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RESUMEN

El comportamiento motor condicionado realizado mediante el uso del test de

entrenamiento circular (TEC) produce una reducción significativa en la fosfon'lación

endógena de la proteina GAP-43/B-50 en el estriado contralateral al sentido de giro. La

magnitud de este cambio asimétrico es del 29,3 % respecto al estn'ado control y del 29,5

°/orespecto del estn'ado ipsilateral proveniente de los mismos animales entrenados. Los

animales controles no mostraron diferencias asimétn'cas entre estriado izquierdo vs.

derecho o ipsi vs. contralateral. Estos cambios ocurren 30 minutos después de finalizada

la actividad fisiológica en el TEC, y son independientes de la dirección de giro elegida.

Estudios paralelos de western blot de GAP-43 y ensayos de fosfon'lación exógena

usando PKC pun'ficada demuestran que esta fosfoproteina participa a través de una

disminución en su estado de fosforilación en el residuo Ser-41 (sitio específico de PKC).

Estos cambios plásticos solo se producen cuando los animales son entrenados a los 30

días de edad (período cn'tico). El entrenamiento de animales de 20, 40 y 60 días de edad

no produce cambios en estos marcadores neuroquímicos. A los 30 días la caída en la

fosfon'lación in vitro de la GAP-43 se correlaciona con la velocidad desarrollada durante

el TEC. Además de estos cambios los animales entrenados también muestran una

inducción del mRNA del proto-oncogén c-fos entre los 30 y 60 minutos después de

finalizada la actividad. La realización de una segunda prueba motora, el test de

plataforma giratoria (TPG) confirma los cambios observados a los 30 días en la

fosforilación in vitro de la GAP-43 y en la actividad total de PKC, y demuestran que la

caída en la fosfon'lación de la GAP-43 es proporcional a la velocidad de giro.

Estudios cinéticos demuestran las características plásticas de la fosfon'lación in vitro de

la GAP-43, de la actividad total de PKC y de la capacidad de unión del ligando del

receptor muscarínico 3H-QNB. Estudios previos realizados por nuestro laboratorio

demostraron que a los 30 días del desarrollo postnatal del estriado cambios permanentes

en los niveles de receptores mACh y dopaminérgicos Dl y DZ son producidos como

consecuencia de la actividad motora fisiológica. Los cambios inmediatos en estos

marcadores generales de plasticidad neuronal podn'an representar los pasos iniciales que



conducen al establecimiento de cambios plásticos de largo plazo. Además estos

marcadores sugieren la participación de mecanismos plásticos durante el “pen'odo

cn'tico” en el cual se generan los cambios permanentes. Estos resultados demuestran la

participación de la fosforilación de la GAP-43 en los mecanismos plástico dependientes

de la actividad motora durante un período cn'tico del desarrollo estriatal.

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

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



Participation of the PKC and of its presynaptic substrate GAP-43/B-50in 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.
lmmunoblots 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
interhemisphen'c regulatory mechanisms. Previous studies of our laboratory showed that
at 30 days of postnatal development permanent changes in the levels of mAChR and
dopaminergic Dl 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 dun'ng the critical period in which permanent changes
are tn'ggered. 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 striatum; motor plasticity; circling training;

giratory platform test.



INTRODUCCION

l.PLASTlClDAD NEURONAL Y SU RELACION CON EL DESARROLLO

CEREBRAL

El sistema nervioso central (SNC) presenta una alta capacidad de adaptación frente a

los condicionamientos ambientales, a través de los mecanismos de plasticidad que en él

se desarrollan. En el sistema nervioso (SN) el patrón de conexiones sinápticas es

plástico, 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 adaptación

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,l993) y número de receptores (Hydén y col,l984), modificaciones en distintas rutas

de transducción de señales (Larkman y Jack 1995; Ronald y col, ¡995) y en los

mecanismos de neurotransmisión (Ghirardi. y col, ¡992), cambios en el número de

neuronas o en los procesos de remodelamiento sináptico (Roberts y Difliglia, l990) son

las pn'ncipales alteraciones neuroquímicas y morfológicas que se establecen en el SN y

que le permiten adaptarse, no sólo durante el desarrollo, a los estímulos externos.

