi totalmente separados por la capsula
interna. El cuerpo estriado es una estructura altamente desarrollada en las aves, donde
realiza muchas funciones similares a las que efectua la corteza en los mamiferos, ya que
ademas de cumplir con funciones motoras, mantiene estrechas conexiones con las
principales vias asociativas del cerebro de las aves (ecoestriado e hiperestriado). El
cuerpo estriado es una estructura altamente desarrollada en las aves donde realiza
muchas funciones similares a las que efectta la corteza en los mamiferos, ya que ademas
de cumplir funciones motoras mantiene estrechas conexiones con las principales areas
asociativas del cerebro de las aves (Sarnat y Netsky, 1976).

El neoestriado recibe dos aferencias principales, una de la corteza cerebral por medio
de las fibras corticoestriatales y otras de la sustancia nigra pars compacta por medio de
las fibras nigroestratales (Figura 1). Por medio de las proyecciones corticoestriatales,
que desde el punto de vista de la neurotransmision son fibras glutamatérgicas
excitatorias, llegan al estnado proyecciones desde casi toda la corteza cerebral,
incluyendo areas motoras, sensoriales, asociativas y limbicas. Estas proyecciones se
encuentran organizadas topograficamente de acuerdo a las funciones en que participan.
Por lo tanto las areas corticales asociativas, sensorimotoras y limbicas proyectan en
forma segregada a diferentes regiones del cuerpo estriado, referidas como areas
estriatales asociativas, sensorimotoras y limbicas respectivamente (Parent, 1990). Esta
parcelacion indica una organizacion espacial del procesamiento de informacion que
recibe el estriado.

A su vez del cuerpo estriado emergen dos vias eferentes gabaérgicas. Estas fibras son

las estriatonigrales que conectan con la sustancia nigra pars compacta y reticulada, y las



fibras estriatopalidales que proyectan hacia el globo palido. Es a traveés del globo pélido
por donde se producen las eferencias de los ganglios basales hacia los nucleos del

talamo.
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Figura 1: Representacion esquemadtica de las principales vias aferentes y
eferentes del cuerpo estriado.

La corteza motora envia proyecciones excitatorias de tipo glutamatérgicas (- )
y a las neuronas gabaérgicas proyectivas del cuerpo estriado (espinosas
medianas), las cuales pueden clasificarse en dos tipos diferentes de poblaciones
neuronales de acuerdo a sus sitios de proyeccion. Neuronas estriatopalidales
(NI-P) y neuronas estriatonigrales (NEN), que proyectan al globo palido y a la
sustancia nigra respectivamente. Ambos tipos de proyecciones utilizan (GABA
como neurotransmisor (transmicion inhibitoria, (-)). Tamo las NEP como las
NEN presentan una distribucion homogénea a lo largo de todo el cuerpo estriado.
A su vez las proyecciones NEN se subdividen en aquellas que proyectan a la
sustancia nigra pars compacta (Snpc) o a la sustancia nigra pars reticulata
(Snpr). Sdemas, las neuronas gabaérgicas del globo palido apotan proyecciones
inhibitorias al nucleo subtalamico (NST) y a la Snpr. Por su parte la sustancia
nigra envia proyecciones dopaminérgicas inhibitorias al talamo (en partivular a
los nucleos dorsomedial y medioventral, el cual envia fibras glutamatérgicas
exitatorias a la corteza cerebral, cerrando de esta manera el circuito. También a

través de fibras dopaminérgicas, la sustancia nigra ejerce una accion regulatoria



sobre el cuerpo estriado actuando sobre los receptores dopaminérgicos D1 y D2.
Finalmente el talamo envia proyecciones glutamatérgicas al cuerpo estriado, y
los niucleos intralaminares ventral lateral (no representado) y medio ventral

participan en la transferencia de informacion interhemisférica.

El talamo a su vez proyecta hacia la corteza por medio de las fibras talamocorticales,
cerrando asi el circuito de los ganglios basales y la corteza cerebral. Por ultimo, el
circuito funcional se cierra con el feedback nigroestriatal de fibras dopaminérgicas desde
la sustancia nigra pars compacta nuevamente hacia el estriado (Gerfen, 1992 a; Gerfen,
1992 b) Las conexiones aqui resumidas son las principales proyecciones de los circuito
donde interviene el estriado. Otras conexiones menores son las eferencias nigrotalamicas
que conectadas con el nicleo intralaminar realizan la retroalimentacion del estriado
(Gerfen, 1992 a), las interconexiones entre los hemisferios izquierdo y derecho de ambos
caudados Medina and Pazo, 1981) y entre las conexiones que permiten la regulacion

reciproca entre las 2 vias dopaminérgicas nigroestnatales (Leviel y col, 1979).

4.2. Organizacion neuronal del estriado:

Desde el punto de vista histologico, el neoestriado es una estructura cerebral
homogeénea en cuanto a los tipos neuronales que la componen. El estriado de rata esta
compuesto por neuronas proyectivas (12-20 pm, neuronas espinosas medianas) e
interneuronas locales en una relacion 9:1 respectivamente. Las neuronas proyectivas se
caracterizan por irradiar 4 a 5 dendntas primarnias que se adelgazan y presentan gran
cantidad de especializaciones de sus membranas, las cuales se conocen como espinas
dendriticas. Sus axones emiten fibras colaterales antes de dejar el cuerpo neuronal, las
cuales se arborizan abundantemente y le permiten participar en los circuitos internos del
estriado mediante la formacion de sinapsis con otras neuronas proyectivas vecinas. Un
segundo tipo de arborizacion (menos frecuente) consiste en una arborizacion mayor y
mas extensa que va mas alla de la neurona de origen, con la cual normalmente no

interacciona. Todas estas neuronas espinosas medianas se caracterizan por utilizar acido



gama-aminobutirico (GABA) como neurotransmisor principal, y por co-expresar algunos
de los siguientes neuropéptidos: sustancia P, encefalina y dinorfina. Estos péptidos
permiten definir subgrupos neuronales particulares

El segundo tipo neuronal que compone al estriado son las interneuronas, las cuales se
caracterizan por la ausencia o rareza de espinas en sus dendritas. Desde el punto de vista
morfologico las interneuronas pueden agruparse en dos amplias categorias morfologicas:
a) las interneuronas no espinosas gigantes y b) las interneuronas no espinosas medianas .
Las interneuronas gigantes 20-60 pm de diametro) utilizan acetilcolina como
neurotransmisor y presentan pocas dendritas, que interaccionan ampliamente mediante
ramificaciones radiales. Estas neuronas pueden ser reconocidas especificamente a través
de la deteccion de la enzima colina-acetiltransferasa (ChAT) (Kaguaguchi y col., 1995;
Di Figlia y col, 1976, Phelps y col, 1985). Por otra parte, las interneuronas medianas
utilizan GABA como neurotransmisor y se dividen en 3 categorias en base a métodos

inmunohistoquimicos (Kaguaguchi y col., 1995; Di Figlia y col., 1976).

4.3. Conexiones neuronales del estriado:

Cada una de las conexiones de los ganglios basales entre si y con otras estructuras
involucran neurotransmisores especificos. Las vias aferentes que llegan de la corteza al
neostriado utilizan glutamato como neurotransmisor, mientras que las fibras provenientes
de la sustancia nigra son dopaminérgicas. Existen dos vias que van a través de los
ganglios basales. La via directa que proyecta desde el neoestriado a la porcion interna del
globo palido y a la pars reticulada de la sustancia nigra, que posteriormente proyectan al
talamo. La transmision de éstas eferencias directas del neoestriado es mediada por
GABA y sustancia P. La via indirecta establece un circuito entre las fibras que proyectan
del neoestriado a la porcion externa del globo palido, que a su vez proyecta hacia el
nucleo subtalamico, el cual proyecta nuevamente hacia el globo palido y la sustancia
nigra. Estas transmisiones estan mediadas por GABA (Co6té y Crutcher, 1991) La
actividad del neoestriado esta mediada por interneuronas colinérgicas y gabaérgicas.

Existen evidencias de que las neuronas nigroestriatales hacen contacto fundamentalmente



con las neuronas colinérgicas, las que a su vez mantienen contacto con neuronas
gabaérgicas, las que conforman las eferencias del neoestriado (Mc Geer y col, 1978).

4.4. Ontogenia del estriado:

Como otras estructuras cerebrales, el estriado presenta distintas etapas de desarrolio
hasta la conformacion de la entidad funcional del adulto. Estas etapas transcurren a lo
largo del desarrollo embrionario y fetal, y continan durante cierto tiempo después del
nacimiento. En especial los fenomenos relacionados con la funcionalidad de la estructura
se terminan de desarrollar postnatalmente. Las distintas etapas de desarrollo y los
tiempos en los que suceden son similares entre la rata y el raton, animales de los que se
dispone suficiente informacion como para establecer los periodos criticos del desarrollo
anatomico y funcional. Ademas, la estrecha correlacion entre los periodos criticos del
desarrollo entre primates y rata, permite hacer una aproximacion de lo que sucede en el
hombre. En el raton la emergencia del estriado sucede fundamentalmente durante la
segunda mitad de la gestacion. El pico de produccion de células se encuentra entre los
dias 14 a 18 de la gestacion (G) (Rodier, 1988). Sin embargo la division de las
interneuronas estriatales tiene su pico hacia el dia G21 y se extiende hasta varios dias
después del nacimiento (Das y Altman, 1970). Este periodo coincide con el periodo de
produccion de células en la corteza cerebral, que se extiende aproximadamente desde
G12 hasta G18. Por otra parte, el periodo de produccion de células de la otra estructura
aferente principal del estriado, la sustancia nigra, sucede entre los dias G10-G 14 (Rodier,
1988).

Las conecciones de éstas estructuras son posteriores. La sustancia nigra comienza a
enviar sus axones al estriado hacia el comienzo de la tercera semana de gestacion, pero
los mismos no llegan al estriado hasta el dia G20-G21, es decir casi hasta el nacimiento
(Lauder y Bloom, 1974; Lauder y Bloom, 1975). Estas conecciones no seran funcionales
hasta entrado el desarrollo postnatal.

La primera evidencia de acoplamiento funcional entre los terminales dopaminérgicos
provenientes de la nigra y las interneuronas colinérgicas del estnado sucede hacia
comienzos de la segunda semana de vida postnatal (PN): PN8 (Coyle y Campochiaro,
1976). En el primer dia de vida la actividad de la enzima tirosina hidroxilasa, presente en

los terminales dopaminérgicosen el estriado es un 10 % de la actividad que se registra en



el adulto. Luego va aumentando linealmente hasta llegar a ser un 75 % de la actividad del
adulto hacia fines de la cuarta semana de vida. Algo similar ocurre con la actividad de la
enzima acetilcolintransferasa, enzima encargada de la sintesis de acetilcolina en las
interneuronas colinérgicas. Hacia el nacimiento su actividad en el estriado es el 2 % de la
actividad observada en el adulto, y va aumentando muy lentamente durante la primer
semana de vida, posteriormente su actividad aumenta mas rapidamente, para llegar a
obtenerse un 70 % de la actividad del adulto hacia el dia PN28 (Coyle y Campochiaro,
1976). Estos datos indican que la maduracion funcional del estriado en la rata sucede
durante las 4 primeras semanas de vida postnatal.

La cantidad de receptores dopaminérgicos en el estriado va incrementando desde el
nacimiento y alcanza los niveles detectados en el adulto hacia el final del primer mes de
vida (Pardo y col, 1977). Esta cantidad de receptores se puede ver significativamente
modificada por la manipulacion farmacologica durante periodos especificos del

desarrollo.

4.5. Neuroquimica del estriado:

La activacion plastica de circuitos neuronales como consecuencia de la estimulacion
sensorial o farmacologica, producen cambios neuroquimicos en diferentes sistemas de
segundos mensajeros. De esta manera, los sistemas de transduccion de sefiales regulan en
primer instancia la transmision sinaptica a través de la modulacion de la neurorecepcion
(Malenka y col, 1989) y neuroliberacion de transmisores (Norden. y col, 1991; Ramakers
y col., 1995). Debido a la compleja interconexion sinaptica que caracteriza a los circuitos
estriatales, el conocimiento neuroquimico de esta estructura provino a partir de la
activacion e inhibicion farmacolédgica de sus principales vias de neuroreceptores. La
estimulacion de los receptores dopaminérgicos D1 en neuronas en reposo recompone los
niveles de magnesio por inactivacion de corrientes lentas de potasio, eliminando de esta
manera el bloqueo de los receptores de NMDA y posicionando a la neurona en un
estado mas eficiente para responder a la excitacion glutamatérgica. Ademas, estudios
farmacologicos in vivo e in vitro demuestran que la dopamina controla la transmision

mediada por acetilcolina, facilitaindola a través de los receptores D1 e inhibiéndola via



receptores D2. En ratas, la administracion de AMPH, produce sensibilizacion de un
comportamiento locomotor e involucra activacion de sistemas dopaminérgicos (Segal y
col, 1980; Gnegy y col, 1993). En el estriado de rata la sensibilizacion conductal, por
AMPH exhibe caracteristicas similares a otras formas de plasticidad sinaptica, tales como
LTP y procesos de consolidacion de memoria de tipo aversiva. Ellos involucran cambios
plasticos de larga duracion, aumento de la liberacion de neurotransmisores, su induccion
es bloqueada por antagonistas de receptores de NMDA y producen aumento en la
fosforilacion endogena de la proteina GAP-43 en el sitio especifico de la PKC (Gnegy y
col, 1993). Otras similitudes neuroquimicas entre estos modelos son los cambios
observados en actividades que involucran Ca'~ y en la distribucion subcelular de la
proteina de union a calcio/calmodulina (Popov y Matthies, 1989). Finalmente, el papel
del receptor dopaminérgico D2 (preferencialmente presinaptico) seria inhibir la liberacion
de dopamina sobre el cuerpo estriado, funcionando como autoreceptor. También modula
como heteroreceptor la liberacion de acetilcolina y glutamato.

Estudios combinando localizacion inmunohistoquimica de la enzima Colina
acetiltransferasa (ChAT) con hibridizacion in situ del mensajero de la proteina GAP-43,
demostraron que las interneuronas colinérgicas del estriado expresan altos niveles de
mRNA de GAP-43 en relaciéon a regiones no colinérgicas, las cuales expresan altos
niveles de este mensajero (Mc Kinney y Kent, 1994). Sin embargo, la expresion de la
proteina GAP-43 en las neuronas colinérgicas estriatales es altamente heterogénea. Esto
sugiere que las respuestas plasticas en las poblaciones de interneuronas del estriado
puede no ser uniforme. Estos datos sugieren un posible rol de esta proteina de
plasticidad en la funcion colinérgica. La acetilcolina liberada por las interneuronas
colinérgicas, a través de sus receptores localizados principalmente sobre las neuronas
proyectivas, producen una importante modulacion de la actividad funcional de las
eferencias del estriado (Di Chiara y col, 1994). La neurotransmision colinérgica ejerce
complejas influencias actuando a través de sus diferentes subtipos de receptores, los
cuales a su vez se encuentran asociados a diferentes mecanismos de segundos
mensajeros. La transmision glutamatérgica, representada por las fibras aferentes
corticoestriatales, también es de tipo modulatoria sobre la liberacion de acetilcolina
estnatal (Scatton y Lehmann, 1982). La transmision a través de este receptor esta

tonicamente inactivada en las neuronas proyectivas medianas. Contrariamente las
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interneuronas colinérgicas, las cuales se encuentran activas y despolarizadas en
condiciones basales, pueden ser moduladas por las fibras glutamatérgicas corticales.

A su vez, la activacion de vias especificas de transduccion de sefales posibilitaria el
disparo transcripcional de ciertas genes de transcripcion temprana, los cuales dirigiran
finalmente la respuesta neuronal plastica, modificando la transcripcion de ciertos genes
blanco en el SNC. Se ha descripto que entre los genes de transcripcion temprana, el
proto-oncogén c-fos estaria involucrado en plasticidad neuronal (Morgan y col, 1987
Morgan y Currant, 1991; Sheng y Greenberg, 1990). Su induccion se inicia
inmediatamente ante una amplia variedad de estimulos, como activacion colinérgica
(Greenberg y col, 1986), stress térmico ( Abbadie y col, 1994) e hidrico (Sagar y col,
1988), factores troficos (NGF, FGF, PDGF) (Curran y Morgan, 1985; Kohmura y col,
1995, Cochran y col, 1984) por la accién de convulsivantes como el metrazol (Morgan y
col, 1987). La activacion de PKC es requerida para la induccion de genes de
transcripcion temprana entre los que se encuentra el c-fos. Estudios posteriores
utilizando anticuerpos especificos contra diferentes isoenzimas de PKC, han demostrado
que todas las neuronas fos + expresan y-PKC en el estriado de pollo, durante el
imprinting (Ambalavanar y col, 1993).

En estriado de rata la activacion del c-fos esta mediada por activacion de receptores
D1 en neuronas que contienen sustancia P y proyectan a la sustancia nigra. A su vez el
receptor colinérgico muscarinico inhibe esta estimulacion a través de la activacion del
subtipo M4. Contrariamente en neuronas encefalina + que proyectan al globo palido, el
receptor muscarinico M1 activa la expresion del c-fos, mientras que los receptores
dopaminérgicos D2 inhiben esta estimulacién (Robertson y col., 1992; Bernard y col,

1993; Morelli y col, 1993).

5. El sistema de fosforilacion GAP-43/PKC en plasticidad sinaptica y neuronal.

5.1. Sistema de fosforilacion de proteinas

La fosforilacion de proteinas es una via comin de fundamental importancia en la

regulacion biologica. Virtualmente, todos los tipos de sefiales extracelulares, dentro y
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fuera del sistema nervioso, producen algunos de sus efectos biologicos regulando el
estado de fosforilacion de fosfoproteinas especificas dentro de la célula blanco. Ademas
se ha demostrado que muchas funciones neuronales que incluyen el metabolismo
intermedio, la excitacion neuronal, la sintesis y liberacion de neurotransmisores. El
crecimiento neuronal, la diferenciacion y la morfologia celular estan mediados por la
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas especificas. (Wallas y Greengard, 1991,
Girault,1993; Nestler y Greengard, 1994) . La fosforilacion de proteinas de membrana es
un importante mecanismo en la regulacion pre y post sinaptica en el sistema nervioso
(Gordon y col,1977;, Williams M y Rodnight R., 1977, Greengard, 1979). Una amplia
variedad de experiencias comporamentales han descripto cambios en la fosforilacion de
proteinas en cerebro de ratas a través de ensayos in vivo (Souza y col, 1980) e in vitro
(Eherlich y col, 1977, Conway y Routtenberg, 1978, Morgan y Routtenberg, 1980)
realizados luego de llevar a cabo procedimientos de entrenamiento especificos.

Un sistema de fosforilacion consiste en una proteina kinasa, una proteina sustrato y
una fosfatasa. La proteina sustrato es fosforilada por la proteina kinasa que cataliza la
transferencia del fosfato y del ATP al grupo OH de un aminoacido especifico, y es
convertida nuevamente en su forma desfosforilada por una fosfatasa que hidroliza la
union fosfoéster (Wallas y Greengard, 1991; Girault y col, 1993). La fosfonlacion de
proteinas altera la carga neta de la proteina, ya que los grupos fosfatos estan cargados
negativamente, y de esta manera puede alterar la conformacion y finalmente la funcion de
la proteina sustrato. Es importante considerar que, cambios en el estado de fosforilacion
de una proteina pueden ocurrir a través del aumento o disminucion de la actividad de

kinasas y/o fosfatasas.

5.2. Clasificacion de Proteinas Kinasas

Muchas de las proteinas kinasas identificadas hasta el momento, pertenecen a una
superfamilia de enzimas que comparten similitudes en su dominio catalitico (Hanks y col,
1988, Wallas y Greengard, 1991). Estas proteinas difieren es su distribucion celular y
subcelular, especificidad de sustratos y generalmente son clasificadas como: kinasas de

serina/treonina, fosforilan proteinas en residuos de serina o threonina; o tyrosina kinasas,



29

que fosforilan proteinas en residuos tyrosina (Girault, 1993). Recientemente se ha
descripto un tercer grupo de kinasas capaz de fosforilar los tres tipos de aminoacidos
(Lindberg y col al, 1992).

En el cerebro se han descripto vanas kinasas de serina/treonina, las cuales pueden ser
clasificadas en base a su regulacion por segundos mensajeros. Los principales activadores
son: AMP ciclico (cAMP), GMP ciclico (¢cGMP), Ca" " y diacilglicerol (DAG) (Hunter y
Safton, 1991). cAMP activa kinasas dependiente de cAMP (PKA), mientras que cGMP
activa kinasas dependiente de cGMP (PKG). El calcio ejerce su efecto junto con la
proteina calmodulina (CAM) activando kinasas dependiente de Ca /Calmodulina
(CaMK), o junto con DAG y fosfatidilserina (PS), activando proteina kinasa dependiente
de Ca’ /DAG (PKC) (Nishizuka y col, 1986). Ademas en cerebro existen otras kinasas
que no estan reguladas directamente por segundos mensajeros, entre ellas la Caseina
Kinasa I y II, y la MAP kinasa I, II y III, cuyos mecanismos de accion aun no se
conocen bten.

Entre las proteinas tirosina kinasas se incluye a los receptores para insulina, factor de
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
factor de crecimiento nervioso (NGF) y algunos productos de proto-oncogenes, por
ejemplo src kinasa (Ross y col, 1988). La tabla 1 muestra la clasificacion de las proteina
kinasas segun los residuos que ellas fosforilan , su modo de activacion. Algunas kinasas
tienen una amplia especificidad de sustrato y participan en numerosas acciones
fisiologicas de sefiales extracelulares, estas incluyen PKA, CAM kinasa 11 y PKC.

Si bien una gran variedad de kinasa han sido descriptas en cerebro, existen evidencias
que sugieren que PKC cumpliria un rol importante en la regulacion de la plasticidad

cerebral.
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Kinasas

de Serina/Treonina

Kinasas de Tirosina

Kinasas de

Serina/Treonina/Tirosina

Activadas por segundos

mensajeros

<AMP: Kinasas dependiente
de cAMP (PKA)
-<GMP: Kinasas dependientes de
c¢GMP (PKG)
-Ca’'/CAM: Kinasas
dependicntes de
Ca '/CAM
(CAMKU/II/I)
-Ca’ +DAG: Protcina Kinasa C
(PKC)

Activadas por modificaciones

covalentes de la enzima

-Fosforilasa Kinasa

'P“ 4cdc3

No activadas por segundos
mensajeros

(regulacion desconocida)

Cascina Kinasa
(CKly CKIl)
MAP Kinasa
(MAP1/2/3)

Receptores transmembrana
(Activacién mediada por unién
del ligando)
Receptores Para: Insulina

EGF

PDGF

NGF
Receptores que no  son
transmembrana (activados por
fosforilacion)

Familia de Kinasas Src

(PPGO ™)

Activadas por fosforilacién

¢j; Kinasa activada  por

mitégenos

Tabla 1: Clasificacion de proteinas Kinasas de acuerdo a los residuos aminoacidicos

que fosforilan y su forma de activacion (Girault, 1993)




5.3. PKC: isoenzimas, localizacion y funcién

La PKC es una serina/treonina kinasa que fue descripta por primera vez por Nishizuka
y col. en 1977 como una proteina kinasa de histona activable por Ca'', fosfolipidos y
DAG.