Cualquiera que haya observado los esfuerzos de un bebé intentando alcanzar su juguete

habrá advenido que la capacidad de un adulto para la percepción y el movimiento no es

algo innato, sino que debe desarrollarse con el tiempo, mediante el ejercicio. El programa

genético desarrollado durante la gestación, finaliza en un recién nacido con los órganos

senson'ales sin estrenar y un cerebro bien formado cuyos 100.000 millones de neuronas

se encuentran asociadas en vias que están especializadas en llevar a cabo fiJnciones

altamente específicas. 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 fisiología de la corteza visual del gato. Los experimentos llevados a cabo

por estos 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 señales procedentes del ojo

destapado. Estos efectos a su vez dependían de la edad a la que ocurn'a la inutilización

ocular. Hubel y Wiesel denominaron con el término “período crítico”, 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

organización en respuesta a señales provenientes de la retina. Es decir, algunas de las

vias que se establecen durante la gestación, mantienen su plasticidad, sólo durante un

período limitado después del nacimiento, durante el cual la red de conexiones se va

ajustando. Estos períodos críticos varían entre las diferentes estructuras del cerebro

(Wiesel, l982).

Estudios recientes realizando inducción de potenciación sináptica 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 pen'odo critico

descripto para la corteza visual (Kirkwood y col, l995). Estos resultados suponen la

hipótesis de que el LTP refleja un mecanismo normal de modificación sináptica

dependiente de la experiencia en el cerebro en desarrollo. Esta forma de LTP en corteza

visual requiere activación de receptores de N-metil D-aspartato (NMDA). Durante el

desarrollo se observó una declinación en la función del receptor de NMDA en la capa

cuatro de la corteza visual, la cual es impedida por el mantenimiento en la oscuridad.

También se observó que el refinamiento topográfico de las proyecciones que van desde

el tálamo a la corteza aumentan a través de procesos dependientes de la actividad. De

esta manera los axones talámicos compiten por sus blancos corticales (Goodman y Shatz,

1993). Se ha propuesto que estas conexiones son reforzadas por la actividad pre y

postsináptica durante el desarrollo. Un mecanismo probable para estos procesos también

podn'a ser el LTP mediado por la activación de receptores de NMDA. Crair y Malenka

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



correlaciona estrechamente con el período critico (dependiente de la experiencia

sensorial) para la reorganización topográfica de las aferencias talámicas. Estos

experimentos indican que la actividad neuronal es importante durante el establecimiento

o mantenimiento de los circuitos neuronales (Frank,l987). Sin embargo, en el sistema

neuromuscular las sinápsis son eliminadas más lentamente bajo condiciones de actividad

disminuida, y más rápidamente por el aumento de actividad (Purves y Lichtman, 1980).

Estos experimentos soportan la idea de que la actividad neuronal puede ser un

determinante de eliminación de sinápsis.

Durante las primeras etapas del desarrollo del SNC existe un programa genéticamente

determinado que incluye la proliferación y migración neuronal, selección del tipo de

neurotransmisión, y la formación de patrones generales de conectividad neuronal

(Jacobson M (Ed), 1978; Williams y Hermp, 1988; Klose y Bentley ,l989; Cowan y col,

¡984). Recién al final de esta etapa se ponen de manifiesto fenómenos relacionados con

la competencia por factores tróficos y muerte celular programada. De aqui en más el

desarrollo se establece funcionalmente, mediante la interacción 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 función de los estímulos ambientales a los que será expuesto el individuo.

Esto le permitirá una mejor adaptación a las necesidades del medio.

2. COMPORTAMlENTO 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 metodologías. (bioquímicas, moleculares,

electrofisiológicas, psicológicas y de procesamiento de imágenes) han sido utilizadas

para comprender la fisiología de los circuitos neuronales que participan durante el

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



Parkinson son dos importantes patologías motoras que están relacionadas con la perdida

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 comprensión 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 experimentación han demostrado que la

actividad motora puede modificar algunos sistemas de neurotransmisión (MacRae y col,

1987). Además se ha observado que puede impedir la degeneración de la función

colinérgica relacionada con el envejecimiento (Fordyce y Farrar, 1991), modificar los

niveles del receptor colinérgico muscarínico en hipocampo (Fordyce y col,l99l) y del

dopaminérgico en cuerpo estriado (Gilliam y col., 1984). Estudios recientes tambien

demostraron que el ejercicio fisico aumenta los niveles del factor neurotrófico derivado

del cerebro (BDNF), factor de crecimiento que mantiene la función y promueve la

sobrevida de algunas neuronas (Neeper y col, 1996). Además se ha descripto que la

actividad motora ayuda a proteger a ciertas neuronas del daño por radicales libres. De

esta manera el ejercicio fisico podria ayudar a incrementar la resistencia del cerebro

contra el daño y la degeneración a traves del mantenimiento, promovido por ciertas

trofinas, del crecimiento, función y sobrevida neuronal.