Esta enzima, clave para los procesos de transduccion de sefales, es activada a través de
receptores que estimulan el recambio de fosfoinositidos (Berridge, 1984, Strosberg,
1991; Nishizuka, 1986, Nishizuka, 1988). Receptores para aminoacidos excitatorios
(AAE) y ciertos subtipos de receptores muscarinicos de acetilcolina (M1, M3 y M5)
pueden generar 1,4,5 inositol trifosfato (IP:) y DAG. Ademas el IP: puede contnbuir a
incrementar el nivel intracelular de calcio, movilizandolo a partir de almacenamietos
intracelulares (Tanaka y Nishizuka, 1994). Este calcio intracelular conjuntamente con el
DAG pueden activar PKC, translocando la enzima desde el citosol a la membrana
(Nishiizuka, 1986; Nixon y Sihag, 1991; Wieloch y col., 1991). También se ha observado
traslocacion desde membrana a citosol y a citoesqueleto (Padmaperuma y col, 1996).

La PKC es ademas el principal receptor para ésteres de forbol promotores de tumores
(TPA), los cuales la activan in vitro en forma similar al DAG (Bell y Buns,1991). Los
ésteres de forbol han sido ampliamente utilizados como una herramienta farmacologica
para investigar la funcion de la PKC en diferentes procesos celulares tales como:
exitabilidad neuronal y liberacion de neurotransmisor (Nishizuka, 1986; Kaczmarek,
1987), crecimiento y sobrevida neuronal (Hsu, 1985, Montz y col., 1985) y regulacion
de la expresion génica (Angel y col., 1987). La activacion de esta enzima en células
nerviosas esta asociada a la modulacion de canales ionicos (Shermann y co, 1989),
desensibilizacion de receptores (Huganir y Greengard, 1987) , aumento de la liberacion
de neurotransmisor (Dekker y col., 1991) y modulacion de la transmision sinaptica. De
esta forma PKC estaria involucrada en los mecanismos moleculares que subyacen

algunas formas de aprendizaje y memoria (Colley y Routtenberg, 1993)

La PKC es una familia de proteinas de estructuras similares pero con caracteristicas

enzimaticas diferentes. Hasta el momento se han identificado en mamiferos 12



subespecies. (a, BI, BII, ¥ ,5, 0, €, n, £, 1, A y p). Estas isoformas poseen distintas
caracteristicas, se expresan en distintos tejidos y tienen distinta localizacion subcelular.

El pnmer grupo, ¢PKC, consiste en 4 isoenzimas clasicas (o, BI, BII, y) que poseen 4
regiones de secuencia conservada (C1-C4) conjuntamente con 5 regiones de secuencia
variable (V1-V5). Entre las regiones conservadas C1 es esencial para la union al éster de
forbol, C2 parece ser importante para la sensibilidad de la enzima al Ca ', mientras que
C3 contiene el dominio catalitico. La region C4 parece ser necesaria para el
reconocimiento de la proteina sustrato (Tanaka y Nishizuka, 1994). El nuevo grupo,
nPKC, consiste de 4 tipos de PKC: §, 0, €, n aisladas postennormente (Ono y col, 1988,
Osada y col, 1990,1992; Liyanage y col, 1992). Estas isoenzimas carecen de la region C2
por lo tanto no requieren Ca ~ para ser activadas por PS, DAG y ésteres de forbol (Ono
y col, 1988; Konno y col, 1989; Bacher y col, 1991). Es posible que este grupo de
isoenzimas sea activado in vivo por DAG, alin cuando las concentraciones de Ca
retoman a los niveles basales (Tanaka y Nishizuka, 1994). Una nueva isoenzima
recientemente identificada p parece ser miembro de esta subfamilia. El tercer grupo,
aPKC, atipico en mecanismo de activacion, consiste de tres isoenzimas: , 1, A las cuales
fueron aisladas recientemente y aun no estan completamente caracterizadas. Este grupo
ncarece de las regiones C1 y C2, son dependientes de PS pero no son afectadas por el
Ca’’, los ésteres de forbol ni por el DAG (Ono y col., 1988, 1989; Nakanishi y Exton,
1992).

Todas las isoformas de PKC dependientes de Ca " sufren autofosforilacion, cuyo rol
fisiologico es poco claro (Ohno y col., 1990). Por ejemplo, para la PKC a han sido
descriptos al menos 3 fosfositios (Huang y col., 1986; Marais y Parker 1989). La PKC B
puede ser fosforilada por CK I1 y se ha propuesto que esta fosforilacion puede regular la
actividad de la PKC (Tominaga y col, 1991).

Hasta el momento se cree que las distintas isoformas de PKC responden en forma
diferente a varias combinaciones de Ca'’, DAG y/o fosfolipidos produciendo distintos
patrones de activacion con respecto a su duracion, localizacion subcelular y especificidad
de sustrato (Tanaka, 1993; Tanaka y Nishizuka 1994).

En la tabla 2 se muestra la localizacion de las diferentes isoenzimas de PKC

encontradas en cerebro.
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Areas a Bl gl Y €
Cerebrales
Corteza Células Células Células Células Terminales
Piramidalcs/ No piramidales | Piramidales Piramidales Nerviosos
No piramidales
Hipocampo | Células Células Células Células
Piramidalcs Piramidales Piramidales. Piramidalcs
(CAI-CA3) Células Fibras Mossy
Interncuronas Granulares. Via  Pcrforante
Colatcral Schafler
Estriado Neuronas Neuronas Necuronas Células dc Terminalcs
Colincrgicas GABAcérgicas | GABAérgicas |tamaifio medio | Ncrviosos
(intrinsccas) (provectivas)
Sustancia | Neuronas No Terminales Tcrminales Terminales
nigra Dopaminérgicas | Dopaminérgicas | GABAérgicas | Nerviosos Nerviosos
Corteza Células Basket | Células Basket v | Fibras Células Basket, | Fibras paralcleas
Cerebelar |Y¥ Stellata Stellata paralcleas Stellata v de
Fibras Purkinjc
ascendentes Células de
Golgi

Tabla 2: Localizacion de las diferentes isoenzimas de PK( descriptas en las distintas

areas cerebrales (Tanaka y Nishizuka, 1994).

En la tabla 3 se muestra la localizacion intracelular de las isoenzimas de PKC en

neuronas. La y PKC se expresa unicamente en el cerebro y médula espinal (Saito y col,

1988), y ha sido encontrada principalmente en células piramidales corticales, células

granulares y piramidales del hipocampo y en células cerebelares de Purkinje.

En sinapsis




hipocampales la y PKC puede estar restringida a las espinas dendriticas postsinapticas
(Tanaka y Nishizuka, 1994). La isoforma B1 esta localizada principalmente en células no
piramidales del neocortex, mientras que la BII se localiza principalmente en células
piramidales y neuronas estriatales. Entre las otras isoenzimas, la a PKC tiene localizacion
presinaptica (Shermann y col, 1991), ¢ PKC se expresa principalmente en meédula
espinal y células piramidales hipocampales y neuronals sensoriales primarias, en estricta
localizacion presinaptica (Saito y col., 1993; Saito, 1994). La localizacion de las otras
subespecies aun no se conoce. Estudios inmunohistoquimicos utilizando anticuerpos
especificos para las distintas subespecies permitieron estudiar la localizacion de las
isoformas de PKC en el cerebro (Nishizuka 1988; Saito 1994; Tanaka y Nishizuka,
1994).

Isoformas Localizacion Intracelular
a Complejo de Golgi, dendritas y penferia del pericarion neuronal
Bl Penferia del pericarion neuronal
pll Dendritas y complejo de Golgi
Y Membrana plasmatica, citoplasma (principalmente post-sinaptico),
nucleo.
€ Axones, terminales nerviosos, complejo de Golgi

Tabla 3. Localizacion intracelular de las isoenzimas de PKC en neuronas (Tanaka

y Nishizuka, 1994)

Distintas proteinas neuronales han sido descriptas como sustrato de proteinas kinasas,
entre estas: canales iOnicos, receptores de neurotransmisores, proteinas del citoesqueleto,
etc. Las fosfoproteinas pueden ser clasificadas en base a su funcion, residuos fosforilados
(Ser, Thr, Tyr), especificidad de tejido, distnbucidon celular y subcelular. Este ultimo
cnteno es util en células diferenciadas como en neuronas donde se pueden distinguir 4
grandes regiones: cuerpo neuronal, dendritas, axon y terminales nerviosas. En neuronas
se han descripto 2 sustratos especificos de PKC: GAP-43/B-50, de localizacion

presinaptica, y la neurogranina/RC3, de localizacion postsinaptica.
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5.4.La fosfoproteina GAP-43/B-50

GAP- 43 (Growth Associated Protein-43), también llamada B-50, neuromodulina y F1
(Liu y Storm, 1990; Gispen y col., 1991; Stnttmatter y col., 1992) es un sustrato
neuronal especifico de PKC que se encuentra principalmente en axones, conos de
crecimiento y terminales nerviosos presinapticos. A pesar de que GAP-43 ha sido
descripta como una proteina especifica de neuronas, se ha demostradoto que bajo
algunas circunstancias, la proteina es expresada por otros tipos celulares de SNC (Da
Cunha y col., 1991; Deloulme y col., 1990). GAP-43/ B-50 es una proteina acida (pl
4.3-4.7) de 226-247 aminoacidos, dependiedo de la especie. La proteina de rata, que
segun la secuencia de cDNA tendria un peso molecular de 23.6 KDa, tiene un peso
molecular aparente de 43-48 KDa dependiendo del porcentaje de acrilamida del gel
(SDS-PAGE) en el que se halla corrido (Schrama y col., 1987). La porcion amino
terminal (aminoacido 1 al 56 ) estaria involucrada en la asociacion de la proteina a la
membrana y contiene el sitio de fosforilacion por PKC y de union a CAM. La
palmitoilacion de las Cys-3 y/o Cys-4 es importante para su unién a la membrana y la
Ser-41 es el aminoacido fosforilado por PKC (Aloyo y col., 1983; Baudier y col., 1989,
Nielander y col., 1991; Spencer y col., 1992). Se ha observado que GAP-43 interactia
con CAM en una forma atipica, ya que a bajas concentraciones de Ca ', GAP-43 une
CAM y libera CAM en presencia de Ca’~ (De Graan y col., 1990; Liu y Storm, 1990).
Dado que el sitio de fosforilacion por PKC se superpone al dominio de union a CAM (aa
39-51), la fosforilacion de GAP-43 es un factor modulador de la union de CAM. La
fosforilacion de la GAP-43 inhibe la unién a calmodulina (Alexander y col., 1987,
Chapman y col., 1991). Ademas se ha observado que los primeros 24 aminoacidos de
GAP-43 estan involucrados en la union de GTP-y-S a G, (Strittmatter y col., 1990).
Ademas de ser sustrato de PKC ha sido observado que GAP-43 es sustrato de
fosforilacion de otras kinasas. /n vitro la fosforilacion de la proteina GAP-43/B-50
mediada por CKII puede ocurrir en 5 residuos: Ser-191/192 (principal fosfositio), Thr-
88,80y 95 (Apel y col,, 1991). En cultivos neuronales y cerebro de rata recien nacida, la

GAP-43/B-50 es tambien fosforilada por kinasas no identificadas, las cuales reconocen el



residuo Ser-96 y Thr-172 (Spencer y col., 1992). La forma fosforilada de GAP-43 puede
ser defosforilada por proteinas fosfatasas PP1 y PP2A, presentes en la membrana
plasmatica presinaptica y en secciones hipocampales (Docas y col., 1990; Pasinelli,

1996), e in vitro por Calcineurina purificada (Schrama y col., 1989; Seki y col., 1995).

1 —— GAP-43/B-50 22
Dominio de unién
a CAM
NH F 1 | - COOH
' L — — —
gysll /! “PPPP Pl PP
ys 4

RS SN Ser 41 Thl 8§/§9 Thr 95/Ser 96 Thr 172 Ser 191/182
(Palmitoilacion) PKC CK-ll Kinasa? Kinasa? CK-ll

“principal dominio funcional
(aa: 1-56)

Fig 2: Representacion esquematica de la proteina GAP-43/B-50 de rata. El
esquema muestra la posicion relativa del dominio de union a calmodulina y del
sitio de fosforilacion especifico para PKC (Ser-41). Ademas se indican los
residuos de fosforilacion para casina kinasa Il (CKIl) y para un sistema de
kinasas desconocido (?). Fn la porcion NH, se indican los residuos cisteina 3 y 4,
los cuales participan del anclaje a membrana plasmatica a través de la

modificacion postraduccional de palmitoilacion.

La expresion de GAP-43 esta restringida al sistema nervioso durante el proceso de
diferenciacion y crecimiento axonal, mientras que en el adulto, en neuronas no dafadas,
la expresion es baja. En el hipocampo y en las areas olfatorias del cerebro, las neuronas
involucradas en la remodelacion sinaptica, expresan altos niveles de GAP-43
(Oestreicher y Gispen, 1986, Benowitz y col., 1988; Verhaagen y col, 1989). Se ha
descripto que GAP-43 participa en diferentes formas de plasticidad en el cerebro y que la

unica kinasa capaz de fosforilar a GAP-43 que puede correlacionar con la regulacion de

estos procesos es PKC.




5.5. Participacion de la proteina GAP-43/B-50 y de la PKC en los mecanismos

plasticos del sistema nervioso:

La proteina GAP-43/B-50 esta implicada en diferentes formas de plasticidad sinaptica
en el cerebro, tales como crecimiento y regeneracion nerviosa, liberacion de
neurotransmisores, LTP y otras formas similares de plasticidad sinaptica tales como
sensibilizacion conductal por administracion de AMPH y aprendizaje aversivo. En todos
estos procesos los cambios en la fosforilacion de la GAP-43 estan mediados por PKC.

a) Liberacion de neurotransmisor: Se ha observado que un aumento en la fosforilacion
de la proteina GAP-43 se correlaciona con un incremento en el proceso de
neurotransmicion (Dekker, 1989). Por otra parte, ha sido demostrado que anticuerpos
que inhiben especificamente la fosforilacion de la GAP-43 dependiente de PKC, tambien
inhiben la liberacion de noradrenalina y Colicistoquinina (CCK) dependiente de calcio en
sinaptosomas permeados con streptolysina-O (SL-O) (Dekker, 1989; Hens y col.,1993a;
1993b).

b) Crecimiento y regeneracion: Durante el crecimiento axonal ha sido observado un
incremento en la fosforilacion de la GAP-43 mediado por la PKC en la proximidad del
blanco neuronal (Dent y Meiri, 1992), representando posiblemente la estabilizacion del
cono de crecimiento. Incrementos en la fosforilacion de GAP-43 también correlacionan
con una reducida extension del crecimiento neuritico ( Biewenga y col., 1996).

¢) LTP: El modelo de plasticidad sinaptica dependiente de actividad que ha sido mas
intensamente estudiado es la potenciacion de largo plazo (LTP). Este es propuesto como
un modelo para ciertas formas de memoria (Bliss y Collingridge, 1993). Se ha observado
que la estimulacion tetanica de secciones hipocampales produce un aumento en la
fosforilacion de algunas proteinas, una de las cuales es la GAP-43 (Bar y col., 1980).
Una correlacion entre la fosforilacion de GAP-43 y la induccion del LTP ha sido
establecida a través de varios estudios (Benowitz y Routtenberg, 1987; Lovinger y col,
1986; Meberg y col., 1995). La activacion de la PKC es uno de los pasos moleculares
que ocurren durante el incremento y mantenimiento de la eficacia sinaptica:

- manipulacion farmacologica de la actividad de PKC altera el proceso de LTP.

- ratones que carecen de la isoforma yPKC tienen alteraciones en el LTP.



- Mediciones de la actividad total de PKC usando sustratos exogenos o especificos de
neurona han demostrado incrementos en su actividad, luego de estimulacion tetanica.

- Durante el LTP tambien se detectaron translocaciones de isoenzimas de PKC desde el
citosol a la fracciéon de membrana.

d) Finalmente se ha descripto que en estriado de rata, el tratamiento agudo con AMPH
produjo una fosforilacion reducida post-hoc de GAP-43 mediada por PKC (Gnegy y col.,
1993). Sin embargo cambios significativos. No se detectaron cambios significativos en la

actividad total de dicha kinasa.



CONSIDERACIONES FINALES Y OBJETIVO DE LA TESIS:

La participacion de la PKC y de su sustrato presinaptico GAP-43/B-50 fueron
estudiadas en membranas sinapticas de estriado y corteza motora de rata en desarrollo,
luego de una estimulacion motora circular.

La actividad de la PKC puede ser determinada a través de su translocacion a membrana
(analisis de western blot), por medicion de su actividad sobre sustratos o péptidos
sintéticos agregados exogenamente, o bien determinando el grado de fosforlacion de sus
sustratos endogenos.

La primera y segunda aproximacion metodologica sélo proveen una medida de la
actividad total de la PKC, no discriminando entre PKC presinaptica y postsinaptica. Por
lo tanto, para estudiar la actividad presinaptica de la PKC, nosotros también medimos el
estado de fosforilacion de su sustrato neuronal especifico GAP-43/B-50. Nosotros
elegimos este sustrato por las siguientes razones:

1. La proteina GAP-43/B-50 es el sustrato de PKC mejor caractenzado en tejido
neuronal, encontrandose ademas altamente expresado en las interneuronas colinérgicas
del estriado.

2. Puede ser fosforilada (con diferente afinidad) por al menos tres isoenzimas de PKC.

3. La fosforilacion de la proteina GAP-43/B-50 mediada por PKC esta relacionada con
la modulacion de la liberacion de neurotransmisores y es uno de los mecanismos
moleculares activados durante las respuestas plasticas neuronales.

En el estriado de rata la fosforilacion de la proteina GAP-43 participa en los procesos
plasticos inducidos por la administracion de AMPH. Esta es la unica evidencia que
demuestra la participacion de la fosforilacion de GAP-43 en mecanismos de plasticidad
estnatal.

Estudios realizados por nuestro laboratorio demostraron que la actividad funcional
producida durante un periodo critico del desarrollo estriatal puede generar cambios
plasticos permanentes en los niveles de neuroreceptores mACh y dopaminérgicos D1 y

D2 (Ibarray col.,1995, 1996; Ibarra 1997).
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Por lo tanto el objetivo especifico del presente trabajo fue determinar si la
fosforilacion de la proteina GAP-43/B-50, mediada por PKC, participa en la
plasticidad, dependiente de la actividad motora, durante el desarrollo postnatal del

estriado de rata.



MATERIALES Y METODOS:

1.MATERIALES

1.1.DROGAS Y REACTIVOS

El ligando radioactivo 3H-QNB fue obtenido de NEN Dupont a través de su
representante en el pais. El resto de las drogas, excepto que se describa otro origen en el
texto, fueron adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemania), Sigma Chemical Co (St.
Louis, Mo, USA), Carlos Erba (Italia) o Mallinckrodt Chemical Works (USA).

1.2. INSTRUMENTAL

En el presente trabajo se utilizaron los siguientes equipamientos: centrifuga clinica
TJG, microcentrifuga ECYS, espectrofotometro UV/visible Jasco J 0063, cubetas de
cuarzo Fisherbrand, cubetas descartables Kartell, contador de centelleo Tm Analytic
6891/Delta 300, homogeneizador de tejido Tissue-tearor modelo 985-370 Biospec
Products Inc, cubas de electroforesis Vertical Slab Gel Unit modelo SE 200 Hoefer de
Scientific Instruments, cuba de electroforesis Horizontal (Horizont 11-14 GIBCO-BRL-
Life-Technology, INC), cuba de electrotransferencia (construida personalmete siguiendo
el disefio de un equipo de Sigma) y fuente de poder BRL500 Life Technology. Todas las
centrifugaciones de alta velocidad se realizaron en una centrifuga Sorvall RC5C provista
de un rotor SS-34 y las ultracentrifucaciones en una centrifuga Beckman XL-90 con un
rotor T1-90. El aparato de filtracion para separar el ligando libre del unido en los ensayos
de union a ligando, fue construido personalmente siguiendo el disefio de un equipo de

Millipore.

1.3. ANIMALES
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1.3.1. Cepas utilizadas

El animal escogido como modelo experimental en el presente trabajo fue la rata de la
cepa Sprague-Dawley. En todos los experimentos se utilizaron ratas machos. Estos
fueron suministrados por el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental

(IBYME).

1.3.2. Mantenimiento de los animales

Todos los animales fueron mantenidos en condiciones ambientales controladas,
temperatura 20-22 °C y ciclo de luz-oscuridad de 12 hs iniciando el periodo de luz a las
8.00 AM. En las jaulas, dispusieron de alimento y agua ad libitum (salvo en los ensayos
que se indique lo contrano) una distribucion de espacio similar para los distintos grupos

experimentales.

2.ENTRENAMIENTOS

Los animales fueron entrenados segun 2 test diferentes: el Test de Entrenamiento

Circular (TEC) y el Test de Plataforma Giratorio (TPG). Los animales, machos, fueron

entrenados a distinta edad y con distintos esquemas de entrenamiento.

2.1, Test de Entrenamiento Circular (TEC)
2.1.1. Diseiio y caracteristicas del equipo
A fin de realizar el TEC en forma automatica y asi obtener mediciones objetivas, se

desarrollo un aparato acoplado a un dispositivo electronico que permitiera realizar el

conteo de vueltas, el tiempo requerido para realizar una determinada cantidad de vueltas
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y la administracion de la recompensa en forma automatica (Brusés y Azcurra, 1993;

Brusés y col, 1991).

El aparato empleado esta conformado por una pista circular de 16 cm de ancho
construida con dos cilindros de metal de 1.8 mm de espesor y 31 c¢m de alto a cada lado
de la pista, figura 3. Los cilindros de 24 cm y 40 cm de diametro, fueron colocados
concéntricamente sobre una base de madera y el piso de la pista fue recubierto con goma
antideslizante. Todo el material fue pintado de negro. La pista de entrenamiento fue
iluminada con una luz blanca externa al aparato que incidia homogeneamente sobre toda
la pista y recubierta con una tapa de acrilico de 2 mm de espesor con 4 orificios a 90°

coincidiendo, cada uno, con la posicion de cada par de emisor-detector infrarrojo (Fig 3).