Más allá de estos resultados, las bases neuroquimicas y celulares del comportamiento

motor de tipo plástico requieren aún una intensiva investigación. Debe ser demostrado si

la actividad motora plástica 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 plásticos que subyacen a la actividad motora:

Si bien poco es lo que se sabe acerca de los cambios neuroquímicos plásticos 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 inducción hipocampal de dos neurotrofinas, el factor de crecimiento

nervioso (NGF) y el factor neurotrófico BDNF (Neeper y col, 1995; Neeper y col,

1996). Ambas trofmas fiJeron inducidas por el ejercicio fisico. Además amplias

evidencias indican que la producción de BDNF en el cerebro está regulada por por la

actividad neuronal. Estos factores tróflcos participan en la plasticidad cerebral (Thoenen,

1995), relacionandose con la funcionalidad a través de la regulación del tumover de

neurotransmisor (Alderson y col, l990; 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 y col, 1992).

Diferentes estudios han demostrado que la plasticidad neuronal durante un limitado

periodo del desarrollo presenta características particulares que lo diferencian de la

plasticidad del cerebro maduro. De esta manera, el desarrollo anatómico y fisiológico de

los circuitos motores pueden ser dramáticamente alterados por la actividad motora

realizada durante un período de plasticidad asociado con la vida postnatal temprana. De

manera análoga la manipulación del ambiente visual puede interferir con la plasticidad

sináptica dependiente de la experiencia durante un período de sensibilidad del desarrollo

postnatal temprano de la corteza visual.

De aquí en adelante nos refen'remos en particular a los procesos plásticos 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 muscarínicos de acetilcolina y dopaminérgicos de tipo D2 pueden ser

afectados en forma permanente (hasta un año 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

locomoción realizada sobre un disco giratorio (Ibarra GR, 1997). Estos cambios

plásticos de largo plazo solamente fiieron observados cuando las ratas fueron entrenadas



a los 30 días de edad, pero no cuando los animales fueron entrenados a los 20, 40, 60 o

90 días de edad. En particular, la caracterización de la caida permanente de los

receptores colinérgicos muscarínicos no mostró asimetrías, pero si una disminución

diferencial según el sexo. La reducción observada en el sistema colinérgico muscarínico

correlacionó con la variación observada en el sistema dopaminérgico de tipo D2. De esta

manera los niveles muscan’nicos y el balance con los receptores dopaminérgicos D2

regulan fuertemente los mecanismos moleculares y celulares, por medio de los cuales el

estn'ado ejerce su función motora plástica. Estos resultados demuestran la presencia de

un pen’odo limitado de sensibilidad durante el desarrollo del estn'ado, en el cual cambios

plásticos en los niveles de neuroreceptores pueden ser producidos por la actividad

motora fisiológica.

2.3. Comportamiento circular, su relación 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 desempeñan un comportamiento circular,

Yamamoto y Freed (1982) desarrollaron un paradigma experimental de comportamiento

condicionado. En este test, el animal motivado por la deprivación de agua, es estimulado

a correr en una pista circular en busca de una recompensa. El animal depn'vado de agua,

24 horas antes de la pn'mera sesión de entrenamiento, es colocado en el tambor de

entrenamiento y enseñado a correr en forma circular en un sentido asignado

aleatoreamente en busca de una recompensa (solución de agua azucarada al lO %). El

animal es entrenado durante 7 días consecutivos, tiempo suficiente para que alcance un

plateau en su velocidad, obteniendo un promedio de lO 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 ácido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC)

fiJeron medidos en ambos estriados. Estos resultados demostraron que la concentración

de dopamina y DOPAC aumentan en el estn'ado contralateral al sentido de giro, mientras

que en el estriado ipsilateral los valores no se modificaron significativamente (Yamamoto

y Freed, 1982; Morgan y col, l984). El aumento de dopamina es máximo 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 disminución en

la velocidad. Esta es la pn'mera evidencia de la participación fisiológica de la dopamina

en el comportamiento circular (Yamamoto y Freed, 1982).

Posteriormente estos mismos autores observaron que la dopamina también se

incrementaba en el núcleo accumbens contralateral al sentido de giro en un porcentaje

similar al registrado en el cuerpo estriado. Conjuntamente con el incremento en la

liberación de dopamina durante la sesión de entrenamiento se describió un aumento en la

actividad de la enzima tirosina-hidroxilasa, enzima esencial en la sintesis de dopamina. El

aumento de esta actividad también se evidenció en el estriado contralateral al sentido de

giro. El incremento en la actividad enzimática 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 participación 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 giraton'o 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 diseñado para estudiar la relación entre

intensidad, postura, y dirección del movimiento con la magnitud de la liberación de

dopamina en el neoestriado y nucleo accumbens. Los resultados obtenidos mostraron

que cuando el animal corre derecho, la concentración de dopamina libre y DOPAC

aumenta en ambos estriados y núcleos accumbens en función de la velocidad. Si el animal

es obligado a correr en círculos también se observa un aumento en la dopamina libre en

ambos núcleos, en relación 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

despolarización o disparo, aumenta bilateralmente como consecuencia de la locomoción

forzada en un disco giratorio (Diana y col, 1989). Estudios posteriores, realizados por

los mismos autores que originalmente describieron la lateralización en la concentración

de dopamina evocada por la estimulación motora circular y por otros laboratorios, no

pudieron confirmar dicha lateralización al utilizar métodos de medición in vivo de la

concentración de dopamina (Sabol y col, 1990). Si bien no hay acuerdo en la existencia



de una lateralización en el aumento de la liberación y metabolismo de dopamina, en lo

que si existe acuerdo es en que la concentración de dopamina libre y de DOPAC

aumentan en el estriado como consecuencia del componamiento motor,

independientemente de que sea mayor en un hemisferio que en el otro (Sabol y col, 1990;