Cuatro emisores de rayos infrarrojos fueron colocados por dentro del cilindro interno,
y cuatro sensores o detectores infrarrojos fueron colocados por fuera del cilindro externo
enfrentando cada uno a un emisor. Cada par emisor-detector fue ubicado a cada 90° de
la circunferencia a 2 cm por encima del piso y numerados del 1 al 4 en sentido horano.
Los cuatro sensores fueron conectados a una unidad de memona en forma secuencial.
Los sensores son activados cuando el haz infrarrojo es interrumpido, lo cual sucede
cuando algo se interpone entre el emisor y el detector, en este caso el animal en estudio.
Los sensores fueron conectados al circuito de memoria de manera tal que siempre se
requiere que el sensor anterior haya sido activado para que la activacion del siguiente sea
registrada. Asi, a medida que el animal va recorriendo una vuelta en el sentido
considerado correcto, los sensores van siendo activados. Por ejemplo, si el animal debe
realizar una vuelta en sentido horario para obtener su recompensa, debe interrumpir el
rayo infrarrojo del detector 1 antes de interceptar el rayo del emisor 2, de lo contrario
por mas que el segundo rayo sea interceptado esto no es registrado en el circuito de
memoria, y lo mismo sucede con el detector 3 y 4. Cuando el 3° sensor es activado, el
animal ya recormio las 3/4 partes del circulo en el sentido correcto y se activa el
dispensador de la recompensa que libera, a la altura del 4° sensor, una gota de agua
azucarada de un recipiente anexo. Al llegar el animal al 4° sensor, el mismo es activado,
una vuelta es computada por el contador de vueltas y se resetea el dispositivo de

memorna quedando en condiciones de iniciar un nuevo ciclo. El animal puede moverse
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libremente en ambos sentidos dentro del aparato, pero solo recibira la recompensa si
realiza una vuelta completa en el sentido previamente asignado como correcto, ya que
cada vez que el animal intercepte el 4° sensor el dispositivo de memoria es reseteado
borrando el registro de sensores que puedan haber sido activado hasta el momento.

E! aparato cuenta con un interruptor que permite seleccionar el sentido en el cual los
sensores deben ir siendo activados para que finalmente la recompensa sea liberada. Esto

permite elegir el sentido de giro considerado correcto.

El dispositivo dispensador de agua fue construido con una valvula electromagnética o
solenoide cuyo conducto de entrada esta conectado a un frasco que contiene la
recompensa colocado a una altura suficiente que permita la circulacion de la solucion por
presion hidrostatica. Al orificio de salida de la valvula se le conectdé un tubo de goma
hasta la parte superior del aparato de entrenamiento colocado por encima del 4° sensor,
conectado a una aguja hipodérmica ubicada sobre el orificio correspondiente al 4° sensor
en la tapa de acrilico del aparato y en forma tal que el animal no tiene acceso a la aguja.
Al ser activado el 3° sensor se envia un pulso eléctrico a la valvula, la cual permanece
abierta el tiempo que dure el pulso. Mientras la valvula esta abierta la solucién de la
recompensa circula y cae al piso de la pista en el lugar indicado, donde es ingenda por el
animal. La duracion del pulso eléctrico puede ser regulada por medio de un
potenciometro, asi se ajusta el tiempo que permance abierta la valvula y por lo tanto el
volumen de recompensa que es liberado. En las condiciones establecidas en este trabajo,

la gota liberada tenia un volumen aproximado de 50 pl.
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Fig 3: Diagrama esquematico del aparato del test de entrenamiento circular. (A)
Vista superior de la pista de entrenamiento . Las dimensiones de la pista y las
localizaciones de los emisores de luz infrarroja (I-),detectores infrarrojos (D) y el
lugar de recompensa (A) estan indicados. (B) Vista frontal del aparato. el
dispensador de liquido y los 4 detectores infrarrojos estan conectados a un
dispositivo eléctrico que controla el suministro de la recompensa y registra las

vueltas realizadas en la direccion asignada
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2.1.2.Procedimiento del entrenamiento

Ratas machos Sprague-Dawley de 20, 30, 40 y 60 dias de edad fueron sometidas al
test de entrenamiento circular, el cual fue realizado como nosotros describimos
previamente (Brusés y Azcurra, 1993). Los animales fueron deprivados de agua 24
horas antes de comenzar el entrenamiento, y guiados a girar en una pista circular de un
metro de largo en busca de una recompensa (50ul de una solucion al 10% de agua
azucarada por vuelta) durante 1, 2, 4 o 7 dias (sin contar la sesion Eo de aprendizaje). La
primera sesion (Ey) consistio en recompensar a cada rata a través de sucesivas
aproximaciones para que la misma complete una vuelta en un dado sentido
(preestablecido azarosamente) durante 30 minutos: en los primeros 10 minutos las ratas
fueron recompensadas cada cuarto de vuelta dado en la direccion correcta, durante los
segundos 10 minutos fueron recompensadas cada media vuelta correcta, y los 10
minutos finales fueron recompensadas cada vez que completaron una vuelta en el sentido
de giro preestablecido. De esta misma manera el entrenamiento fue repetido durante las
siguientes sesiones diarias, de acuerdo a un esquema fijo de recompensas. Cada rata fue
colocada diariamente en el tambor de entrenamiento para recorrer 150 metros (150
vueltas) en cada una de las sesiones. Si estas condiciones no fueron completadas dentro
de los 30 minutos, la sesion fue terminada. La deteccion de las vueltas, el conteo del
tiempo y el suministro de las recompensas fueron automaiticamente ejecutados. El
sentido horario o antihorario de giro fue asignado azarosamente en cada experimento.
Animales controles no entrenados fueron tambien mantenidos diariamente en el aparato,
pero no fueron entrenados. En todos los casos los pesos fueron registrados y aquellos
animales con una disminucién de mas del 10 % en su peso fueron descartados. Ademas
en todo momento los requerimientos locales para el trabajo con animales fueron

cumplimentados.
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2.1.3. Cuantificacion del comportamiento en el TEC

En cada sesion se registraron los errores en la direccion de giro 6 la velocidad con la

cual el animal realizo la tarea.

2.1.4, Animales controles

Los animales usados como controles experimentales fueron sometidos al mismo
esquema de depnivacion hidrica. Cada animal control recibio una racion diaria de agua
equivalente al promedio de ingesta hidrica de los animales entrenados en el lote
experimental correspondiente. Sélo en algunos experimentos iniciales se trabajo
simultaneamente con un segundo grupo control el cual no fue deprivado. Ademas de la
depnivacion hidnica, los anmimales controles fueron colocados en el aparato de
entrenamiento pero no recibieron entrenamiento ni recompensa. El comportamiento del
animal control fue registrado. El tiempo que cada animal control permanecié dentro del
aparato en cada sesion de entrenamiento fue equivalente al promedio de permanencia de

los animales entrenados en ese lote experimental en dicha sesion.

2.2. Test Plataforma Giratoria (TPG)

2.2.1. Diseiio del equipo

El disco giratorio fue disefiado y construido de forma de mantener la mayor similitud
posible con el aparato del TEC. Una plancha circular fue recubierta con goma
antideslizante, colocada sobre una base de madera y rodeada de dos cilindros
conceéntricos, uno interno y otro externo. Todos los componentes guardaron las mismas
dimensiones que los utilizados para el TEC. Esta estructura, finalmente fue colocada

sobre un aparato tocadisco cuya velocidad de giro fue modificada de tal manera que
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permitiera un movimiento de la estructura en el sentido horario o antihorario de 15 rpm.
Una marca blanca fue hecha en una posicion cualquiera, del lado intemo y del lado
externo del cilindro externo y fue utilizada como referencia durante el proceso de

entrenamiento. El aparato también fue iluminado con luz blanca homogénea.

2.2.2. Procedimiento de entrenamiento

Ratas machos Sprague-Dawley de 30 dias de edad fueron colocadas sobre una
plataforma giratoria para conseguir que los animales desempefien su actividad motora
eliminando los procesos de aprendizaje asociativo espacial que posee el entrenamiento
circular: TEC (comportamiento motor condicionado). Los animales fueron colocados en
el tambor de entrenamiento, cuyo piso gira a una velocidad de 15 rpm, y las vueltas y el
tiempo fueron contabilizados. En cada caso los animales recorren 150 vueltas (150
metros). El test de entrenamiento motor con plataforma giratona fue ejecutado durante
una unica sesion. Los animales controles tambien fueron ubicados sobre la plataforma
con el aparato desconectado. Estos realizaron un comportamiento exploratorio, no
observandose en ningun caso un comportamiento motor comparable al de los animales

entrenados.

3. OBTENCION DEL TEJIDO PARA ESTUDIOS NEUROQUIMICOS

3.1. Diseccion del cuerpo estriado y corteza motora.

En los tiempos indicados en cada disefio experimental, los animales fueron sacrificados
rapidamente por decapitacion con guillotina. Luego se realizo, en forma inmediata, un
corte longitudinal de la piel en la linea media del craneo y la misma fue removida dejando
al descubierto la calota. Posteriormente se hizo un corte con alicate de la parte posterior
del hueso occipital, se introdujo una espatula de punta roma entre la membrana aracnoide

y la piamadre a fin de que entre aire en el espacio subaracnoideo y poder asi introducir el
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alicate sin dafiar el cerebro. A continuacion se realizaron dos cortes longitudinales de la
calota a la altura de la comisura parieto-occipital del lado izquierdo y derecho, y la parte
superior de la calota fue removida. Introduciendo una espatula en el sentido postero-
anterior por delante de los lobulos frontales, se seccionaron los tubérculos olfatorios y el
cerebro fue levantado hacia atras, retirado de la cavidad encefalica, colocado en un vaso
de precipitado con solucion fisiologica a 0 °C y enfriado a -20 °C durante 2 min.

A continuacion, el cerebro fue puesto con la cara ventral hacia arriba sobre una capsula
de Petri cubierta con papel de filtro humedecido y ubicada sobre hielo. Se realizaron 3
cortes transversales con una hoja de afeitar o un bisturi, uno por delante de los
tubérculos olfatorios, otro por detras de los mismos. Luego, las distintas areas a estudiar
fueron disectadas con espatulas. Se disectaron ambos cuerpos estriados, izquierdo 0

derecho, y la corteza motora (también respetando la lateralidad).

3.2.Fraccionamiento subcelular: Preparacion de membranas plasmaticas de

sinaptosomas (MPS):

Todos los experimentos fueron realizados entre 3 y 5 veces, usando pooles de 4 a 6
animales para cada condicion experimental. Las ratas fueron decapitadas a distintos
tiempos después de finalizado el test de entrenamiento. Los cerebros fueron removidos
rapidamente, y los estriados y cortezas motoras izquierdos y derechos fueron disectados,
separados sobre hielo y pesados. Posteriormente los estnados izquierdos fueron
pooleados entre si, al igual que los estriados derechos, para estudiar posibles asimetrias
neuroquimicas inducidas en el estriado por la estimulacion motora circular producida en
ambos tests. Lo mismo fue realizado con ambas cortezas motoras. Los tejidos fueron
homogeneizados en 20 mM Tris-HCI pH 7.4 ( solucion 10% w/v ), 0.32 M sacarosa,
ImM EDTA, 1 mM EGTA y 0.5 mM PMSF. La preparacion de membrana plasmatica
de sinaptosoma fue obtenida de acuerdo a una modificacion del método de Azcurra y De
Robertis (1967). La homogeneizacion fue llevada a cabo a 1300 rpm mediante 40 golpes
ascendentes y descendentes en un sistema de homogeneizacion de vidrio-teflon (Potter-
Elvehjem), cuyo clearence fue de 0.25 mm. Luego de centrifugar el material a 1090 xg

durante 10 min., los pellets fueron lavados dos veces y luego descartados. Los
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sobrenadantes fueron centrifugados nuevamente a 13000 xg durante 20 min. (pellet
mitocondnal).

Luego de dos lavados, los pellets fueron resuspendidos en buffer 2 mM Tris-HCI pH
pH 7.0, 1 mM EGTA (shock osmoético) y centrifugados a 20200 xg durante 30 min.
Luego los peliets fueron resuspendidos en buffer de homogeneizacion y cargados sobre
un gradiente de sacarosa discontinuo (0.8-1 M) y centrifugados a 100000 xg maxima
durante 80 min. a 4° C en un rotor Beckman 90 Ti. El material ubicado sobre la banda 1
M fue recolectado, lavado en el mismo buffer y pelleteado a 150000 xg 80 min. y
finalmente resuspendido en buffer A (10 mM Tris-HCl, pH 7.4 conteniendo 10 mM Mg
Cl,yimMCacCl,).

Todos los pasos de fraccionamiento subcelular fueron realizados en la presencia de |
mM EGTA para evitar la defosforilacion de la proteina GAP-43 (Meiri y Burdick, 1991,
Gnegy y col, 1993).

La concentracion de proteinas fue determinada por el método de Lowry (Lowry y col,

1951) usando seralbumina bovina (Fraccion V) como estandar.

4.PURIFICACION PARCIAL DE PKC A PARTIR DE CEREBRO BOVINO

4.1.Protocolo de purificacion de PKC

Se efectud segiin el método de Kitano et al (1986) modificado por Gomez et al
(1988). 100-150 gramos de cerebro bovino se homogeneizaron con 3 volumenes (p/v) de
buffer de extraccion (Tns-HCI, pH 7.4) 20 mM, 5 mM EGTA, 2 mM EDTA, 10 mM -
mercaptoetanol; 0.25 M sacarosa: buffer 1) en “Ultraturrax”. Después de centnfugar 1
hora a 10000 xg, el sobrenadante fue sembrado en una columna de DEAE-celulosa,
previamente equilibrada con buffer 2 (Tris-HCl, pH 7.4 20 mM, 0.5 mM EGTA, 0.5 mM
EDTA, 5 mM [-mercaptoetanol) . La columna fue lavada con 5 voliimenes de buffer 2 y
5 volumenes de buffer 2 + 0.015 M de NaCl. Finalmente la muestra fue eluida con un
gradiente ascendente continuo de NaCl (200 ml, de 0.015 a 0.31 M), en buffer 2.
Fracciones de 4 ml fueron analizadas a 280 nm. Las fracciones que registraron una D.O.

280 nm superior a 0.6 fueron pooleadas (fracciones 15-25) y llevadas a 30% de
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saturacion con sulfato de amonio. Después de incubar durante 1 hora a 4°C con
agitacion, la muestra fue centrifugada a 12000 xg durante 20 min. El sobrenadante fue
sembrado en una columna de fenil-sepharosa (vol: 20 ml), equilibrada con buffer 2 + 1.0
M (NH,);SOy. Luego de lavar la columna con 5 volumen del mismo buffer, la muestra
fue eluida con un gradiente continuo decreciente de (NH,),SO, en buffer 2 (100 ml, 1 a0
M). Para asegurar la elucion completa de la PKC se mantuvo la columna durante 16
horas a 4°C en buffer 2 + 50 mM de (NH4),SO,4. En cada fraccion fue analizada la
actividad de kinasa dependiente de calcio-fosfatidilserina y dioleina. Las fracciones en las
cuales se registro actividad se utilizaron como fuente de enzima para los ensayos

posteriores de fosforilacion con PKC exogena.

4.2.Medicion de la actividad de PKC bovina purificada

El ensayo de PKC se realizo midiendo la incorporacion de **P (y->P ATP) a la histona
H-IIT S (Sigma), segiin una modificacion del método de Takai et al (1977)

La mezcla especifica de reaccion contiene:

Tns-HCI, pH 7.4 20mM

MgCl, 10 mM

CaCl, 0.5 mM

fosfatidilserina 60 pug/ml (sonicada 1 min)
dioleina 3 pg/ml (sonicada 1 min)
Histona H-11IS 400 pg/ml

[ v-*P]JATP 50 uM (Ae: 10* cpm/pmol)

Para medir la actividad basal, en lugar de CaCl,, fosfatidilserina y dioleina se utilizé 0.5
mM EGTA.

La medicion se llevo a cabo mezclando 40 ul de la solucion de la enzima con 20 pl de
la mezcla de reaccion e incubando dicha mezcla durante 10 min a 30°C . La reaccion fue
terminada pipeteando 40 pl de la mezcla sobre papel de fosfocelulosa (Whatman P-81)
de 2 x 2 cm, que fueron inmediatamente sumergidos en una solucion de acido fosforico

75 mM. Se llevaron a cabo 3 lavados de 20 min cada uno, luego los filtros fueron



secados a temperatura ambiente y la radioactividad incorporada fue registrada por

centelleo liquido utilizando una mezcla centellante de tolueno-omnifluor.

La actividad enzimatica fue determinada utilizando la siguiente féormula:
pmoles *’P inc/min= [ATP] x factor de dilucion x cpm registradas

cpm totales de [y-"PJATP x tiempo

1000

Actividad especifica
(cpmJug de proteina)

Figura 4: Diagrama de barras mostrando la actividad especifica alcanzada en
diferentes pasos del protocolo de purificacion de PKC bovina. DEAE: representa
el principal pico de actividad obtenido de la columna de intercambio anionico.
Fl6y FI7 (F: fraccion) representan los principales picos de actividad obtenidos
de la columna de Fenil Sefarosa. La actividad especifica esta expresada como:

cpm incorporadas a histona ug de proteina.

5. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

10 a 50 ng de proteinas fueron sometidas a electroforesis unidimensional en geles de
SDS-poliacrilamida 12 % (SDS-PAGE). Los geles fueron tefiidos con coomasie blue,
destefiidos y expuestos a una pelicula de autorradiografia (Agfa-Curix film). Finalmente
el analisis densitométrico del film fue realizados usando un sistema de analisis de imagen

(5.02 v Image Research Inc; Ontario-Canada).



6. ANALISIS DE LA EXPRESION DEL mRNA DE ¢-FOS

6.1. Tratamiento con metrazol

Ratas machos (adultos) fueron inyectadas intraperitonealmente con una dosis del
agente convulsivante metrazol (Sigma 6, 7, 8, 9-tetrahidro-5-H-tetrazol 1,5-alazepina):
50 mg/kg de peso. Con el objeto de realizar un estudio cinético de la induccion del
mRNA de c-fos por metrazol, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion a los 0, 30,
60, 90 y 210 minutos. Para la extraccion de RNA se utilizaron 2-3 animales por cada

tiempo.

6.2.Extraccion de RNA

El RNA total de total de cuerpo estriado de rata fue preparado por el método de
Chomczynski y Sacchi (1987). Los estniados derechos e izquierdos fueron separados,
cortados en pequenios fragmentos, lavados con PBS, y homogeneizados en buffer en
presencia de isotiocianato de guanidina (4 M tiocianato de guanidina, 25 mM citrato de
sodio; 0.1 M 2-mercaptoetanol;, 0.5% lauril-sarcosina) con homogeneizador de cuchilla
metalica a 15000 rpm durante 30 seg.

El paso siguiente fue una extraccion por agregado secuencial de NaAcO, fenol
saturado en agua y cloroformo-alcohol isoamilico (49:1). Siguieron dos precipitaciones
con un volimen de alcohol isopropilico y dos lavados con etanol 75 %. El pellet final fue
resuspendido en agua libre de RNAsas, cuantificado y alicuotado a -20 °C hasta su uso.

El RNA fue cuantificado espectrofotométricamente a 260 nm considerando una unidad
de densidad oOptica equivalente a 40 pg/ul de RNA. La relacion de absorvancia 260/280

fue utilizada para determinar el indice de pureza.

6.3.Analisis del RNA por Northern blot

El RNA total fue fraccionado por electroforesis en geles de agarosa 1 % en presencia

de formaldehido y transferidos a membranas de Nylon (Hybond, Amersham). La



6.3.Anilisis del RNA por Northern blot

El RNA total fue fraccionado por electroforesis en geles de agarosa 1 % en presencia
de formaldehido y transferidos a membranas de Nylon (Hybond, Amersham) ILa
cantidad e integridad del RNA fue confirmada, después de la transferencia por tincion de
la membrana con azul de metileno. Después de fijar el RNA a las membranas durante 2
horas a 80 °C, estas fueron hibridizadas con una sonda marcada con [a-?P]dCTP por
random priming (10° cpm/ml) en presencia de 50 % formamida a 42 °C. Las membranas
fueron lavadas 2 veces, 15 min. cada lavado, con 2 X SSC, 0.1 % SDS a temperatura
ambiente y 4 veces a 55 °C, 15 min. cada lavado, con 0.1 X SSCy 0.1 % SDS. Para
detectar la expresion del proto-oncogen c-fos se utilizé un fragmento cDNA de c-fos de
raton (Fig. 5), escindido del plasmido pBFH480 por restriccion con Hind 111 y Eco RI.
La cuantificacion de la expresion del mRNA de GAPDH (gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa) fue realizada por densitometria. Esta medicion permitié determinar que
las diferencias observadas en la expresion del c-fos no fueron debidas a diferencias en la
cantidad de RNA total sembrado en las distintas calles. El c-fos pudo ser cuantificado en
un solo experimento debido a que los valores controles presentan niveles proximos al

limite de deteccion de la técnica.

+1951 +2438

Hind 11l

pBFH480

Figura 5: Fragmento de cDNA de c-fos que se extiende desde el nucleotido (+) 1951
al (+) 2438 clonado en el vector pBFH480.

Amp r: Gen que confiere resistencia a ampicilina




7. DETERMINACIONES NEUROQUIMICAS

7.1. Determinacion de acetilcolinesterasa (AChE)

La determinacion de AchE fue realizada por el método de Ellman (4). Para ello, 40 ul
de muestra fueron incubados durante 20 minutos con 985 pl de buffer fosfato 0.1 M pH
8, 35 ul de 0.1 M DTNB, 40 ul de 10-35 M ethopropazina (inhibidor de la
butirilcolinesterasa). A continuacion se agregaron 40 ul de 15 mM acetiltiocolina vy,
manteniendo la temperatura a 37°C, se realizo la lectura espectrofotométrica continua a
412 nm durante 3 minutos. La actividad enzimatica fue determinada por la degradacion
de la acetiltiocolina, con exposicion del grupo tiol que al reaccionar con el DTNB

produce un complejo de coloracion amarilla.

La actividad especifica relativa de AchE en cada fraccion fue determinada, como:

Actividad de AchE/mg proteina en fraccion X

Actividad de AchE/mg proteina en Homogenato

Fraccion Homogenato/ Nucleo Mitocondna| Microsoma | MPS-1M
subcelular Pellet total

Actividad 1.0 1,12+£0,23 10,95+0,13 1,79+0,44 |4,340,91
especifica de AChE

Tabla 4: Distribucion de la actividad acetilcolinesterasa en fracciones subcelulares.
los valores representan la actividad especifica relativa de la enzima evaluada como se

describe en Materiales y Métodos.

La tabla 4 muestra los niveles detectados de AChE en distintas fracciones subcelulares
en cuerpo estriado ratas. Esta enzima es una proteina de membrana sinaptica que
participa en la transmicion colinérgica y puede ser utilizada como marcador de fraccion
de membrana sinaptica. La distribucion de la actividad especifica da AChE permite

determinar el grado de enriquecimiento en terminales sinapticos colinérgicos de cada



fraccion. De la tabla se desprende que la fraccion MPS-1M del gradiente de sacarosa

presenta la mayor concentracion de actividad de esta enzima marcadora.

7.2.Evaluacion del Receptor Colinérgico Muscarinico (mAChR)

La cuantificacion del receptor colinérgico muscarinico se realizd mediante la técnica

de ensayos de union (binding) competitivos empleando como ligando especifico el *H-
QNB, con una actividad especifica de 30-60 Ci/mmol.

La determinacion de receptores mACh fue realizada por ensayos de subsaturacion (0,9
nM de *‘H-QNB) y saturacion (1,8-2 nM *H-QNB) sobre las distintas muestras de tejido
obtenidas a partir de la fraccion de MP 1M del gradiente de sacarosa. Para ello, el tejido
(10-20 pg de proteina membrana sinaptica | M) fue incubado en buffer Tris-HCl 50 mM,
pH 7.4, volimen final de incubaciéon 0.5 a 1.0 ml, en presencia de 0,9 o0 2 nM 3H-QNB
durante 30 min a 37 °C bajo agitacion. Cada determinacion fue realizada por triplicado y
la union inespecifica del ligando al tejido fue evaluada en presencia de 10 uM de
Atropina por ensayo duplicado.

El ensayo de union al ligando especifico se realizé mediante la técnica de Yamamura y
Snyder (1974). Luego de la incubacion, el ligando unido se separo del ligando libre por
el método de filtracion al vacio utilizando un aparato de filtracion de 8 bocas tipo
Millipore y usando filtros de papel Whatman GF/B, con una velocidad de flujo de 5
ml/min. La incubacion se corté con el agregado de 3 ml de buffer de incubacion frio al
tubo de ensayo, este se volco sobre el filtro correspondiente y se lavo 3 veces con 4 ml
del mismo buffer. Los filtros se colocaron en un vial y se secaron en estufa a 42 °C
durante toda la noche. Los viales se cargados con 10 ml de liquido de centelleo (0.25 ¢
POPOP y 4 g PPO por cada litro de tolueno bidestilado), fueron mantenidos a 20 °C en
oscuridad durante 30 min antes de realizarse la cuantificacion de radioactividad.

En todos los casos, luego de la eliminacion del ligando libre, la radioactividad
remanente fue cuantificada en un contador de centelleo. Para determinar el quenching y
la eficiencia del aparato se utilizo el método de relacion de canales y una curva estandar

para tritio.
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Las desintegraciones por minuto (DPM) se obtienen conociendo las cuentas por
minuto (CPM) que detecta el aparato y la eficiencia (Ef) de conteo a partir de la relacion

de canales obtenida.

DPM = CPM
% Ef

Las DPM obtenidas a partir de un tubo incubado en presencia del desplazante
particular (por ejemplo, atropina 10 pM) para el 3H-QNB corresponden a la union
inespecifica del ligando al tejido. Incubando en ausencia del desplazante frio se obtienen

las DPM totales. Las DPM correspondientes a la union del ligando al receptor es:
DPM receptor = DPM totales - DPM inespecifico

La cantidad molar correspondiente a las DPM de cada medicion se calculan a partir de
la actividad especifica del ligando utilizado. Los resultados se expresan en fmoles

receptor/ mg proteina.

7.3. Ensayos de fosforilacion de GAP-43

La fosforitacion endogena fue realizada usando condiciones que se saben activan PKC
endogena (Kristjansson et al 1982). 10 a 50 pg de proteina de MPS fueron
preincubadas 5 min. a 30 °C en un volimen final de 25 pl en la presencia de 7.5 uM
ATPy 2 uCi [y-?P] ATP (Dupont 6000 Ci/mM en buffer A). La reaccion fue iniciada
por el agregado de ATP y finalizada 1 min después mediante el agregado de 12.5 nl de
una solucion desnaturalizante 3X conteniendo SDS (187.5 mM Tns-CIH pH 6.5, 6%
SDS, 15% B-mercaptoetanol, 30 % glicerol y 0.003 % azul de bromofenol).

En algunos experimentos PKC exogena, purificada de acuerdo al protocolo descripto
anteriormente, fue agregada al medio de incubacion de MPS inactivadas por

calentamiento (100 °C, 2 min). Las reacciones de fosfonilacion fueron llevadas a cabo



durante 1 y 10 min respectivamente con 10 ul de PKC exogena por cada 10 pg de

proteinas de MPS (2 pmoles/min . pl).

7.4.Determinacion de la actividad de PKC

La actividad de la PKC fue determinada mediante un ensayo de fosforilacion in vitro
usando histona I11 S (Sigma) como sustrato (Cole. y col, 1988). Las reacciones fueron
realizadas a 30 °C durante 1 min, en un volimen final de reaccion de 25 ul usando 8 a 10
pg de proteinas de MPS. La mezcla de reaccion contiene 50 mM Tns-HCI, pH 7.6; 0.2
mM EDTA; 10 mM MgCl,; 5 mM B-mercaptoetanol, 10 uM ATP; 100 pg/ml inhibidor
de PKA (Sigma); 0.6 pg/ul de histona 111 S 'y 1 uCi de [y-’P] ATP. La incorporacion
de fosfatos fue evaluada en la presencia o ausencia de los activadores de PKC: 0.1 uM
4B-forbol 12-mirystate 13-acetate (TPA), 100 pg/ml de fosfatidil serina (Sigma) y | mM
de CaCl,. La reaccion fue finalizada mediante el agregado de 12.5 pl de una solucion de
desnaturalizacion 3X conteniendo SDS. Las fosfoproteinas marcadas fueron separadas
enun gel SDS-PAGE 15%. Luego de la fijacion y tinciéon con coomasie los geles fueron
secados y expuestos a una pelicula de autorradiografia Agfa-Curix film. La banda de la
histona fue escindida del gel seco y la radioactividad fue medida en un contador 8 por
centelleo liquido. La actividad de PKC fue calculada como pmoles de *P

incorporados/min . mg de proteina. Cada ensayo fue realizado por cuadruplicado.

7.5.Western blot de GAP-43

20 a 40 pg de proteinas de SPM fueron transferidas electroforéticamente (Towbin y
col, 1979) durante 12 horas a 250 mA en buffer de Towbin a membranas de
nitrocelulosa, poro 0.45 um. Con el objeto de identificar, en forma semicuantitativa, la
presencia de GAP-43 en MPS se utilizaron IgGs anti-B-50 (8920), purificadas en
columnas de afinidad (Oestreicher et al., 1983, Mercken et al, 1992). Después de
preincubar las membranas en TBS (10° mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7.5), 22 °C en

presencia de 5% leche descremada (Molico) durante 60 min a 22 C con agitacion, fueron



incubadas con el antisuero especifico diluido 1/1000 durante 2 horas a temperatura
ambiente con agitacion. La inmunoreactividad fue detectada usando anticuerpo
secundario biotinitado y complejo avidina-biotina conjugado a peroxidasa (Vectastain

Elite ABC kit, Vector) y visualizado con diaminobenzidina en presencia de H;O

7.6.Inmunoprecipitacion de GAP-43

El ensayo de inmunoprecipitacion fue desarrollado segin el método de Oestreicher y
col (1986). 25 ug de proteina fosforilada desnaturalizada de MPS fueron ajustadas a una
concentracion de 2 pg de proteinas cada 20 pl con buffer de inmunoprecipitacion (Buffer
C: 200 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Na,HPO, y 0.5 % Nonidet P-40).
Posteriormente 100 il de antisuero anti-B-50 diluido 1/50 en buffer C fueron agregados.
Los anticuerpos fueron incubados durante 16 horas a 4 °C con agitacion. Con el objeto
de precipitar los complejos antigeno-anticuerpo formados, proteina A de membranas de
Staphylococcus Aureus (SAC), inactivadas con formaldheido, fueron utilizadas. Después
de lavar las membranas 2 veces con buffer C, 50 pl de de esta preparacion fueron
agregados a la mezcla de inmunoprecipitacion e incubados durante 30 min a temperatura
ambiente. Luego de centrifugar durante 10 min a 4800 xg en una microcentrifuga de
mesada refrigerada (eppendorf), los pellets fueron resuspendidos en 30 pl de solucion
desnaturatizante de SDS y hervidos durante 10 min. La incorporacion de fosfatos
radioactivos a la GAP-43 inmunoprecipitada fue analizada mediante electroforesis en
geles desnaturalizantes 12 % (SDS-PAGE), seguido por autorradiografia y densitometria

del mismo.

8.Analisis estadistico

Un analisis de la varianza de 2 factores o de 1 factor (ANOVA) fueron usados segun
los casos para analizar los resultados neuroquimicos. El disefio de la ANOVA de 2
factores consideré control vs. entrenado, como un primer factor,y hemisferio ipsi vs.

contralateral (o izquierdo vs. derecho), como un segundo factor. Las diferencias entre
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grupos fueron medidas aplicando el test 7 de Student para muestras pareadas o no
pareadas, o mediante la utilizacion de tests de comparaciones multiples (Student-
Newman-Keuls o Dunnett) para muestras no pareadas.

Los coeficientes de correlacion fueron obtenidos estudiando el grado de asociacion

lineal entre dos variables, usando el programa Graph-Pad Instat Software Inc.
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RESULTADOS

1. Evaluacion del comportamiento de los animales en el TEC

La prueba conductal en el TEC representa el modo de induccion de una respuesta
fisiologica en los animales, 1a cual a su vez genera modificaciones neuroquimicas en las
areas cerebrales involucradas. Cualquier analisis de los cambios neuroquimicos
desencadenados por la actividad funcional debera evaluar si el comportamiento
desarrollado en el test fue similar o no entre los distintos grupos experimentales. En
particular en este test de comportamiento condicionado la actividad final desarrollada
por los animales esta fuertemente influenciada por la destreza motora y la habilidad para
aprender la consigna (Brusés y Azcurra, 1993). Durante el TEC el comportamiento
motor fue evaluado a través de la varable velocidad de giro, dado que la misma se
relaciona con la respuesta particular del amimal en forma independiente del operador. Por
otra parte se selecciono la vaniable errores asociativos (EA) para evaluar de la manera
mas precisa posible el componente de aprendizaje asociativo. Los EA fueron medidos
durante los primeros 5 minutos de la segunda sesion de entrenamiento para dejar fija la
variable tiempo. En estos primeros minutos de cada sesion los animales cometen 75-80
% de los errores totales registrados en esa sesion. La discriminacion espacial evaluada en
el TEC muestra similitudes con respecto a la discriminacion espacial observada en un

laberinto en T.

1.1. Comparacion de la respuesta al TEC entre animales de distinta edad.

La respuesta motora (velocidad) y el aprendizaje asociativo (EA) fueron evaluados en

animales machos de 20, 30, 40 y 60 dias de edad al cabo de la segunda sesion de

entrenamiento (E2D). Los valores de estas variables fueron volcados en la tabla 5.
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EDAD (Dias) Velocidad (metros/min) + SD Errores Asociativos (EA) + SD
20 5,34 £ 0,93 11,3+238*
30 5,50 + 0,82 5,40 + 1,87
40 6,01 +0,63 4,33 +1,36
60 5,06 £ 0,91 3,83 +1,87

Tabla S: Andlisis comparativo de los errores asociativos y la velocidad
desarrollada en funcion de la edad. I.os valores corresponden a la segunda
sesion de entrenamiento circular. Los errores asociativos corrsponden a los
valores registrados en los primeros 5 minutos de la sesion (E2)). *P- 0,001 vs

olras edades, por el test t de Student-Newman-Keuls para muestras no pareadas.

El estudio de la velocidad demuestra que desde el punto de vista de esta variable no
existen diferencias en el comportamiento motor entre ninguna de las edades testeadas
(P>0,1). Sin embargo, desde el punto de vista de los errores asociativos el grupo de
animales de 20 dias mostré la mayor cantidad de errores. El analisis estadistico indico la
presencia de diferencias significativas respecto a los otros 3 grupos de edades (P<0,001).
Entre los animales de 30, 40 y 60 dias de edad no existieron diferencias estadisticamente
significativas (P>0,1).

En el caso particular de las ratas de 20 dias de edad, si bien éstas no mostraron
diferencias significativas relacionadas con la velocidad, a esta edad se detecté una mayor
cantidad de errores asociativos. Posiblemente una mayor respuesta motora pudo ser
desplegada por los animales de 20 dias, la cual le permitio obtener una velocidad de giro
(recompensada) similar a la de los otros grupos. Por lo tanto, si bien la velocidad
registrada en el TEC no representaria la velocidad real, ésta puede ser una buena
aproximacion para estudiar la correlacion con los cambios bioquimicos a una edad
particular. Queda claro también que la velocidad registrada es mayor o igual que la real.
Las velocidades registradas durante el TEC y volcadas en la tabla 5 superan en todos los
casos la velocidad de 5 metros por minuto. Esta intensidad de actividad motora produce
en el estriado contralateral cambios bioquimicos detectables, los cuales estan

relacionados entre otros con el metabolismo dopaminérgico (Freed y Yamamoto, 1995).
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Es interesante mencionar que el analisis comparativo de las velocidades registradas en el
TEC durante 7 sesiones diarias consecutivas entre las distintas edades demuestra que las
ratas de 20 dias poseen una mayor velocidad teorica maxima (Vm) (P<0,001) y necesitan
una mayor cantidad de refuerzos para alcanzar la mitad de su maxima velocidad teonca
(L) (P<0,001). Estas variables son obtenidas luego de aplicar una transformacion (similar
a la de Scatchard) a los valores de velocidad y nimero de vueltas totales (Brusés y
Azcurra, 1993; Heyman y Beer, 1987). No existieron diferencias significativas luego de

comparar entre si a las mismas variables en ratas de otras edades (P>0,1) (Tabla 6).

EDAD Vm L

20 16,928+ 2,41 * 41546 *
30 12,24+ 2,03 175432
40 11,955+ 1,45 205+38
60 11,78+1,83 198427

Tabla 6: Andlisis de los valores de Vm y 1. en funcion de la edad, luego de 7 sesiones
de entrenamiento circular. * P-.0,001 vs. otras edades, por el test de Student-Newman-

Keuls para muestras no pareadas.

Por ultimo la tabla 7 muestra la evolucion de las mismas vaniables (EA y velocidad) en
funcion de las sesiones de entrenamiento para los animales de 30 dias de edad. Esta tabla
muestra que entre la primera y la segunda sesion se produce una reduccion significativa
(51,3 %) en el nimero de errores asociativos (P<0,001). Con respecto a la velocidad la

misma alcanza una estabilizacion entre las sesiones 3 y 4.
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Sesién de| E1 E2 E3 E4 ES E6 E7
entrenamiento
No

EA 1M1£37 [54+26* (48+23 4,02+41,62 |4,1410,93 |2,5810,8 1,83+ 0,56

Veloc. (m/min) 3503 55+0,82 |7,02+1.07 |823%].2 86114 |9.16x1.62 |873+185

edad (dias) 3 32 33 34 35 36 37

Tabla 7: Evolucion de la velocidad y los errores asociativos en animales de 30
dias durante las sesiones de entrenamiento. *P--0,001 vs -1 por test t de Student

para muestras pareadas.

2. Identificacién de la fosfoproteina GAP-43/B-50 y deteccion de su fosforilacion
por PKC en preparaciones de membranas plasmaticas sinaptosomales (MPS) de

estriado de rata

Durante el presente trabajo se estudio la fosforilacion de la proteina GAP-43/B-50
utilizando técnicas que requieren electroforesis unidimensional en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes (SDS-PAGE). La banda correspondiente a la proteina GAP-43 fue
identificada mediante la utilizacién de anticuerpos policlonales (generosamente cedidos
por la Dra. A. B. Oestreicher, RMI, Utrecht University. The Netherlands). En la figura 6,
la banda indicada como GAP-43 presento inmunoreactividad por ensayos de western
blot. Ademas esta fosfoproteina fue bajo condiciones que activan PKC endogena (Fig.6),
asi como también por PKC exdgena purificada (Fig.13). Como se observa en la figura 6,
la utilizacion del éster de forbol TPA increment6 significativamente su nivel de
fosforilacion (P<0,01). Contrariamente el quelante de Ca~ (EGTA) y los inhibidores de
PKC (H7 y Staurosporina) redujeron significativamente la incorporacion de fosfatos
radioactivos dentro de la proteina GAP-43 (P<0,01). Esta misma banda fue
especificamente inmunoprecipitada luego de llevar a cabo ensayos de fosforilacion in

vitro utilizando condiciones que activan PKC endégena (Fig. 10).
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Figura 6: Identificacion de GAP-43. Panel superior: Autorradiografia
representativa de un ensayo de fosforilacion endogena de proteinas de MPS
aisladas a partir de cuerpo estriado. lLas reacciones fueron realizadas en
ausencia (control) o en presencia de diferentes agentes: H-7 (10° M),
Staurosporina (10° M), EGTA (2,5 mM), Ester de forbol (1PA, 1 uM) y heparina
3 ugml (inhibidor de caseina kinasa). La ultima calle muestra un inmunoblot
represemtativo de la proteina GAP-43/B-50. La cabezas de flecha indican la
posicion de los marcadores de peso molecular: 95,5; 55; 43; 36; 29; 18; 5:12.
Panel inferior: Cuantificacion del nivel de fosforilacion in vitro de GAP-43 B-50.

Los datos estan expresados como porcentaje del valor control y representanla
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media = SD de 3 experimentos independientes medidas por triplicado *P- 0,01

por el test de Dunnett.

La proteina de rata presenta un peso molecular aparente de 43-48 KDa dependiendo
del porcentaje de poliacrilamida del gel (Schrama y col., 1987). En todos los casos la
proteina indicada como GAP-43 present6 una movilidad electroforética de 43 KDa y fue
una de las principales fosfobandas observadas en los autorradiogramas. En sistema
nervioso la proteina GAP-43 ha sido descripta como uno de los principales sustratos de
PKC (Aloyo y col., 1983). Sin embargo la GAP-43 puede ser fosforilada in vitro por
otra/s kinasa/s que aun no han sido identificadas (Spencer y col.,1992). En este ultimo
trabajo se demuestra que la fosforilacion de la proteina GAP-43 esta limitada al residuo
Ser-41, sitio especifico para PKC, en cultivos de ganglio cervical superior tratados con el
detergente saponina. Estos resultados sugieren que este sistema de kinasa/s podria ser
sensible a saponina o soluble bajo estas condiciones. Por lo tanto nosotros llevamos a
cabo la fosforilacion in vitro de proteinas de MPS en ausencia y presencia de este
detergente. Como se observa en la figura 7 el tratamiento con saponina no modifico el
nivel de fosforilacion de GAP-43, por lo que este sistema alternativo de fosforilacion de

kinasa/s no participaria en nuestras preparaciones de membranas sinapticas estriatales.
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Figura 7 :A- Autorradiografia representativa mostrando la fosforilacion in vitro
de proteinas de MPS aisladas a partir de estriado total de rata. Las muesiras
fueron fosforiladas en ausencia (control) o presencia (+) del detergente saponina
0,02% p'v. Las cabezas de flecha indican la posicion de los marcadores de peso
molecular: 95.5; 55; 43; 36; 29; 18,5; 12 kDa. B- Cuantificacion de la
Sfosforilacion endogena de GAP-43/B-50. Los datos se expresan como % del valor
control y representan la media + SD de tres experimentos independientes medidas

por duplicado.

Ademas, la GAP-43 puede ser fosforilada in vitro por CKII (Pisano y col., 1988),
principalmente sobre residuos Ser-192/193 (Apel y col., 1991). Para descartar la posible
participacion de esta kinasa, nosotros realizamos ensayos de fosforilacion endogena en
presencia de heparina, un potente inhibidor de CKII (Apel y col., 1991). Como se
observa en la figura 6, el analisis densitométrico demuestra que la incorporacion de
fosfatos radioactivos no esta afectada por el tratamiento con heparina. Estos resultados
sugieren que la GAP-43/B-50 esta siendo fosforilada por PKC en fracciones de MP de

sinaptosomas aisladas a partir de cuerpo estriado de rata.
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3. Estudio de la fosforilacion endégena de la proteina GAP-43/B-50 en cuerpo
estriado de rata de 30 dias de edad luego de distintas sesiones de entrenamiento

circular (TEC).

Una vez identificada la fosfobanda correspondiente a la proteina GAP-43, nosotros
utilizamos preparaciones de membranas sinapticas para determinar si la fosforilacion in
vitro de esta proteina es modificada luego de realizar diferente numero de sesiones de
entrenamiento circular. Comenzamos utilizando membranas sinapticas de estriado de rata
de 30 dias de edad que fueron sacrificadas 30 minutos después de finalizada la respectiva
sesion de entrenamiento, ya que datos previos de nuestro laboratrio indicaban que en
estas fracciones pueden ser detectados cambios significativos en la afinidad del receptor
muscarinico de acetilcolina (Ibarra, 1997). Ademas amplias evidencias indican que en los
procesos plasticos en los que participa la PKC, ésta interviene cast exclusivamente entre
los 5 y 60 minutos post estimulacion (Akers y col, 1986, Ramakers y col, 1995,
Pasinelli, 1996).

La figura 8 muestra que solamente cuando los animales fueron entrenados durante dos
sesiones consecutivas (una cada dia) se observd una reduccion significativa en la
fosforilacion endogena de la GAP-43 en el estniado contralateral al sentido de giro. Por
el contrario, cuando los animales fueron entrenados durante 1, 4, o 7 sesiones
consecutivas, no se encontraron diferencias significativas respecto al grupo control no
entrenado. Estos resultados indican que luego de la segunda sesion de entrenamiento
ctrcular los cambios en la fosforilacion in vitro de la GAP-43 pueden ser generados por
la actividad fisiologica y que los mismos se disparan mayoritariamente cuando los
animales alcanzan un determinado nivel de actividad durante el entrenamiento. Por lo
tanto los estudios posteriores utilizando el TEC fueron realizados hasta la segunda sesion

de entrenamiento.
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Figura 8: Analisis del nivel de fosforilacion de GAP-43 en funcion de las
sesiones de entrenamiento.  Cuantificacion  densitométrica de las
autorradiografias correspondientes a la fosforilacion endogena de la proteina
GAP-43 luego de 1,2,4 y 7 sesiones diarias de entrenamiento circular. En todos
los casos los animales de 30 dias fueron sacrificados 30 minutos post
entrenamiento 'y los estriados izquierdo y derecho fueron procesados
separadamente. Fn cada sesion los valores se expresan como el porcentaje del
maximo valor control y representan la media + SD de 3 experimentos
independientes. Cada  determinacion fue realizada por triplicado o
cuadruplicado. 1- Control ipsilateral (deprivado de agua), 1a-control ipsilateral
no deprivado, 2- entrenado ipsilateral, 3- control contralateral (deprivado de
agua), 3a- control contralateral no deprivado, 4- entrenado contralateral. *

P<0,001 vs. controles contralaterales por el test de Student-Newman-Keuls
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después de ANOVA y vs. entrenado ipsilateral por test t de Student para muestras

pareadas.

4. El entrenamiento circular modifica el estado de fosforilacion de la proteina

GAP-43/B-50 en el cuerpo estriado de rata durante el desarrollo postnatal

Los efectos del test de entrenamiento circular (TEC) sobre la fosforilacion in vitro de
la GAP-43/B-50 fueron evaluados durante el desarrollo postnatal del estriado de rata.
Para realizar estos experimentos, ratas machos de 20, 30, 40 y 60 dias de edad fueron
sometidas al test de entrenamiento circular (durante 2 sesiones de entrenamiento, E2D) y
sacrificadas a los 30 minutos después de finalizada la tarea. En todos los casos se
aislaron MPS a partir de cuerpo estriado discriminando entre hemisferios ipsi y
contralateral al sentido de giro. Como puede ser observado en la figura 9 las membranas
provenientes de animales de 30 dias de edad muestran una reduccion en la fosforilacion
in vitro de la proteina GAP-43/B-50. Los animales entrenados mostraron una
disminucion promedio del 29,5 % en el nivel de fosforilacion endégena en el estriado
contralateral respecto del lado ipsilateral (P<0,001). Cuando comparamos los niveles de
fosforilacion de GAP-43 entre los estriados izquierdo vs. derecho (o ipsi vs.
contralateral) de animales controles, no detectamos diferencias significativas en ningun
€aso.

Ademas, el TEC produjo una caida significativa del 29,3 % en la fosforilacion
endogena de GAP-43 respecto al estriado de animales controles (P<0,001). Estos
cambios ocurrieron en el estriado contralateral, independientemente de la direccion de
giro elegida en cada experimento.

Animales de 20, 40 y 60 dias de edad no mostraron diferencias significativas en

relacion al nivel de fosforilacion de esta proteina (Fig.9) (P>0,1).
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Figura 9: Analisis del nivel de fosforilacion de GAP-43 durante el desarrollo
postnatal. Panel superior: Autorradiografias representativas mostrando la
Josforilacion endogena de proteinas de MPS aisladas a partir de estriado
izquierdo y derecho de ratas controles y entrenadas durante 2 dias (1:2D).
Animales de 20, 30 ,40 y 60 dias de edad fueron entrenados y sacrificados 30
minutos después de finalizado el TEC. Las cabezas de flecha indican la posicion
de los marcadores de peso molecular: 95.5; 55 ;43 ;36 ;29 ;18,5 ;12 kDa. Panel
inferior: Cuantificacion densitométrica del nivel de fosforilacion endogena de
GAP-43 a partir de las autoradiografias del panel superior. Para cada edad los
valores fueron expresados como el porcentaje del madximo valor control y
representan la media + SD de 3 experimentos independientes. (Cada
determinacion fue realizada por cuadriplicado. 1- Control ipsilateral, 2-
FEntrenado ipsilateral, 3- Control contralateral, 4- Fntrenado contralateral. * P-

0.001 vs control contralateral por el test t de Student para muestras no pareadas

vy vs. entrenado ipsilateral por el test t de Student para muestras pareadas.

Si bien en preparaciones de MPS el grado de fosforilacion de GAP-43 puede ser
directamente cuantificado, sin necesidad de inmunoprecipitacion (Zwiers, 1976,
Eichberg, 1986), se decidi6 venficar los resultados obtenidos mediante
inmunoprecipitacion especifica de GAP-43. El analisis densitométrico de los ensayos de
inmunoprecipitacion también reveld una disminucion significativa en la fosforilacion in
vitro de GAP-43 en el estriado contralateral al sentido de giro (Fig 10). la magnitud de
esta caida fue del 28 % (P=0,05) respecto al estriado ipsilateral entrenado y del 28,5 %
(P<0,05) respecto del estriado control contralateral. esto confirma, no solo la identidad
sino también el nivel de variacion en la fosforilacion endogena de la GAP-43 detectado
previamente en forma directa por autorradiografia de las fosfoproteinas de membrana

separadas electroforéticamente.
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Figura 10: Panel superior: Autorradiografia representativa mostrando la

Sfosforilacion in vitro y posterior inmunoprecipitacion de la proteina GAP-43 a

partir de muestras de estriado ipsi y contralateral aislados a partir de animales
controles y entrenados de 30 dias de edad. Los animales fueron sacrificados a los
30 minutos post-entrenamientos. Panel inferior: Cuantificacion densitométrica
de la inmunoprecipitacion de GAP-43. Los valores fueron expresados como
porcentaje del maximo valor control y representan la media + SD. de 3
experimentos independientes medidos por triplicado. Las cabezas de flecha
indican la posicion de los marcadores de peso molecular: 95,5; 55; 43; 36; 29;

18,5; 12 KDa. 1- Control ipsi, 2- Entrenado ipsi, 3- Control contra, 4- Entrenado

~
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contra. * P<0,05 vs. control por el test 1 de Student para muestras no pareadas y*

P=0.05 vs. entrenado ipsi lateral por el test t de Student para muestras pareadas.

Ensayos semicuantitativos de western blot, realizados sobre las mismas fracciones
donde se midio la fosforilacion de GAP-43, demostraron que no existen diferencias en la
concentracion relativa de la proteina GAP-43 presente en dichas fracciones, en ninguno

de los diferentes grupos experimentales y en ninguna de las edades testeadas (Fig 11).
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Figura 11: Andlisis del nivel de GAP-43 en funcion del entrenamiento a
distintas edades del desarrollo. Panel superior: Western blot representativo del
nivel de inmunoreactividad de la protina GAP-43/B-50. En cada calle se
sembraron 20 ug de proteinas de MPS aisladas a partir de cuerpo estriado de
ratas controles y entrenadas ipsi y contralaterales al sentido de giro. Los
animales de 20, 30, 40 y 60 dias fueron sacrificados 30 minutos post-
entrenamiento. Las cabezas de flecha indican la posicion de los marcadores de
peso molecular: 95,5; 55; 43; 36; 29; 18,5; 12. Panel inferior: Cuantificacion
densitométrica del nivel de inmunoreactividad de GAP-43. Para cada edad los
datos se expresaron como porcentaje del maximo valor control y representan la
media + SD de 3 experimentos independientes medidos por triplicado. 1- Control
ipsilateral, 2- Entrenado ipsilateral, 3- Control contralateral, 4- Entrenado

contralateral.




Las condiciones experimentales usadas para realizar los ensayos de fosforilacion
sugieren un rol de la PKC. Para comprobar si las diferencias detectadas en la
fosforilacion endogena de la proteina GAP-43 estan relacionada con una reduccion en el
nivel de fosforilacion en el sitio especifico de la PKC (Ser-41), realizamos ensayos de
fosforilacion post hoc utilizando para ello PKC purificada a partir de cerebro bovino (2
pmoles/min.pl). El experimento que se muestra en la figura 12 fue realizado para ajustar
la relacion entre proteina de MPS y volimen de muestra de PKC bovina purificada, y el
tiempo de reaccion . En esta figura se observa que cuando se realizo el ensayo de
fosforilacion en ausencia de proteina de MPS, la fosforilacion de proteinas sustratos
contaminantes presentes en la muestra de PKC purificada, no produjo fosforilacion de
proteinas a la altura de 43 KDa, las cuales pueden interferir con el posterior analisis de la
fosforilacion exogena de GAP-43. Tampoco se observo actividad residual de kinasas
después de inactivar por calentamiento a las membranas sinapticas estriatales, las cuales
son la fuente de GAP-43 (Fig 12, calle 1 y 2). El patron de fosforilacion mostrado en
esta figura es el patron caracteristico reportado por distintos laboratorios para la

fosforilacion, mediada por PKC de proteinas de MPS (Di Luca y col., 1991).

GAP-43 =

A A AL

A

Figura 12: Autorradiografia representativa mostrando la fosforilacion in vitro de
proteinas de MPS realizada mediante el agregado exogeno de PKC bovina
purificada. Callel: Control de actividad endogena residual, MPS aisladas a

partir de estriado inactivadas previamente durante 5 minutos a 100 ° C para
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partir de estriado inactivadas previamente durante 5 minutos a 100 ° C para
eliminar las actividades de kinasas endogenas, sin agregado de kinasa exogena.
Calle 2: Control de fosfoproteinas contaminantes presentes en la fraccion de
PKC bovina purificada, sin agregado de MPS de estriado. Calle 3-6:10 ug de
proteina de MPS de estriado. lLas muestras sembradas fueron previamente
Sfosforiladas en presencia de PKC exogena durante 30 segundos, | minuto, 5
minutos y 10 minutos respectivamente. Calle 7: 20 ug de proteina de MPS de
estriado previamente fosforiladas durante 10 minutos en presencia de PK(C

exogena.

Los experimentos se llevaron a cabo sobre membranas plasmaticas provenientes de
animales de 30 dias de edad sacrificados 30 minutos después de finalizado el
entrenamiento circular. El ensayo de fosforilacion fue realizado utilizando PKC
purificada y [’P-y] ATP sobre membranas sinapticas cuyas actividades enzimaticas
endogenas fueron previamente inactivadas por calentamiento (5 minutos a 100°C).
Como se observa en la figura 13 los animales entrenados mostraron un incremento
significativo del 22 % en la fosforilacion exdgena de GAP-43 mediada por PKC bovina
en el estnado contralateral en relacion al lado ipsilateral (P<0,05). Comparando contra
los niveles controles, el estnado contralateral de los animales entrenados mostro un
aumento del 21 % en la fosfonlacion exogena (P<0,05). Por lo tanto en el estnado
contralateral la GAP-43, posee un menor nivel de fosfatos endogenos como
consecuencia del entrenamiento circular. Estos resultados confirman que el
entrenamiento circular produce un cambio asimétrico en el estado de fosforilacion de la
proteina GAP-43 en el hemisferio contralateral al sentido de giro. Estos cambios ocurren

en el residuo Ser-41 de GAP-43, es decir en el sitio especifico de fosforilacion por PKC.
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Figura 13: Panel superior: Autorradiografia representativa de un ensayo de
Sfosforilacion “post hoc” de proteinas de MPS aisladas a partir de estriados
provenientes de animales controles y entrenados de 30 dias de edad. Fl ensayo
Sfue realizado mediante el agregado de PKC bovina purificada y ATP radioactivo
luego de inactivar las MPS por calentamiento de 5 minutos a 100° C. In todos
los casos los animales fueron sacrificados a los 30 minutos después de finalizado
el TiEC. Las cabezas de flecha indican la posicion de los marcadores de peso
molecular: 95, 5; 55; 43; 36; 29; 18,5; 12 kDa. Panel inferior: Cuantificacion
densitométrica de la fosforilacion exogena de GAP-43 mediada por PKC. lLos

datos estan expresados como el porcentaje del maximo valor control y
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representan la media + SD de 4 experimentos independientes medidos por
cuadruplicado. 1- Control ipsilateral, 2- Entrenado ipsilateral, 3- Control
contralateral, 4-entrenado contralateral. *P-< 0,05 vs control por test t de Student
para muestras no pareadas y vs. entrenado ipsilateral por test t de Student para

muesiras pareadas.

S. El entrenamiento circular no modifica el estado de fosforilacion de la proteina

GAP-43/B-50 en corteza motora de rata de 30 dias de edad.

Con el objeto de determinar si los cambios hasta aqui descriptos son especificos del
estriado de rata a los 30 dias de edad, se decidi6 estudiar la fosforilacion endogena y
exogena de la proteina GAP-43 en MPS obtenidas a partir de la corteza motora de
animales controles y entrenados de 30 dias de edad, sacrificados 30 minutos post
entrenamiento. En todos los casos se discriminé entre corteza motora ipsi y contralateral
al sentido de giro. Como se observa en la figura 14 los niveles de fosforilacion
endogenos y exogenos de esta proteina no estuvieron alterados en forma significativa por
el entrenamiento circular (P>0,1).

estos mismos ensayos muestran una importante reduccion en la fosforilacion endogena
y exogena de dos proteinas de aproximadamente 20 y 18 KDa cada una (indicadas con
flechas pequeiias) luego del entrenamiento circular. Estos cambios ocurren bilateralmente

en la corteza motoras a los 30 dias de edad.
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Figura 14: Panel superior: Autorradiografia correspondiente a un experimento

representativo de fosforilacion post hoc usando PKC exogena (izquierda) y de

fosforilacion endogena (derecha) de proteinas de MPS aisladas a partir de

corteza motora de animales controles y entrenados de 30 dias de edad. en todos
los casos las cortezas motoras izquierda y derecha fueron procesadas en forma
separada y los animales sacrificados 30 minutos post-entrenamiento. Las cabezas
de flecha indican la posicion de los marcadores de peso molecular: 95, 5; 55; 43;

36, 29; 18,5; 12 kDa. Panel inferior: Andlisis densitométrico de la fosforilacion
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post hoc (izquierda) y endogena de GAP-43. Los datos estan expresados como el
porcentaje del maximo valor control y representan la media + SD de tres
mediciones realizadas cada una por triplicado o cuadruplicado. 1- Control

contra , 2- Control ipsi, 3- Entrenado contra, 4- Entrenado ipsi.

Ensayos de western blot demostraron que la proteina GAP-43 presente en membranas
de corteza motora no muestra diferencias entre animales controles y entrenados, ni entre

hemisferios ipsi vs contralateral al sentido de giro (Fig 15).
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Figura 15: Panel A: Western blot representativo del nivel de inmunoreactividad
de la protina GAP-43/B-50. En cada calle se sembraron 20 ug de proteinas de
MPS aisladas a partir de corteza motora de ratas controles y entrenadas ipsi y
contralaterales al sentido de giro. Se utilizaron animales de 30 dias de edad, los
cuales fueron sacrificados 30 minutos post-entrenamiento. Las cabezas de flecha
indican la posicion de los marcadores de peso molecular: 95,5; 55; 43; 36; 29;
18,5; 12. Panel B: Cuantificacion densitométrica del nivel de inmunoreactividad
de GAP-43. Los datos estan expresados como porcentaje del mdaximo valor
control y representan la media + SD de 3 experimentos independientes medidos
por triplicado. 1-Control contra, 2- Control ipsi, 3-Entrenado contra, 4-

Entrenado ipsi.
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Estos resultados sugieren que las modificaciones observadas anteriormente ocurren
especificamente en el estriado de animales de 30 dias a los 30 minutos post

entrenamiento.

6. Participacion de la PKC en los cambios asociados con el desarrollo postnatal del

estriado de rata luego del entrenamiento circular.

Para determinar si la reduccion en la fosforilacion in vitro observada en la proteina
GAP-43 es debida a una disminucion en al actividad de PKC, esta actividad fue medida
en fracciones de membranas sinapticas aisladas a partir de estriado de animales controles
y entrenados. La actividad de PKC presente en MPS fue determinada usando activadores
especificos (fosfatidilserina-PS- y TPA) y un exceso de histona como sustrato. La tabla 8
muestra los valores de actividad de PKC, expresados como picomoles/minuto mg de
proteina total a distintas edades del desarrolllo postnatal y discriminando entre hemisferio
ipsi y contralateral al sentido de giro. La tabla 8 sugiere que no existen diferencias
significativas en la actividad de PKC entre los distintos grupos experimentales en ninguna

de las 4 edades estudiadas.

EDAD Control ipsi Entrenado ipsi | Control contra | Entrenado
contra

20 71,06 £ 9,32 69,38 + 8,24 66,94+ 11,10 |78,80 = 10,50

30 69,85+ 12,54 (73,91 %+ 9,18 16237+ 11,56 51,58+ 15,32

40 67,3 *+ 8,20 66,93+ 7,50 [66,20 + 7,15]60,12 £+ 12,01

60 62,8 + 11,1 61,15 £ 930 |64,80 £ 6,99 |63,60+ 870

Tabla 8: Actividad de PK(" presente en membranas sindpticas aisladas a partir
de estriado de ratas de diferentes edades postnatales. Los valores estan

expresados como pmoles min . mg de proteina de MPS + SD. n 3 experimentos
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medidos cada uno por cuadriplicado. Los animales fueron sacrificados 30

minutos post-entrenamiento.

Sin embargo debido a la alta variabilidad presente en las membranas plasmaticas
correspondientes al estriado contralateral de animales entrenados a los 30 dias de edad,
se analizo individualmente cada uno de los tres experimentos, debido a que ellos
provienen de animales que tuvieron diferentes performance motora (velocidad). Este
analisis es apropiado, puesto que como se vera mas adelante la caida en la fosforilacion
de la GAP-43 es dependiente de la velocidad desarrollada por los animales durante el
TEC. Desde este punto de vista, el analisis de la actividad de PKC solamente mostro
diferencias significativas entre los estriados contralateral e ipsilateral al sentido de giro
provenientes de los animales entrenados. Los valores individuales y su respectiva
significatividad estadistica fueron los siguientes:1) Entrenado ipsi (EI): 68,3914,46 vs.
Entrenado contra (EC): 46,42+5,07 (n=4, P<0,01); 2) EI: 8451+10,4 vs. EC: 68,79+
7,48 (n=4,P<0,01); 3) EI. 67,8318,5 vs. EC: 39,5+6,61 (n=4, P<0,05). En ningun caso
la comparacion de los estriados controles izquierdo vs derecho o ipsi vs. contralateral
mostro diferencias significativas 1) Control ipsi (CI):77,76%9,23 vs. Control contra
(CC): 66,77+4,12; 2) CL:76,41+10,76 vs.CC: 71,08+4,10, 3) CI:55,39+8,06 vs. CC:
49,25+7,12. Estos resultados demuestran la participacion de la PKC en los cambios
asimétricos que ocurren en el estriado de rata luego de realizar el test de entrenamiento
circular.

Ademas la medicion de la actividad de PKC en la corteza motora de animales
entrenados y controles de 30 dias de edad tampoco mostro diferencias significativas en
ninguno de los 4 grupos experimentales: CI: 82,06 + 9,15; EI: 78,04+ 10,23; CC: 81,43+
9,63 y EC: 73,75+ 10,28.

7. Reduccion en la fosforilacion endogena de GAP-43 y su correlacion con la
velocidad desarrollada por los animales durante el TEC.

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron la incidencia de la actividad
motora en el grado de disminucion en los niveles de neuroreceptores estriatales (Ibarra y

col, 1995; Ibarra, 1997). Por lo tanto se realiz6 un estudio de correlacion para
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determinar el grado de asociacion lineal entre el porcentaje de caida detectado en la
fosforilacion endogena de GAP-43 y la velocidad desarrollada por los animales durante
el TEC. En cada uno de los experimentos se utilizaron 3 a 5 animales por grupo
experimental En cada caso los animales fueron agrupados segun la velocidad
desarrollada durante el TEC, de tal manera que el porcentaje de variacion dentro de cada
grupo fuese inferior al 10 % de la velocidad promedio. Graficando el porcentaje de caida
en la fosforilacion in virro de la GAP-43 en funcion de la velocidad se encontré una

correlacion significativa entre estas dos vanables (Fig 16, = 0,9443, P=0,0046).
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Figura 16: Correlacion entre el porcentaje de caida (respecto al control
contralateral) en la fosforilacion in vitro de GAP-43 y la velocidad desarrollada
durante el entrenamiento en el TEC. Los animales fueron sacrificados 30 minutos

post-entrenamiento. (P 0,0046, n 6 mediciones independientes)

También se detectd una correlacion significativa entre estas mismas variables cuando
se comparo el porcentaje de caida en la fosforilacion endogena de esta proteina entre los
estriados contralateral e ipsilateral provenientes de animales entrenados (Fig 17,
r=.0,8813, P=0,0203). Estos resultados sugieren que la variacion encontrada en la
fosforilacion de la GAP-43, luego de realizar un comportamiento motor de tipo circular,
esta relacionada con la velocidad desarrollada por los animales durante el test de

entrenamiento.
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Figura 17. Correlacion entre el porcemtaje de caida (respecto al estriado
entrenado ipsilateral) en la fosforilacion in vitro de GAP-43 y la velocidad
desarrollada durante el entrenamiento en el TEC. Los animales fueron
sacrificados 30 minutos  post-entrenamiento. (P:0,0203, n- 6 mediciones

independientes)

8. El entrenamiento circular produce la induccion del protooncogén c-fos en

estriado de ratas de 30 dias

El proto-oncogén c-fos pertenece al grupo de genes de transcripcion inmediata, los
cuales son rapida y transcientemente inducidos sin necesidad de sintesis proteica previa a
su induccion. Debido a que el protooncogén c-fos participa durante el desarrollo en
diferentes modelos de plasticidad neuronal y dado que su induccién puede alterar la
expresion de otros genes, se investigo si este podria jugar un rol en los procesos
plasticos que ocurren en el estriado de rata de 30 dias de edad luego de realizar
estimulacion fisiologica mediante el TEC (dos sesiones de entrenamiento).

Con el objeto de detectar especificamente el mRNA de c-fos se realizo una cinética de
activacion de dicho oncogen administrando el convulsivante metrazol a ratas adultas.
Esta droga produce una importante induccion especifica del c-fos. La Figura 18 muestra

el aumento especifico en los niveles de mMRNA de c-fos, en corteza cerebral de rata, entre



los 30 y 60 minutos después de la administracion del metrazol (50 mg/kg de peso).

Estos resultados coinciden con los reportados por Morgan y col (1987).
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Figura 18: Panel Superior: Northern blot de c-fos mostrando la cinetica de
induccion de la expresion de este mensajero luego de inyectar ip el convulsivante
metrazol, en una unica dosis de 50 mg'kg de peso. En la figura se muestra la
expresion del mRNA de GAPDH y la posicion de los rRNA 28 S y 18 S. Panel

inferior: Analisis densitométrico que muestra la expresion del mRNA de GAPDH.

Los niveles del mRNA de GAPDH (de expresion constitutiva), fueron testeados para
descartar inducciones no especificas, debidas a errores en la cantidad de RNA total
sembrado en cada calle. La figura 19 muestra la deteccion de ambos mensajeros en
muestras obtenidas a partir de estriado de rata de 30 dias de edad, que fueron sometidas

al TEC vy sacrificadas a los 0, 30, 60, 90 y 180 minutos, después de finalizado el mismo.
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Figura 19:Panel izquierdo: Northern blot de c-fos mostrando la cinética de
expresion luego de realizar el test de entrenamiento circular (TEC). Las muestras
fueron obtenidas a partir de estriado total de animales controles y entrenados de
30 dias de edad. Los animales entrenados fueron sacrificados a los 0, 30, 60, 90 y
120 minutos post-entrenamiento. Las cabazas de flecha indican la posicion de los
rRNA 28 S y 18 S. Panel derecho: Cuantificacion densitométrica del nivel de

expresion del mRNA de c-fos relativo al de GAPDH

Se observa que los niveles de c-fos estan especificamente incrementados entre los 30 y
60 minutos post-entrenamiento (+27 %) en muestras de estriado total de rata. La
cuantificacion relativa al nivel de sefial producida por GAPDH fue realizada solamente
para esta autorradiografia (Fig 19), debido a que los niveles controles del c-fos superan
levemente el nivel de deteccion. Estos cambios plasticos podrian estar mediando los
cambios neuroquimicos de largo plazo demostrados previamente por nuestro laboratorio
(Tbarra y col, 1995). Ademas demuestran que la estimulacion fisiologica producida en el
entrenamiento circular puede interaccionar con los programas genéticos modificando (al
menos en este periodo su expresion). El hecho de que a 0 minuto no se detectod

induccion del c-fos, indican el caracter plastico de la induccion de este proto-oncogen.

9. Reduccion en la fosforilacion endégena de GAP-43 luego de la actividad motora

circular desarrollada en el test de plataforma circular (TPG).

El test de entrenamiento circular es un test de comportamiento condicionado en el
cual la habilidad para aprender y la destreza motora tienen influencia en la performance

conductal de los animales (Brusés y Azcurra, 1993). Por lo tanto nosotros también
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evaluamos el rol de la GAP-43 sometiendo animales a una actividad motora circular,
utilizando para ésto una plataforma giratoria. La estimulacion en la plataforma giratonia
nos permite minimizar las actividades de aprendizaje asociativo y de motivacion por la
recompensa en relacion a la actividad motora, dado que las ratas desarrollan una
locomocion espontanea, sin necesidad de recompensa alguna y en direccion opuesta al
sentido en que gira el disco. A diferencia del esquema de entrenamiento utilizado en el
TEC, la estimulacion motora utilizando plataforma giratoria requirié de una unica sesion
de actividad, dado que ésta fue suficiente para generar cambios bioquimicos en el
estriado. Como se observa en la figura 20, los animales ejercitados en la plataforma
giratoria mostraron una disminucion promedio del 30,8 % en el nivel de fosforilacion
endogena de GAP-43 en el estriado contralateral respecto al lado ipsilateral también
ejercitado (P<0,05). En los animales controles no se encontraron diferencias asimétricas
significativas entre los estriados izquierdo y derecho o cuando se agruparon los estriados
como ipsi y contralateral, de acuerdo al respectivo grupo ejercitado. Ademas, la
estimulacion motora circular en el TPG produjo una reduccion del 30,5 % en el nivel de
fosfonlacion in vitro de GAP-43, representando una diferencia significativa respecto de
los animales controles (P<0,01). Estos cambios fueron observados a los 30 minutos
después de finalizado el ejercicio fisico, en el estrnado contralateral al sentido de giro,
independientemente de la direccion de giro elegida.

La figura 20 también muestra un aumento en la fosforilacion endogena de una proteina
de aproximadamente 50 KDa (flecha pequeiia) en muestras de MPS aisladas a partir de
estriado ipsilateral de animales entrenados, lo cual demuestra la participacion del estriado

ipsilateral en los cambios hasta aqui descriptos.
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Figura 20: Panel superior: Autorradiografia representativa mostrando la

Jfosforilacion de proteinas de MPS aisladas a partir de estriado de ratas (30 dias

de edad) controles y ejercitadas, las cuales fueron sacrificadas 30 minutos
después de finalizada la actividad motora circular. 1- Control ipsilateral, 2-
Ejercitado ipsilateral (velocidad promedio-VP-: 10,65 m/min), 3- Ejercitado
ipsilateral (VP: 7,45 m/min), 4-Control contralateral, 5- Ejercitado contralateral

(VP: 10,65 m/min), 6- Ljercitado contralateral (VP: 7,45 m/min). Las cabezas de

flecha indican la posicion de los marcadores de peso molecular: 95,5; 55; 43;

36, 29; 18,5, 12 Kda. Panel inferior: Cuantificacion de la fosforilacion
endogena de GAP-43. Los se expresan como el porcentaje del maximo valor
control y representan la media + SD de 4 experimentos independientes agrupados

en funcion de la velocidad de giro. Cada determinacion fue realizada por
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cuadruplicado. **:P- 0,01 vs. control por Student-Newman-Keuls y - : P-.0,05
vs. animales ejercitados ipsilaterales por test t de Student para muestras

pareadas.

Para estudiar una posible relacion de estos cambios con la intensidad motora
desarrollada (velocidad) por los animales durante la actividad fisica, las ratas fueron
nuevamente agrupadas segin sus velocidades (porcentaje de variacion de velocidad
dentro de cada grupo inferior al 10 % de la velocidad promedio). Graficando el
porcentaje de caida en la fosforilacion in vitro de la GAP-43 relativo a los animales
controles) en funcion de la velocidad, se encontro una correlacion significativa entre
estas dos variables (Fig.21, r=0,9195, P=0,028). Contrariamente el estudio de
correlacion entre el porcentaje de caida en la fosforilacion in vitro de la GAP-43
(entrenado contralateral respecto al entrenado ipsilateral) y la velocidad desarroliada
durante el TPG, no mostro diferencias significativas (Fig 22). Posiblemente sea necesario
ampliar el nimero experimentos independientes para obtener una correlacion
significativa. Otra posibilidad radica en el hecho de que en este rango de velocidades los

porcentajes de variacion en la fosforilacion de GAP-43 ya no son tan importantes.
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Figura 21: Correlacion entre el porcentaje de caida (respecto al control
contralateral) en la fosforilacion in vitro de GAP-43 y la velocidad desarrollada
durante el entrenamiento en el TPG. Los animales fueron sacrificados 30 minutos
después de finalizada la estimulacion motora.. (P=0,028, n=35 mediciones

independientes)
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Figura 22: Correlacion entre el porcentaje de caida (respecto al entrenado
ipsilateral) en la fosforilacion in vitro de GAP-43 y la velocidad desarrollada
durante el entrenamiento en el TPG. Los animales fueron sacrificados 30 minutos
después de finalizada la estimulacion motora. (P=0,0933, n=35 mediciones

independientes)

En ninglin caso se observaron diferencias significativas en la cantidad de GAP-43

presente en MPS de los distintos grupos experimentales analizados (Fig.23).
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Figura 23: Panel A Western blot representativo del nivel de inmunoreactividad

de la protina GAP-43/B-50. En cada calle se sembraron 20 ug de proteinas de




91

MPS aisladas a partir de cuerpo estriado de ratas (30 dias de edad) controles y
entrenadas ipsi y contralaterales al sentido de giro. Los animales fueron
sacrificados 30 minutos post-entrenamiento. Las cabezas de flecha indican la
posicion de los marcadores de peso molecular: 95,5; 55; 43; 36; 29; 18,5; 12.
Panel B: Cuantificacion densitométrica del nivel de inmunoreactividad de GAP-
43. Los datos estan expresados como porcentaje del maximo valor control y
represemtan la media + SD de 3 experimentos independientes medidos por
triplicado. 1- Control ipsilateral, 2- Fntrenado ipsilateral, 3- Control

comtralateral, 4- I'ntrenado contralateral.

10. Cinética de la fosforilacion endogena de la proteina GAP-43/B-50 en estriado

de ratas de 30 dias luego de estimulacion motora circular utilizando el TPG.

Debido a la mayor velocidad alcanzada por los animales en la plataforma giratonia, se
realizaron estudios cinéticos de la fosforilacion endogena de GAP-43 en animales
sometidos a este test motor. La figura 24 muestra el perfil cinético de la fosforilacion in
vitro de GAP-43 a tiempos 0, 30, 45, 60 y 75 minutos después de finalizado el ejercicio
fisico. El analisis fue realizado en relacion al estriado control respectivo y comparando
entre si los estriados provenientes de animales entrenados o controles. La figura 24
demuestra que inmediatamente después de finalizada la actividad motora (tiempo: 0
minuto) no se detectaron diferencias significativas en la fosforilacion endogena de dicha

proteina en ninguno de los dos estriados.
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Figura 24: Panel A: Autorradiografias representativas de la cinética de
Josforilacion endogena de proteinas de MPS aisladas a partir de cuerpo estriado
de ratas machos de 30 dias controles y ejercitados en el TPG. En cada caso los
estriados izquierdo y derecho fueron procesados en forma separada. Los
animales fueron sacrificados a los 0, 30, 45, 60 y 75 minutos después de
finalizado el ejercicio fisico. La cuantificacion densitométrica del nivel de
Josforilacion endogena de GAP-43 fue realizada para cada uno de los
experimentos. 1- Control ipsi, 2- Entrenado ipsi, 3- Control contra, 4- Entrenado
contra. Las cabezas de flecha indican la posicion de los marcadores de peso
molecular: 95,5; 55; 43; 36; 29; 18,5;12 KDa. Panel B: Cinética del % de
Josforilacion endogena de GAP-43 relativa a los valores controles, discriminando
entre hemisferios ipsi y contralateral al sentido de giro. Los valores estan
expresados como porcentaje del valor control respectivo, y representan la media
+ 8D de 3 experimentos independientes medidos cada uno por triplicado.

*¥*X P<0,001, ** P<0,01, * P<0,05, por el test t de Student para muestras no

pareadas.

Esto demuestra que las variaciones encontradas anteriormente estan relacionadas
posiblemente con mecanismos modulatorios de los eventos plasticos, los cuales se
disparan luego de finalizar la actividad motora. Ademas esta cinética se caracteriza por

presentar una caida asimétrica seguida de un rebote en la fosforilacion de GAP-43 para
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cada uno de los estriados. En ambos casos incrementos en la fosforilacion endégena de
una banda de 52 KDa fueron detectados (Fig. 24 A, tiempos 45 y 60 minutos).El
comportamiento oscilatorio y opuesto de los dos estriados pareceria indicar la existencia
de mecanismos plasticos de regulacion interhemisféricas. En la figura 25 se analiza la
cinética de fosforilacion a través de la relacion ipsi vs. contralateral que presentan los
estriados de los animales sometidos al entrenamiento. En contraste, como no se
observaron diferencias significativas entre los animales controles en ningun punto de la

cinética, se expreso el valor control como un promedio de todas las relaciones controles

(Fig. 25).

Relacion ipsilcontra

0 30 45 60 75
Tiempo (minutos)

Figura 25: Cinética de la relacion interestriatal ipsi/contra de la fosforilacion
endogena de GAP-43. Animales de 30 dias de edad fueron sacrificados a los 0,
30, 45, 60 y 75 minutos después de finalizado el ejercicio fisico. ** P<0,01, *

P<0,05, por el test de Dunnett después de ANOVA.

Otros marcadores neuroquimicos también mostraron un comportamiento inverso y
asimétrico. La tabla 9 muestra que la actividad total de PKC se invierte entre los 30 y 60
minutos después de finalizado el entrenamiento. Ademas la tabla 10 muestra que la
capacidad de union a sitios muscarinicos se invierte a los mismos tiempos post-
entrenamiento. En ninglin caso se detectaron diferencias asimétricas entre los estriados
izquierdo y derecho de los animales controles ni de los entrenados que fueron
sacrificados inmediatamente después de finalizado el TPG. Estos resultados apoyan

fuertemente la existencia de una regulacion interhemisférica de tipo plastica.




Ipsi Contra

Control (No ejercitado) | 66,958 07 62,041£7,90

Ejercitado, 0 minuto 70,4119,02 63,51£10,62

Ejercitado, 30 minutos | 76,59+5,77 50,07+5,68 *

Ejercitado, 60 minutes | 593747 84 83,78+10,66* */+

Tabla 9: Actividad de PK( presente en membranas sindpticas aisladas a partir
de estriado de ratas controles y ejercitadas de 30 dias de edad. Los valores estan
expresados como pmoles:min . mg de proteina de MPS + SD. n—=3 experimentos
medidos cada uno por cuadriplicado. l.os animales fueron sacrificados a los
tiempos indicados en la tabla (0,30 o 60 minutos post-entrenamiento). *P- 0,05
ejercitado 30 min. contralateral vs. ejercitado 30 min. ipsilatral y + P--0,05 entre
ejercitado contralateral de 60 min. y control contralateral (Student pareado y
Dunnett  no pareado respectivamente). **P<0,01 entre ejercitado 6min.

contralateral y ejercitado 60 min ipsilateral (Student pareado)

Ipsi Contra
Control (no ejercitado) 2371£150 24841318
Ejercitado, 0 minuto 25294315 2319,63+205
Ejercitado, 30 minutos 17681457 11454340 **
Ejercitado, 60 minutos 1638+189 * 2412401

Tabla 10: Capacidad de union de 3H-QNB a sitios receptores muscarinicos de
membranas sindpticas aisladas a partir de estriado de ratas controles y
ejercitadas de 30 dias de edad.. Los valores estin expresados como fmoles de
3H-ONB:mg de proteina de MPS+ SD. n=-3 experimentos medidos cada uno por
cuadriplicado. Los animales fueron sacrificados a los tiempos indicados en la
tabla (0, 30 o 60 minutos post-ejercicio). **P<0,01 vs. control contralateral por
el test de Dunnett y *P--0,05 vs. control ipsilateral y ejercitado de 60 minutos

contralateral por los tests de Dunnett y Student no pareado respectivamente.
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DISCUSION

1. Seleccion del modelo y de los marcadores neuroquimicos

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio demostraron la presencia de
un periodo critico durante el desarrollo postnatal del estriado de rata, en el cual la
actividad motora fisiologica genera cambios permanentes en los niveles de receptores
colinérgico muscarinico y dopaminérgico de tipo D1 y D2 (lbarra y col, 1995; 1996;
Ibarra 1997). También se observo una disminucion del area dendritica luego de realizar
ensayos de inmunomarcacion de neurofilamentos (Ibarra, 1997).

El objetivo del presente trabajo fue investigar la participacion de la PKC y de su
sustrato neuronal especifico GAP-43/B-50 en la plasticidad motora durante el desarrollo
postnatal del estriado de rata. Para llevar a cabo dicho estudio nosotros escogimos el test
de entrenamiento circular (TEC) y el test de plataforma giratona (TPG) como vias
generadoras de la actvidad motora.

El TEC es un paradigma comportamental que involucra componentes motoras, de
aprendizaje asociativo y motivacionales (Brusés y Azcurra, 1993). Por este motivo, se
utilizo el TPG como un test alternativo para inducir el comportamiento motor. Este test
permitié evaluar los cambios neuroquimicos relacionados con el ejercicio fisico, en la
ausencia de componentes motivacionales y de aprendizaje asociativo.

Ademas de los cambios permanentes ya observados, otros mecanismos moleculares
relacionados con actividad y plasticidad neuronal deberian experimentar modificaciones
como consecuencia de la estimulacion motora. De esta manera mecanismos moleculares
de corto plazo podrian disparar los cambios de largo plazo observados en los niveles de
neuroreceptores durante este periodo critico del desarrollo del estriado. Como los
procesos de fosforilacion tienen una participacion fundamental en la plasticidad sinaptica,
nosotros elegimos el sistema GAP-43/PKC para realizar las determinaciones
neuroquimicas. Otras razones por las cuales se decidio estudiar a la PKC y en particular
a la PKC sobre su sustrato GAP-43 fueron las siguientes: a) Ambas proteinas participan
durante el desarrollo neuronal en la modulacion de la liberacion de neurotransmisores en
el estado (Dekker, 1989; Gnegy y col, 1993), b) Es considerado un efector de

plasticidad sinaptica (Schrama y col, 1994) ya que este sistema, asociado a transduccion
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de sefiales, participa en distintos modelos de plasticidad neuronal (LTP, procesos de
memoria aversiva, sensibilizacion conductal a anfetaminas), ¢) La proteina GAP-43 esta
fuertemente relacionada con la funcion colinérgica estriatal presentando altos niveles de
expresion en las interneuronas colinérgicas (Mc Kinney y Kent, 1994), d) Algunos
subtipos de receptores muscarinicos de acetilcolina (mAChR) involucran activacion de
PKC (Hulme y col, 1990; Liles y col, 1986, EL-Fakahany y col, 1988).

Debido a que la actividad neuronal involucra una alta correlacion entre diferentes
parametros bioquimicos y areas cerebrales, el presente trabajo de tesis también involucro
el estudio de marcadores neuroquimicos (c-fos, mAChR) y estructuras cerebrales
relacionadas (corteza motora).

En funcion de lo hasta aqui expuesto, el trabajo experimental puede dividirse en 2
etapas: 1) Estudios de los cambios neuroquimicos producidos por el TEC sobre la
fosforilacion mediada por PKC de la proteina GAP-43 y sobre otros marcadores

neuroquimicos relacionados. 2) Un analisis similar luego del TPG.

1.PARTE 1

La actividad funcional desarrollada en el TEC produce cambios en el estado de
fosforilacion de la proteina GAP-43. Correlacion con un periodo critico del

desarrollo postnatal del estriado de rata.

La primera parte de este trabajo fue realizada mediante el empleo del TEC y
estudiando los cambios neuroquimicos que subyacen a la actividad funcional. El
entrenamiento en el TEC gener6 una reduccion en la fosforilacion in vitro de la proteina
GAP-43 cuando los animales fueron entrenados a los 30 dias de edad, durante dos dias.
Esta disminucion fue observada en el estriado contralateral al sentido de giro
independientemente de la direccion elegida. La magnitud de dicha caida fue del 29,5 %
cuando se compararon entre si los estriados ipsi y contralateral correspondientes a los
animales entrenados. La comparacion relativa al grupo control respectivo determin6 una
disminucion significativa del 29,3 %. El analisis conjunto de los ensayos de western blot

y de fosforilacion exodgena con PKC purificada permitieron determinar que esta actividad
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fisiologica produce un cambio en el estado de fosforilacion de la proteina GAP-43 en el
residuo Ser-41, el sitio de fosforilacion especifico para PKC.

Estos cambios neuroquimicos, producidos luego de realizar un comportamiento motor
condicionado pueden estar relacionados con la actividad motora, con el aprendizaje
asociativo, con factores motivacionales o bien con la combinacion de alguno de éstos.

Si bien hasta el momento no existen evidencias concluyentes que vinculen en forma
inequivoca al cuerpo estriado con el aprendizaje asociativo, también es cierto que estos
mecanismos en el SNC no estan totalmente descifrados. Existen evidencias que
relacionan a la fosfoproteina GAP-43 y a la PKC en los procesos plasticos de aprendizaje
y memoria, y durante el inicio del proceso de LTP. En este sentido, una reduccion en la
fosforilacion de la proteina GAP-43 esta correlacionada con alteraciones del aprendizaje
asociativo, en ratas microencefalicas tratadas prenatalmente con el antimitdtico
metilazoximetanol (MAM) (Di Luca y col, 1991).

Por todo lo hasta aqui expuesto y debido al disefio experimental que presenta el TEC,
no es posible excluir alguna de las varables mencionadas anteriormente como posibles
factores generadores de estos cambios.

Un punto de interés fue descartar la interferencia de procesos neuronales relacionados
con el stress hidrico producido durante el TEC. Al respecto existen evidencias de que la
deprivacion de agua puede producir cambios bioquimicos en las estructuras nerviosos
(Sagar y col, 1988). Sin embargo, fue posible certificar que las variaciones
neuroquimicas detectadas no estan relacionadas con la deprivacion hidrica, ya que los
animales controles también fueron deprivados de agua, recibiendo un volimen similar al
volimen promedio ingerido por los animales entrenados. En los primeros experimentos,
donde también se trabajo con animales controles no deprivados de agua, éstos mostraron
los mismos niveles de fosforilacion endogena de GAP-43 que los controles deprivados.
De esta manera la caida observada en la fosforilacion esta relacionada con la actividad
fisiologica inducida por el TEC y no con la deprivacion de agua. De la misma manera y
para descartar posibles factores relacionados con la exposicion a un ambiente nuevo
(Morgan y col, 1984) los animales controles también fueron colocados en el tambor de
entrenamiento con el aparato desconectado, permaneciendo en promedio el mismo

tiempo que permanecieron los animales entrenados.



99

Debido a que diversos trabajos de investigacion observaron caracteristicas
neuroquimicas asimétricas entre el cuerpo estriado izquierdo y derecho, nosotros
realizamos el estudio separando en cada caso ambos estriados. El analisis por separado
de ambos estriados también fue realizado debido a que en el TEC los animales
desarrollan un comportamiento motor asimétrico, el cual también puede generar
respuestas neuroquimicas diferenciales entre ambos hemisferios estriatales. Amplias
evidencias demostraron la existencia de asimetrias interhemisféricas funcionales y
bioquimicas entre ambos estriados. Estas fueron obtenidas tanto en animales intactos
como en animales lesionados por administracion unilateral de 60H-DOPA en sustancia
nigra (Rodriguez y col, 1990; Schneider y col, 1982; Robinson y Becker,1982). Estas
asimetrias estuvieron relacionadas con el sistema dopaminérgico e involucraron cambios
en la dopamina, en su metabolito DOPAC y en la tasa de recambio presinaptico de este
neurotransmisor (Castellano y col, 1987, Gordon y col, 1994). Existen evidencias de
que el comportamiento motor circular de tipo condicionado produce activacion de las
vias dopaminérgicas nigroestriatales (Yamamoto y Fredd, 1982). Estos trabajos
describieron un aumento asimétrico en la concentracion de DA y DOPAC en el caudado-
putamen contralateral al sentido de giro. Estudios posteriores no pudieron confirmar
dicha lateralizacion (Sabol y col, 1990). Una caracteristica distintiva de estos trabajos y
que lo diferencian de éste es que las determinaciones neuroquimicas fueron realizadas
durante la estimulacion funcional y no un periodo de tiempo después de finalizada la
misma. Por lo tanto los cambios asimétricos de fosforilacion aqui descriptos podrian
involucrar al sistema nigroestriatal y reflejar por lo tanto una modulacion presinaptica de

la liberacion de dopamina.

1.2.La respuesta neuroquimica al TEC es mayoritaria luego de la segunda sesion

de entrenamiento (E2D)

Una caracteristica que presenta la variacion en la fosforilacion endogena de la GAP-43
fue que la misma ocurre luego de la segunda sesion de entrenamiento circular. A este
momento del entrenamiento los animales adquieren un determinado nivel de actividad

motora (4 a 7 vueltas por minuto), el cual podria posibilitar el disparo y deteccion de
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estos cambios neuroquimicos. Si bien luego de cuatro (E4D) y siete (E7D) sesiones
nosotros detectamos una reduccion del 16 % y 18 % respectivamente en la fosforilacion
de esta proteina, las mismas no fueron significativas. Recién al final de la cuarta sesion de
entrenamiento circular los animales alcanzaron una estabilizacion de la velocidad la cual
es mantenida hasta la séptima sesion (final del entrenamiento). Este nivel de actividad, si
bien fue superior al nivel mostrado luego de la segunda sesion, no produjo una reduccion
significativa de la fosforilacion. Estos resultados sugieren que esta varacion
neuroquimica no estaria relacionada con la actividad motora o bien que la misma
requiere de una intensidad de actividad motora umbral, la cual una vez alcanzada
posibilita el disparo masivo de estos mecanismos efectores de plasticidad. Al respecto ha
sido descripto que la fosforilacion de la GAP-43 y la PKC participan en la fase de
adquisicion de cambios plasticos relacionados con diferentes tipos de comportamientos
condicionados (Scharenberg y col, 1991) y en los mecanismos iniciales que subyacen al
LTP (Ramakers y col, 1995). En este mismo sentido, la baja actividad funcional realizada
por los animales durante la primera sesion de entrenamiento, no permite producir los
cambios bioquimicos hasta aqui descriptos.

De esta manera, éstos cambios tempranos podrian estar relacionados con la reduccion
permanente de neuroreceptores estriatales generada luego de la estimulacion funcional en
el TEC. Si este fuera el caso, una respuesta temprana de tipo acumulativa podria explicar
la correlacion detectada a largo plazo entre la caida de receptores y los metros recorridos

por los animales durante un maximo de siete sesiones de entrenamiento circular.

1.3.La respuesta se correlaciona con la velocidad desarrollada durante el TEC.

La deteccion de cambios en la fosforilacion endogena de GAP-43 fue realizada luego
de entrenar a los animales durante dos sestones consecutivas en el TEC. Con el objeto de
obtener una aproximacion acerca del factor generador de éstos cambios se analiz6 en
primer lugar la posible correlacion entre la caida en la fosforilacion de GAP-43 y la
velocidad desarrollada por los animales durante la segunda sesion (E2D). En segundo
lugar este cambio neuroquimico se analiz6 en funcion del nimero de errores asociativos

(EA) producido en la misma sesion de entrenamiento.
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Este segundo analisis permitid concluir que el aprendizaje asociativo, al menos
evaluado en funcion de los EA, no mostré una correlacion con los cambios observados
sobre la proteina GAP-43. Contrariamente, la reduccion en la fosforilacion de la GAP-43
esta significativamente correlacionada con la velocidad desarrollada por los animales
durante €sta sesion de entrenamiento.

Trabajos previos realizados por Freed y Yamamoto (1985) demostraron que se
necesita alcanzar una determinada intensidad o velocidad de giro para disparar cambios
neuroquimicos en el sistema dopaminérgico nigroestriatal. Es posible por lo tanto que la
intensidad sea un factor necesario, pero que una vez alcanzado un umbral los cambios
neuroquimicos sean menores en funcion del tiempo en que los mecanismos intervinientes
se encuentran activos. Una correlacion entre las fosforilacion in vitro de la GAP-43 y la
actividad locomotora fue observada por Sheu y col (1993). La relacion fue detectada en
el estriado intermedio y medio ventral (IMHV) de pollo recién nacido sometidos a
entrenamiento de impronta. El esquema experimental utilizado aqui requirio de actividad
locomotora sobre una rueda giratoria. A pesar de esto cambios significativos en la
fosfonlacion de la GAP-43 no fueron observados en ésta misma area. El IMHV no es
una estructura analoga al estriado de mamifero. Extrafiamente y a pesar de que el IMHV
es un area involucrada en memona de largo plazo, cambios relacionados con la fuerza de
aprendizaje tampoco fueron detectados. Debido a esto no esta clara atn la significancia

biologica de la correlacion mencionada anteriormente por estos autores.

1.4.Los cambios se correlacionan con un periodo critico asociado al desarrollo del

estriado de rata

Otra caracteristicas de la caida en la fosforilacion endogena de la GAP-43 y de la
variacion asimétrica de la actividad de PKC fue que estas diferencias s6lo se produjeron
durante un periodo determinado del desarrollo postnatal.

El entrenamiento circular realizado antes (a partir de los 20 dias de edad) o
inmediatamente después (40 o 60 dias) no generan variaciones significativas en estos
marcadores neuroquimicos. Esto confirma la presencia de un periodo critico durante el

desarrollo del cuerpo estriado de rata. Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio
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utilizando el TEC demostraron la presencia de este periodo de sensibilidad. La
estimulacion funcional en el TEC produjo también una reduccion permanente en el
numero de receptores mACh y dopaminérgico D1 y D2 so6lo cuando los animales fueron
entrenados a los 30 dias de edad (1barra y col, 1996; Ibarra 1997).

Esto demuestra que la actividad funcional produce cambios neuroquimicos en esta
estructura cerebral solo durante un “periodo critico”. Un “periodo de sensibildad” fue
previamente descripto por Hubel y Wiesel (1962) luego de estudiar la plasticidad del
sistema visual.

Aunque el periodo critico estriatal no fue aun bien definido (al menos entre los dias 23
y 40), éste no se prolonga por mas de 20 dias. Contrariamente el periodo critico del
sistema visual tiene una duracion de 50 dias (Dudek y Bear, 1989) y presenta una
aparicion y desaparicion gradual , la cual se relaciona con una declinacion progresiva
durante el desarrotlo de la funcion del receptor de NMDA en la capa cuatro de la corteza
visual (Kirkwood y col., 1995).

Los cambios neuroquimicos detectados durante este periodo critico estriatal implican
la combinacion de una actividad funcional (respuesta al TEC) y una base genética
(periodo de sensibilidad). Por lo tanto deberian existir diferencias moleculares y celulares
distintivas de este periodo , las cuales posibilitan el cambio en la fosforilacion de la GAP-
43 y en la actividad de PKC. Estos mismos factores deberian estar ausentes o bien estar
en niveles superiores o inferiores a los detectados durante dicho periodo de sensibilidad.
Debido a la compleja interelacion circuital y funcional presente en el cuerpo estriado,
como asi también a la interaccion modulatoria que ejercen otras areas del SNC, resulta
dificil determinar las causas por las cuales estos cambios ocurren en el estriado de 30
dias.

La falta de una respuesta a los 20 dias podria estar relacionada con una inmadurez de
las vias involucradas en ese momento. Los sistemas colinérgicos y dopaminérgicos
maduran en forma temprana en el cuerpo estriado, presentando niveles importantes a los
20 dias de edad. Sin embargo las actividades de las enzimas tirosina hidroxilasa (presente
en terminales dopaminérgicos) y colina acetil transferasa (en terminales colinérgicos),
alcanzan entre un 70-75% de la actividad presente en el estriado adulto recién el dia
PN28 (Coyle y Campochiaro, 1976). También la cantidad de receptores dopaminérgicos

alcanzan los valores del adulto al final del pnmer mes de vida (Pardo y col.,1977). Por
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otra parte estudios ontogénicos también demuestran que alrededor de los 30 dias de vida
postnatal existe una tendencia a la estabilizacion de los parametros relacionados con la
neurotransmicion colinérgica luego de haber alcanzado sus niveles maximos.

Una caracteristica distintiva de la maduracion de los sistemas de neurotransmision
estriatales esta dada por el hecho de que diversos sistemas de neuropéptidos maduran en
forma posterior, modulados por los sistemas de neurotransmicion clasicos, representando
de esta manera una segunda etapa del desarrolllo neuroquimico del cuerpo estriado
(Sivam y col, 1991; Pérez-Navarro y col, 1993). Una funcion de los neuropéptidos puede
ser la modulacion presinaptica de la neurotransmision de ciertas vias neuronales,
inhibiendo o estimulandola (Mulder y col., 1984). La dinorfina inhibe selectivamente la
liberacion de dopamina en secciones de cuerpo estriado actuando a través de los
receptores de tipo k. Agonistas de los receptores opioides del tipo & inhiben la liberacion
de acetilcolina estriatal. Estas son posibles causas por las cuales el TEC no puede
generar los cambios relacionados con la fosforilacion de la GAP-43 y la actividad de
PKC.

Sin embargo el TEC no produce cambios al menos a partir de los 40 dias de edad. Sin
poder determinar las razones que originan las variaciones neuroquimicas es posible que a
medida que el SNC madura distintos eventos plasticos comiencen a ser restringidos, y

éste sea posiblemente un ejemplo mas.

1.5. Posibles eventos relacionados con la disminucion del estado de fosforilacion de

la GAP-43 en el sitio especifico de la PKC

La fosforilacion de esta proteina incrementa la liberacion de neurotransmisores
(Dekker y col.,1989; Gnegy y col., 1993). Contrariamente nosotros detectamos una
reduccion en su estado de fosforilacion. Estos cambios observados in vitro podrian
indicar una disminucion en la neurotransmision estriatal. Un punto importante se
relaciona con el hecho de que esta modificacion fue observada 30 minutos después de
finalizada la estimulacion funcional en el TEC, pero no inmediatamente después de
realizar el comportamiento motor condicionado (tiempo 0 minuto). Por lo tanto es

probable que estas modificaciones jueguen un rol modulatorio durante los eventos
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plasticos disparados después de completar la estimulacion funcional. Al respecto, Gnegy
y col. (1993) determinaron que la fosforilacion de la proteina GAP-43 participa en los
mecanismos modulatorios de liberacion de neurotransmisores en el estriado de rata luego
de administracion de AMPH.

Debido a la participacion de la GAP-43 y la PKC en los mecanismos plasticos
cerebrales, estas modificaciones podrian estar relacionadas con los cambios permanentes
observados en los niveles de neuroreceptores estriatales durante el mismo periodo critico
postnatal.

Como fue discutido anteriormente estos cambios ocurren una vez completada la
maduracion funcional y morfologica del estriado (Coyle y Campochiaro, 1976). Por lo
tanto en este momento del desarrollo, un ajuste funcional en la sinapsis estriatales podria
estar ocurriendo en los sistemas de neurotransmicion modulatorios como consecuencia
de la actividad fisiologica. La posible existencia de conexiones con plasticidad
diferencial, dependiente de la actividad, al final de la morfogénesis fue propuesta por
Singer para las cortezas sensoriales (Singer, 1995). Investigaciones posteriores deberan
demostrar si es posible una descripcion comparable en una estructura subcortical como
es el estriado.

Segun Singer existen 2 tipos de conexiones neuronales : a) las alimentadoras de redes
(feedfordward) y b) conexiones suceptibles a modificaciones plasticas dependientes de la
experiencia. Ambos tipos de conexiones permiten hacer frente a los problemas
combinatoriales relacionados con la gran cantidad de representaciones sinapticas posibles
a partir del alto numero de neuronas existentes.

A medida que procede el desarrollo, las conexiones alimentadoras pierden mucho de su
plasticidad funcional, mientras que las sinapsis correspondientes a las conecciones de
agrupamiento reciproco, dependientes de la experiencia, retienen un alto grado de
suceptibilidad a las modificaciones plasticas dependientes del uso. Esta particularidad de
las conexiones reciprocas posibilitara generar representaciones corticales relacionadas
con nuevas percepciones y patrones motores a lo largo de la vida. De esta manera se
explica parte de la plasticidad neuronal remanente con que operan ciertas areas del
cerebro adulto. Estos remodelamientos de las conexiones dependientes de la actividad
requieren de mecanismos plasticos de potenciacion y depresion sinaptica (LTP y LTD).

La actividad sinaptica a través de receptores de NMDA participa en algunos aspectos del



105

refinamiento del sistema visual durante el desarrollo. En el talamo el bloqueo del
receptor de NMDA impide la segregacion en subcapas de las aferencias
retinogeniculares.

Un aumento en la fosforilacion de la GAP-43 mediado por PKC ha sido observado
luego de llevar a cabo una estimulacion de alta frecuencia la cual induce L.TP (L.ovinger y
col., 1986). Estudios similares realizados en secciones de hipocampo también
demostraron in sitru el aumento de la fosforilacion de GAP-43 (Gianotti y col., 1992;
Ramakers y col., 1995).

El incremento observado en la fosforilacion enddgena de la proteina GAP-43 (ver
cinética durante el test de TPG) y la participacion asimétrica de la PKC podrian reflejar
la presencia de mecanismos de refuerzo sindptico similares a un LTP. De esta manera
los cambios neuroquimicos detectados podrian estar reflejando los pasos iniciales
mediante los cuales los circuitos sinapticos estriatales pueden ser modificados como
consecuencia del comportamiento motor condicionado o por la actividad motora
desarrollada en el TEC y TPG, respectivamente. Estos resultados sugieren que una cierta
semejanza neuroquimica (GAP-43, PKC, c-fos) puede ser trazada entre algunos modelos
de plasticidad sinaptica (L TP, modelos de aprendizaje y memoria, sensibilizacion
conductal a anfetaminas). Al respecto cambios en la actividad de PKC y en la
fosforilacion endogena de GAP-43 fueron detectados luego de realizar un entrenamiento
de aprendizaje aversivo (Cammarota y col, 1997). Este Gltimo trabajo fue realizado en el
marco de una investigacion conjunta entre nuestro laboratorio y el laboratorio del Dr.
J.Medina (se anexa la publicacion). Si bien poco se conoce acerca de los mecanismos
presinapticos que subyacen a la induccion postsinaptica del LTD, una modulacion
bidireccional reciproca en la funcion sinaptica no puede ser excluida. De esta manera,
durante el mecanismo de LLTP una participacion sinaptica integral (pre y post) ha sido
descripta. Por lo tanto, como consecuencia del disparo postsinaptico del LTD,
variaciones neuroquimicas posteriores en la presinapsis podrian ocurrir. La reduccion en
el estado de fosforilacion de la proteina GAP-43 podria reflejar una disminucion de la
liberacion plastica de neurotransmisores y por lo tanto ser un indicador de 1a depresion
sinaptica de ciertas vias. Al momento no existen pruebas que vinculen la fosforilacion de
esta proteina a los mecanismos de LTD. Que el LTD sea visto como un mecanismo

opuesto al LLTP, y viceversa, y que ambos mecanismos converjan, al menos
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postsinapticamente en la activacion de kinasas y fosfatasas especificas, apoyarian esta
hipotesis. Por lo tanto la reduccion en la fosforilacion de la GAP-43 seria en la
presinapsis la resultante del disparo postsinaptico de mecanismos depresivos.

También cabe sefalar que la proteina GAP-43 une calmodulina (CAM) en una zona
adyacente al sitio especifico de fosforilacion por PKC. Esta uniéon es disociada por
fosforilacion mediada por PKC (Alexander y col., 1987, 1988, Apel y col., 1987
Gerendasy y col., 1995). De esta manera la regulacion del estado de fosforilacion de la
GAP-43 (a través de PKC y calcineurina) puede modular las vias de transduccion de
sefiales dependientes de Ca' /CAM. Esto puede regular los niveles de calmodulina en el
microambiente de la MP e influir de esta manera sobre la actividad de la CAMKII
(Spencer y Willard, 1992; Schulman, 1993).

Hasta el momento no se han determinado los mecanismos moleculares por los cuales el
TEC produce una reduccion en el estado de fosforilacion de esta proteina. Si bien se ha
observado una reduccion en la actividad de PKC en el estriado contralateral respecto del
ipsilateral, no se puede descartar la participacion de fosfatasas. Existen evidencias de una
reduccion en la fosforilacion endogena de GAP-43 debidas a una reduccion en la
actividad de PKC en MP obtenidas a partir de hipocampo de animales microencefalicos
(D1 Luca y col, 1991). Las diferencias relacionadas con el nivel de deteccion de los
cambios neuroquimicos de la fosforilacion de GAP-43 o de la actividad total de PKC
pueden ser explicados a través de diferencias en las sensibilidad de deteccion. Estas
diferencias de sensibilidad pueden ser explicadas por el hecho de que en la medicion de
PKC total participan todas las isoenzimas de PKC presentes en la MP pre y
postsinaptica, las cuales pueden enmascarar las diferencias observadas sobre un sustrato
endogeno y presinaptico como es la GAP-43. A pesar de esto tampoco se puede
descartar una participacion postsinaptica de la PKC.

Tanto el LTP como el LTD son mecanismos que requieren la activacion de receptores
de NMDA (Linden, 1993) y se ha propuesto su participacion en la determinacion de
rearreglos sinapticos dependientes de la actividad y durante el desarrollo. En el estriado
la reorganizacion de las conexiones sinapticas podria involucrar al menos en parte a las
vias glutamatérgicas y a los recetores de NMDA sobre las neuronas colinérgicas y
GABAérgicas del estriado. Estudios recientes han identificado nuevas formas de

modulacion de corto y largo plazo relacionadas con las sinapsis inhibitonas
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GABA¢érgicas. Komatsu e Iwakiri demostraron que en la corteza el LTP puede ser
inducido en las sinapsis inhibitorias. También demostraron la dependencia de la edad
sobre estos efectos (Komatsu e Iwakiri, 1993; Komatsu, 1994).

Cambios morfologicos en la sinapsis también representan una expresion de plasticidad
sinaptica. La GAP-43 es una proteina presinatica asociada con el citoesqueleto de
membrana (Meiri y Gordon-Weeks, 1990). Aunque los eventos moleculares que
conducen a los cambios morfologicos en las sinapsis no estan totalmente dilucidados, la
participacion de esta proteina durante la sinaptogénesis (Neve y col, 1991) y durante el
crecimiento nervioso, sugieren que podria tener un rol en las etapas finales relacionadas

con la reorganizacion de ciertas conexiones.

1.6. La induccion del c-fos: posible relacion con los cambios plasticos.

El c-fos participa en la plasticidad dependiente de la actividad y su expresion puede ser
impotante pra la determinacion de propiedades neuronales relacionadaas con cambios
plasticos ontogénicos (Arnauld y col, 1994). Debido a que en el estriado de 30 dias de
edad tanto la actividad fisiologica producida en el TEC como la estimulacion motora
generada en el TPG (Ibarra 1997) aumentan respectivamente los nivels de mRNA vy
proteina de c-fos sugieren que este marcador plastico puede tener una participacion
directa en este periodo critico. Los estudios inmunohistoquimicos de c-fos llevados a
cabo en nuestro laboratorio no identifican a qué poblacion neuronal pertenecen las
células c-fos positvas. Estos mismos estudios muestran que la misma esta restringida a
un pequefio agrupamietno de células que representa aproximadamente un 10% del total
de la seccion.

El control dopaminérgico de la expresion del c-fos fue ampliamente estudiado en el
caudado putamen adulto (Dragunow y col, 1990, Merchant y Dorsa 1993; Miller 1990).
Estos trabajos sugieren que la induccion del c-fos ocurre a través de la estimulacion del
receptor dopaminérgico D1 y requiere de una variacion en la sensibilidad de estos
receptores o un imbalance funcional entre los subtipos D1 y D2. Estudios ontogénicos
demostraron que durante la vida postnatal temprana agonistas de los receptores DI

inducen la expresion transciente del c-fos. Esta es maxima y masiva a los 3 dias PN y
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luego decrece paulatinamente hasta ser casi nula en PN21, PN30 y en el animal adulto
(Amauld y col., 1994). Soélo la region caudal del estriado retiene un patron de respuesta
fos positiva luego del tratamiento del estriado adulto con agonistas DI. Esto podria
indicar que el bajo niumero relativo de nucleos neuronales que estan expresando el c-fos
se relacionan con una disminucion de la funcion de este oncogén en los fenomenos de
plasticidad motora. Estudios inmunohistoquimicos a distintas edades y que permitan
caractenizar el tipo de neuromodulador presente en estas células fos positivas, pueden
traer luz acerca de su posible participacion en la plastictdad motora. También puede
suceder que la deteccion de un pequefio numero de neuronas positivas signifique la
existencia de procesos neuronales de amplias connotaciones relactionadas con la

activacion y plasticidad motora.

2. PARTE 11

2.1.Los cambios se deben a la actividad motora y no al aprendizaje asociativo

La comparacion de la respuesta neuroquimica obtenida luego de utilizar el TEC vy el
TPG permitio caracterizar dichas variaciones. Como fue discutido oportunamente la
variedad de factores presentes durante el comportamiento motor condicionado en el
TEC, no nos permitio concluir que la respuesta neuroquimica detectada es consecuencia
de la actividad motora producida. De todas maneras existen evidencias que permiten
suponerlo. Los animales de 30, 40 y 60 dias no mostraron diferencias significativas en el
namero de errores asociativos, tomados como una medida de aprendizaje.
Contrariamente los animales de 20 dias presentaron el mayor nimero de EA, lo cual
determina una diferencia comportamental respecto a las demas edades testeadas. Estos
resultados contradicen la posibilidad de que los cambios neuroquimicos se deban a la
variable aprendizaje asociativo. Primeramente, no puede explicarse por qué si los
animales de 30, 40 y 60 dias responden en forma homogénea desde el punto de vista del
comportamiento asociativo, solo los animales de 30 dias experimentan las varnaciones

neuroquimicas. Ademas, el grupo de animales de 20 dias de edad, deberia presentar
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alteraciones neuroquimicas que los distingan de todos los demas grupos de edad
testeados.

Ademas se analizaron las mismas variables neuroquimicas utilizando el TPG, para
producir estimulacion motora fisiologica sin interferencia de componentes de aprendizaje
asociativos. Durante el desarrollo del TPG, los animales corren en forma voluntaria
sobre una plataforma circular en movimiento sin necesidad de recompemsar dicha
actividad. Esto altimo representa una clara diferencia respecto al TEC, ya que aqui los
animales no sufren estrés hidrico. De todas maneras no pueden descartarse componentes
motivacionales relacionados con el hecho de que el animal decida moverse sobre la
plataforma en movimiento.

La actividad motora desarrollada en el TPG también presenta algunas caracteristicas
que lo diferencian del TEC. En el TPG, como su nombre lo indica la plataforma se
mueve en direccion opuesta al sentido de giro del animal mientras que en el TEC el piso
esta fijo. Ademas en el TPG la actividad motora es regular y constante. En el TEC el
animal gira rapidamente hasta donde se suministra el reforzador, demora algunos
segundos en beberlo y vuelve a acelerar para realizar un nuevo giro. También es
oportuno aclarar que el TEC en la segunda sesion de entrenamiento (E2D) posee
intervalos de tiempo en los cuales el animal no realiza actividad motora , posiblemente
debido a las caracteristicas asociativas y motivacionales que presenta dicho test.

El ejercicio fisico realizado en TPG produjo una reduccion significativa en la
fosforilacion endogena de la GAP-43 en el cuerpo estriado contralateral al sentido de
giro. La magnitud de dicha caida fue del 30,5 % respecto al grupo control y del 30,8 %
respecto al estriado ipsilateral correspondiente a los animales entrenados. Ademas esta
estimulacion motora también produjo una variacion asimétrica en la actividad total de la
PKC la cual no se observa cuando se comparan los estriados izquierdo vs. derecho o ipsi
vs. contralateral de los animales controles. Estos cambios fueron observados 30 minutos
después de realizar una unica sesion de actividad motora (150 metros en 7 a 11
vueltas/minuto).

Estas variaciones neuroquimicas son similares a las encontradas luego de realizar el
TEC, por lo que se puede concluir que el factor de aprendizaje asociativo (ausente en el
TPG) no es un factor determinante de los cambios observados sobre este sistema de

transduccion de sefales en el cuerpo estriado. También el TPG mostro una correlacion
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significativa entre el porcentaje de caida en la fosforilacion endogena de la GAP-43 y la
velocidad desarrollada por los animales. El TPG también produce a la edad de 30 dias
cambios permanentes en los niveles de receptores (Ibarra y col, 1995). Esto sugiere
fuertemente que las modificaciones en la PKC y en la fosforilacion endogena de la GAP-
43 podrian mediar los cambios permanentes relacionados con la plasticidad motora. El
TPG realizado en ausencia de condicionamiento hidrico genera por lo tanto una
estimulacion motora voluntaria en el animal ejercitado. Esta es una clara modificacion
respecto al procedimiento utilizado por Freed y Yamamoto (1985) en el cual los
animales estan sujetos a una estimulacion motora forzada dado que corren detras de una
mamadera inclinada la cual no pueden alcanzar. Por lo tanto el TPG resulta similar, como
modelo inductor de cambios plasticos al test de rueda giratoria. En este test el animal es
colocado en una rueda sin fin y al moverse sobre el lugar hace girar la misma. Sin
embargo cabe sefialar que este test no presenta una estimulacion motora asimétrica En el
marco del presente trabajo el test de la rueda giratoria resulta apropiado para ampliar el
estudio de las variaciones interhemisféricas luego de producir una estimulacion motora
simétrica. Estudios realizados con la rueda giratoria permitieron demostrar que el
ejercicio fisico aumenta los niveles de mensajeros para BDNF y NGF en hipocampo
(Neeper y col, 1995, 1996). Estos cambios son indicadores de la presencia de

mecanismos plasticos desencadenados por la actividad motora funcional.

2.2. Inversion de los cambios neuroquimicos asimétricos. Evidencias de una

regulacion interhemisférica de tipo plastica.

Con el objeto de evaluar la cinética de la fosforilacion endégena de GAP-43 las ratas
fueron sacrificadas a los 0, 30, 45, 60 y 75 minutos después de finalizada la estimulacion
motora circular. Este estudio demuestra la caracteristica plastica de estos cambios
neuroquimicos ya que animales sacrificados inmediatamente después de finalizar la
actividad motora (0O minuto) no muestran una modificacion significativa en la
fosforilacion in vitro de esta proteina. Por lo tanto estas variaciones estan relacionadas
con modificaciones neuroquimicas modulatorias, las cuales se disparan una vez

completada la actividad motora y no durante la estimulacion motora per se.
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La cinética también permitié observar que la resuesta es dinamica, asimétrica y esta
caracterizada por una disminucion y un “rebote” en la fosforilacion endogena de la
GAP-43.

Estudios recientes demostraron la existencia de mecanismos modulatorios en las
sinapsis inhibitorias los cuales tienene la capacidad de generar nuevas formas de LTP y
LTD. Estas nuevas formas de plasticidad se caracterizan por presentar una respuesta
sinaptica con “rebote” en vias neuronales moduladas por sinapsis inhibitorias
gabacergicas. Trabajos realizados por Komatsu e Iwakiri demuestran la participacion de
mecanismos de LTP y LTD en las sinapsis inhibitorias de la corteza visual. La
modulacion es consecuencia de la actividad de los elementos pre y/o postsinapticos. La
modulacion sinaptica se produce por una supresion de las corrientes inhibitonas
postsinapticas inducidas por despolarizacion y aumento de la concentracion de Ca’ en
la neurona postsinaptica. En el hipocampo y cerebelo, esta inhibicion transiente de la
eficacia sinaptica puede involucrar un mensaje retrogrado dependiente de Ca™* (Figura

26).

mensajero

retrégrado —;

Inhibicién de
la liberacidn

Aumento
de [Ca++] Canal Receptor
de GABA

Despolanzacion

Via Neuronal

Figura 26: Modelo teorico propuesto para explicar la supresion de la inhibicion
inducida por despolarizacion y potenciacion por rebote en neuronas del hipocampo y

cerebelo moduladas por GABA.
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Estos mecanismos modulatorios de las sinapsis inhibitorias ocurren mas fuertemente en
animales en desarrollo que en animales adultos (Komatsu, 1994). Si bien este tipo de
modulacion aun no fue descripta en el estriado, la alta proporcion de sinapsis inhibitonas,
la existencia de mensajes retrogrados (Lin y col, 1995) y las evidencias aqui presentadas
sugieren que estos mecanismos plasticos podrian desarrollarse en esta estructura
cerebral. La modulacion por acetil-colina y por agonistas del receptor i de opiaceos
también participan en estos procesos (Marty y Llano, 1995). Debido a que las sinapsis
inhibitorias no generan un potencial de accion postsinaptico que por si mismo pueda ser
usado como una sefial neuroquimica plastica, este tipo de sinapsis no seria el sitio donde
ocurren las modificaciones Hebbianas o antihebbianas. Esto es una caracteristica
importante que no excluye la posibilidad de que el TEC produzca cambios plasticos en
fibras dopaminérgicas y colinérgicas. Por lo tanto estas vias, influenciadas por GABA,
deberian ser las que modulen a las vias inhibitorias y permitirian generar la potenciacion
por “rebote”.

Ewvidencias evolutivas para la existencia de redes neuronales caracterizadas por
inhibicion reciproca y rebote post-inhibitorio fueron descriptas en el molusco Clione
limacina, en estos organismos estos circuitos participan en la generacion de un patrén
locomotor relacionado con el nado. El circuito neuronal consiste de dos grupos de
interneuronas de funcion antagonica que despliegan un fuerte rebote post-inhibitorio y
que estan unidas por conexiones inhibitorias reciprocas. Este circuito controla un
comportamiento que consiste de dos fases relativamente simétricas. Esta es una
evidencia para la existencia de un comportamiento locomotor de dos fases como el
observado a través de los mecanmismos plasticos de fosforilacion de GAP-43.

Por otra parte la inversion observada a lo largo de la cinética en la fosforilacion
endogena de la GAP-43 evidencian una regulacion interhemisférica de tipo plastica. Los
cambios observados en la capacidad de union a sitios mAChR y en la actividad de PKC
también evidencian la participacion de mecanismos regulatorios interestriatales. Al
respecto estudios previos de un regulacion interhemisférica fueron observados para la
inervacion dopaminérgicas de ambos estriados e hipocampos en ratas normales no

lesionadas. Estos trabajos describen una relacion inversa entre el indice interhemisférico
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de DA y el indice interhemisférico del recambio presinaptico de DA (DOPAC/DA). Este
mecanismo permitiria compensar asimetrias interhemisféricas espontaneas (Rodriguez y
col, 1990). De la misma manera esta plasticidad asimétrica desfasada en el tiempo
evidencia la participacion de procesos regulatorios interestriatales que permitirian
compensar las asimetrias neuroquimicas detectadas luego del comportamiento motor
circular. Esto concuerda con el hecho de que durante una administracion unilateral de
60H-dopamina (inductora de dafios en neuronas nigroestriatales) los animales muestran
preferencias de lateralidad caracterizadas por un intenso comportamiento rotacional.
Este ejemplo representa un caso patologico en el cual se anula la regulacion
interhemisférica compensatoria debido a la lesion unilateral de la via nigroestnatal.

Glick y colaboradores demostraron que la administracion de apomorfina produce una
direccion preferencial de giro. Esta direccon preferida de rotacion es contralateral al
estriado con mayor contenido de dopamina y mayor actividad metabolica (Glick y col,
1976). Actualmente existen evidencias que permiten suponer que el desbalance estriatal
en la captacion de DA produce un comportamiento asimétrico durante la rotacion
espontanea. La destruccion de las neuronas GABAérgicas en la sustancia nigra también
participan en la generacion de comportamientos rotacionales intensos y de larga
duracion. Estas interferencias en el sistema GABAérgico afectan al comportamiento
motor, confirmando la importancia de este sistema inhibitorio en la modulacion de la
funciéon motora.

Asimetrias en el namero de sitios de umon para GABA y a receptores dopaminérgicos
D2 fueron detectados en estriado de rata (Glick y col, 1988; Guarnen y col, 1988).

La dominancia presinaptica observada en el sistema dopaminérgico contralateral a la
preferencia espacial del comportamiento permitirian relacionar los cambios asimétricos
observados en la fosforilacion endogena de la GAP-43 con modulacion presinaptica de
vias dopaminérgicas nigroestriatales. Sin embargo la fuerte interaccion funcional
colinérgico-dopaminérgica (Coyle y Campochiaro, 1976, Di Chiara y col, 1994) permiten
hipotetizar que los cambios observados en la fosforilacion endogena de la GAP-43
podrian relacionarse también con los terminales colinérgicos. Presisamente los receptores
mACh y dopaminérgicos D1 y D2 son modificados en forma permanente luego de
realizar una estimulacion motora circular durante un periodo critico del desarrollo

estriatal.
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A largo plazo este tipo de comportamiento motor no modifico asimétricamente a los
mAChR (Ibarra y col,1995). Un punto conflictivo para relacionar estos cambios
neuroquimicos de corto plazo con los cambios permanentes en los mAChR radica en el
hecho de que los cambios de largo plazo no son asimétricos. Sin embargo la inversion
observada a corto plazo en la fosforilacion de GAP-43, en la actividad de PKC y en la
capacidad de union a sitios muscarinicos revelan la complejidad de secuencias de eventos
celulares y/o circuirtales involucrados en la respuesta plastica dependiente de la actividad
y permiten hipotetizar sobre la falta de bilateralidad detectada en los cambios
permanentes.

Es necesario aclarar que los cambios de corto plazo observados en la capacidad de
union a sitios muscarinicos fueron determinados solo en condiciones de subsaturacion,
por lo tanto los cambios estarian relacionados con una variacion en la afinidad del

receptor mas que con un cambio en el numero total de sitios de union.



CONCLUSIONES

A partir de este trabajo pueden extraerse las siguientes conclusiones:

1) Se demuestra que, en el estriado de rata, la fosforilacion de la proteina GAP-43/ B-
50 mediada por PKC puede ser modificada en forma plastica por la actividad fisiologica..

2) Esta participacion plastica de la GAP-43 ocurre a través de un cambio en su estado
de fosforilacion en el residuo Ser-41 (sitio especifico de PKC)
3) Se demuestra la participacion de la PKC y de su sustrato neuronal GAP-43/B-50 en
los mecanismos plasticos dependientes de la actividad motora durane un periodo critico
del desarrollo postnatal del estriado de rata. Esto confirma que marcadores generales de
plasticidad neuronal participan durante el periodo critico en el cual se generan cambios
permanentes de neuroreceptores.

4) La inversion de los cambios neuroquimicos asimétricos es la pnmera evidencia de

una regulacion interhemisférica de tipo plastica.
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B-50/GAP-43 Phosphorylation and PKC Activity Are
Increased in Rat Hippocampal Synaptosomal Membranes
After an Inhibitory Avoidance Training*
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Severul lines of evidence indiceie that peotein kinase C (PKC) s i
(LTP) and In censin forms of leaming. Recently, we found o k
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. PP 1 N

INTRODUCTION

LTP is an activity-dependent lnng-lasting madifl-
calion of synapiic efficocy that has been repeatedly pro- r

incresse In l'lllnhnvbol dll\ulynle bnhnl fto membrane-stocisted I‘KC in the hvn-::mpu: of
rats subj d 10 an § y task. Ilere we conflrm aml onmd this observatinn, de-
m-bln. that a one trisl Inhibliory L fearning way laterd with capid snd specific in.
creanes in D-S0/QAP4) phosphorylation in vitto smd h PKC sclivity in hippocampal synapisnnial
membranes. The incrcased phoephory lation of N1-3VCOAP.43 was wen ot 30 min [ +)3% nhun
‘o maive or shncked conirnl group), but not a1 10 ar &0 min aller training. This leaml,

increase In the photphorylation of N-3VAOAP4) is mainly e 10 an Imnu n lh- scilvity of
PKC. This is based on three different seis of data: 1) PKC sctivity incressed by 24Y. in hippn-
compal synepiosomal memivancs of rats sacrificed 30 min sficr trnining: 1) i1-30VQAP 43 im.
munohlots revesled no changes in the amownt of this protcin amnng the differem caperimenial
groupe; 3} phosphorylstion ssays, perfoemed in the presere of buvine purified PKC or in the
presence of the selective PKC inhibline CGP 41231, exhibited no dJifTerences in B-SO/GAP4)
phosphorylaiion heiween naive snd trained animale. [a conclusion, these results suppoet the con-
tention that hipr nal PKC f in the early neursi events of memory formation of an
aversively-motivaied leamning task.

lesralng.
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posed os & moleculor madel for certain forms of leaming
and inemory (1,2).

The esrly siages of hippocampal LTP sce highly
k dent on PKC activily (3-7). Furthermore, it has
been shown that both in vitro and in viva LTP sce ac-
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companied by an incressed phosphorylation of fi-
SW/UAr43 (6-M, a nemws-ll;we speciile lubmlle of
PKC. D-50/0AP-4} is localized in the presynaptic com-
pariment and It has heen also nnplic:led in neurite ont-
growth and rey ion, and neura release
(for reviews sce ref. 10, 11).

The involvement of PKC in several forms of leamn-
ing has been recenly demonstrated (5.12-16). During
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the acyuinition af b fitioning in
the rabhit, there iv an mcn:u In lulppncauqul I'KC se-
tivity (15.16). Mutant mice ) g I'KC, exhiblied In-
pairments in spatis! snd conte lraminp (5).
Recenily, we found that the bilsieral bockade of hip-
pocampal PKC csuses full aninesis of an inhibilory
svuidonce learning task in rals only when the highly spe-
cific inhibitor of PKC, CGI® 41321, wes injecied -
mediately or J0 min postimining, bul not when given
120 or 180 min afler Irnining (13). Moreover, we have
demanstrated thet there h ® leorning specific, time-de-

Jent § in i 'I"KL‘mllve
pus of rats f to this I
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un.

These results suggest that the activation of hippo-
campal PKC u 3 necessary step in the early newral

hane lellun poatle lrlam 023 mm. i0 wmbcs, 1 HE RPALE P
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eveals medisting the acq and 1id ol on
inhibitory aveid learning (2). To confirm and extem!
these observations, we studieil the in vitro phosphory-
lation of the presymaplic specific subsirate of PKC, B-
SO/GAP-43 and the actlvity of PKC in synapiosomol
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RESULTS AND DISCUSSION

To assess whcther B-50/GAP-43 endogenous phos-
phorylation is sltered afler an Inhibitory svoidance train-
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ing. we ohiaincd SI'M fron hippucampus of naive,
shocked and trained animals and subjecied them to on
in vitro phosphorylstion assay under conditions which
ore suitable for PKC activation (20.26-2R). Afer one

) min.) afict sn iuhiditory avoklence learmiag The unitinns
of varinus ruslecuins . welght swaderds 1203, 118, 97.4, 64, 43
onad 29 k1)) are shrwn ow ihe kel Lane I Immnnaprecipiativn
of phmplnyericios (0 §1g) by wilag 8 poiycional rahdd sl
030IAP-1) antitvuly (17300 Jiwtlon fiven seram 8819, gos-
ownly provaied by Dr. A. 1 Oesreichar). (U) Detail of o
dentitomritie woa of (A) (lascs N, Tramed 10. )0 and 40)
thnwiag the peels conespoadiag 10 N.IMIAPA) {C) Quae-
lifcotnm of 1 MVIAP.€) BT virn phemphorylstien Dot are
cipmerwd 83 rceviage of maive comend valuet sml reprceast
the msm 2 310 vabay of o leatd fiver wnkcpemben guperl.
manis. Kach deserminmion was aneyed ln inplicsie. *p <001
n Newrma-Keuls afier ANOVA.

shows that in viire phosphorylstion of N.SVGAP.43
was probably due 10 PKC aclivity, since when SPM
were phosphorylaled in the presence of CGP 41231, Pol-
ymyzin B or H-7, the 0-50/GAP-43 phosphorylation

way kel inhihited. W iv iy [ ivn here,

dimensionnl SHS-PAGL, the inpst hospl

band observed in the aulomdlounphy i8 Illnl nr n-
SWGAP4); thus, in SPM the degree of 1-SV(JAP-43
phospharylation can be quaniified withoul immunopre-
cipitalion (28). The identity of the putative D-SIVGAP-
4] phosphoband wny assessed by immmunaprecipiation
of phosphorylaied SPM protein hy using on afMinity pu.
rified anti D-SO0/GAP-4) rabbit antibedy (Fig. 1). Fig. 2

that CGP 41231, & staurnporine derivative, is a highly
specific inhibitor of PKC (13). .

As can he seen in Fig. |, inhibilory avoidance lrain-
ing is panied hy an i in 1)-SWGAI*-4)
phospharylation ai M) min ( +359%%), but not 21 1t or 60
min posttraining. This increase appears 10 be 1raining-
specific since ihe shocked groups did not shown any
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Fig. 1. Ulppey pancl' eweientative suinmadingrang slerwing the be vi.
10 phempinwrylstbon of SPAL peoicing e il ohmence (loncs 1), or b
Ihe prescme of Twn enneentrsrions of different PRU inhibitars (lones
Yand 1) Yor CGP 4128 10°° M (lame 2}, 10 * M [lame 3), For
Folymytia H(PMXI) 4500 (U/md (laac 1), 9B 1UAN) (bae V), For
(1.7 10°° Al (lare 2). 10°* (lone )) The snuit srrums rm the leR
inticate 1-3VOAF43 Lower pancl: qumetifantion oof the o vism
phospineryletion of 11.300AP-4) in the shacace ar in 1he presemce of
the wme corentrstiong of the PKC Inhibitors 17218 are exprensed o
percestage of comml values (In the shaenee of PKC inhiblinn} oad
terwesem the mens ¢ 9.1 of 4 independent rictemsinalinns dose
inplicore. * p < 0ONI i Newman-Kcuh slier ANDVA,

nwulification in the in vitro phmphorylation of 0-
SO/(AP-4) when compared with azive conltols,

This Icarning-sssaciated increase in plunplisryla-
lion in vitro of a specific presynapiic subsirate of 'KC
(10.11), comld be due 1o increased PKC activity, on In-
creased anumm of 11-50/(JAP-43, or 8 change in the in
vivo plurpharylation siate of this protein.

The incieased phosphorylation of B-SV(JA-4) ob-
served in the present stinly does not seem 10 be due to
8 ditference in 13-SVQAP-4) prowcin levels becanse ikn-

ic quantitation of the blois performed
with two difTerent antibodics against N-SW(IAP-43 il
aot show any dilf e belwee Iy and Irmined

groups (Fig. J).
To test il the change in the endogenous phospho-
rylation of N-S0/GAP.43 caused by inhibitory avoidance

irining could be due 10 an increased PKC aclivity, SPM
preporatinng of nalve, shocked and trained yroups were
in vitro phosphorylated In the presence of an cxcess of
exogenously added bovine purified PKC (29) or in the
presence of the PKC inhihilor CGP 41231, Under these
condhlons, the difTerences observed In Fig. | and Fig.
4A and D (lanes | and 2) were completely aholished
(Fig. 4A snd 13, lanes 3 ond 4: in both cases p > 0.1 in
Iwo-tailed Student 1 lest, n = 3), suggesting that the
Increosed N-SWQAP-43 In viiro phosphorylation oh-
served In trained snimols is probably due to 8 difTerence
In PKC activity.

To lurther determine this assumption, we measured
total PKC sctivily in SI'M from the slifTerent groups, in
the presence nf an cxcess of Ilistone LIS ny subsimie.
Fig. $ shows the results of this sel of experiments: 3
significant incrense of 24% (with respect 1o naive aml
shacked gioups) was nbseeved in the JU min postimining
time poinl, morenver, the lemporal cowse af thig in-
crease paraliely the teniporal course of the changes oh-
served in the phosphorylation of D-SOVGAP-43.

These resulis are in well agreement with recent
findings Jemonstrating thel miy submitied to an inhibi-
tory ik tosk showed 3 | ing-wpecific, sirc-

N lective oned 1l ler increase in the amoum
of b inted 'KC {17). Turth . it has
been rey | that afler classical ditioning in 1he rb-

bif there is an Incrense in [*11]pharbol dibutyrate hitding
(13) and in synaptosomal PKC activity (16) in the hip-
pocampus. Two different learming paradigms in the
chick sre sssocisied with an increase in PKC sctivity
and oan | in PKC sub phosphorylniion in
sclected brain regions (12,30). Associative Icoming in
Hermissenda is ponied by an activation of I'KC
(31.32) and phosphoryiniion of a fow molecular weight
Q peotein (33-33). In addition, spatial but not cued dis.
crimination Is relaled with shersiions in membrane-os-
socisted PKC (36).

PKC nanly phosphorylates the SER 41 residue of 0.
S/GAP-4) (37,3R). This protein is olso in vitto phes.
phorylated by Casein Kinase Il on SER 192, 19) and
on TIIR 3R, 89 ond 95 (39.40). In order 10 exclude a
dual panticipstion of PKC and Cascin Kinase Il in our
in vilro phaaphorylsiion sssay, we performed endoge-
nous phosphorylatien of SPM In the presence of Ilepa-
rin, which is keown tn he a poiemt inhibitor of Caxcin
Kinase I sctivily. The presence of heparin Jdid nol aller
the differences in D-SVGAP-4) phosphorylation omong
naive, shocked and irained groups or the apparent tein-
porsl course of (hese modifications (dats not sh )

1 is g Ily dthot sn i in post-hoc
phosphorylation experimenis is associsied with a de-
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Flg. ). (A and D) western blot analysis of N-S/GAP-41 iminunoreactivity using differest smomnts of hippocampal SPA proteing from naive (N)
and trained animals sacrificed J0 min posttraining, uiilizing H-SWGAP-1) mabbit polychonal sntibody (24) or an antl- 11-SVGAP-) monocions!

ively ot snalysis of h

| SI'M proteing (25 pig) from naive (N), shocked (S), or tsined sninials

nmhndy (SIGAA), resp QY
1) wsing polyclonal antibody llllml NSVGAP-AY (24) On the rhw part of the figure, deminciric scans of C (lanes N, E10, E30, and 160)

are shown,
A
’ (2 K
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Fig. 4. A Autnendiogram showing the In vitm phosphorylation of SI'M
proteing frvun naive (lanes | and 3) and teained rats (lancs 2 andd 4),
in the absence (lanes | and 2), or in the presence of purified bovine
I'KC lancs ) and 4), The srrows on the le Indicates I-ADTIAP.4Y
n Jlog of phosphoy of SIM fractions from naive
and trained snimals (same lancs a3 in A), in the ahsence (lanes | and
1) o in the presence of the selective PKC inhibitor CGP 412V (10
M) (tanes ) and 4)

creased phosphorylation in vivo. Ilowever, it may also
rellect an increase in phosphorylation of the substrate in
vivo, as suggested by studies on phosphorylation and
LTP (R9). LTP increased the in vive labelling of 1)
SOVGAP-43 (9). These in vivo data parallel the findings
of increased 13-50/GAP-43 phosphorylation in vilro afier
LTI using the identical assay us in the present study (K),

licating that the | i phosphorylation observed
in vitro (Fig. | and lanes | and 2 of Fig. dA and 1)

1720

pmolesimin/mg spmprolein
2

Fig. £ Inhibitory svnidance learming related changes in PKC activity
I SPAL fractons fren nalse, shvcked and 1rained animals, Dats are
capressed in pmales of P incorponted per min per g protein and
represent the mean & S 1. of at least 4 determinations done in quad-
ninlicate. * p < 0.005 In Newman-Keuls afler ANOVA.

probably reflects an increase in the in vivo phosphory-
lation (30). Future studies using quantitative immuno-
precipitation following "'I* in vivo labeling (6,9) will
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prohahly help elucidate the in vivo plwrsphorylation siote
of 0.30/GAI'4) in JifTerem pathophysiolugical condi-
liong.

In conclusion, an Inhibilery i {eaming Is
with an i in both the in vilro phas-
phorylation of ll SO/GAP-4) and in Ihe ectivity of PKC
in synay b from the hipy iy, The
present results also endorse the hypothesis that hippo-
campal PKC is involved in the carly stoges al memowy

f ing of an Inliihitory avoitlance task (2.13,14,17).
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