Schwarting y Huston, 1987).

En resumen, 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 estimulación 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 concentración de dopamina libre y de su metabolito DOPAC, y c)

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

2.4. El comportamiento rotatorio como vía de inducción de cambios plásticos:

El comportamiento motor rotatorio puede ser inducido luego de lesionar

unilateralmente las proyecciones dopaminérgicas nigroestriatales de la rata por medio de

la inyección estereotáxica de la neurotoxina ó-hidroxidopamina (6-OHDA) (Ungerstedt,

1968). Estudios posteriores utilizando agonistas y antagonistas dopaminérgicos

permitieron confirmar la participación 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,l97l; Glick y col., 1976; Ungerstedt, 1971; Pycock,

1980; Chen y col, 199]). Por otra parte, se han estudiado los cambios plásticos que

ocurren en el cuerpo estriado como consecuencia de la deaferentación nigroestn'atal.

Estas alteraciones involucran cambios plásticos en la densidad y en los niveles de

receptores dopaminérgicos (Qin y col).

2.5. Pruebas para el estudio del comportamiento motor:



En los trabajos de plasticidad visual, los cambios neuroquímicos y morfológicos son

evaluados como consecuencia de una estimulación sensorial (estimulación lumínica). En

forma análoga; el estudio de la plasticidad motora requiere de una estimulación motora,

la cual a través de Ia activación de circuitos neuronales, podrá generar cambios plásticos

en las estructuras relacionadas. Una gran variedad de pruebas motoras han sido

desarrolladas para el estudio de la plasticidad y fiJnción motora. Las anebas motoras

pueden clasificarse en pruebas apicales y no apicales. Las no apicales evalúan

comportamientos especificos que reflejan la función de un área particular del cerebro.

Contrariamente, las pruebas apicales involucran van'as regiones cerebrales, e involucran

diferentes tipos de aprendizajes, funciones sensoriales y participación 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, l993; Vorhees, 1987; Geyer, 1990). La prueba ideal

deben’a considerar: (a) medición 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 expenmentador. En este sentido la recolección automatizada de datos

resulta apropiada; (d) la duración de la prueba debe ser lo suficientemente extensa (más

de lO 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 motivación por la actividad; (e) la

respuesta comportamental debe inducir una actividad neurofisiológica medible, de

manera que el comportamiento motor pueda ser correlacionado con parámetros

neuroquímicos y neuroflsiológicos.

En el presente trabajo se emplearon dos tipos diferentes de pruebas motoras, las cuales

son descriptas a continuación. En particular, la sistematización del test de entrenamiento

circular (TEC), llevada a cabo en nustro laboraton'o, permitió demostrar que el TEC es

una prueba motora que sirve especificamente para el estudio neuroquímico plástico de

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



Ibarra y col, 1996) y para la detección de neuroteratologia fiincional (Brusés y col, ¡991;

Brusés y Azcurra, 1993).

2.5.l.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 estimulación motora circular, este test permite estudiar el rol de la

lateralidad cerebral en la función motora y asociativa. El TEC permite evaluar la destreza

motora de los animales, registrando la distancia recorrida y la velocidad desarrollada por

los mismos durante la prueba. Además, por ser una prueba que involucra un

comportamiento condicionado con participación de un aprendizaje asociativo espacial, el

TEC permite evaluar esta componente conductal a trave's del registro de número 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

motivación 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

patrón de actividad locomotora voluntaria, en el sentido contrario al que gira dicha

plataforma. El uso del test de plataforma giratoria fije 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 motivación por la recompensa.

Este test también permite evaluar el grado de estimulación 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.]. Elección del cuerpo estriado para el estudio de plasticidad:

El comportamiento motor es consecuencia de una activación 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 sanguíneos cerebrales (FSC) con

tomografia de emisión positrónica (PET) (Seitz y col, 1990). Estos estudios

determinaron las estructuras anatómicas del cerebro humano involucradas durante el

aprendizaje de una habilidad motora. Estas investigaciones demostraron que las

estructuras anatómicas que panicipan en la secuencia de aprendizaje motor pertenecen a

dos clases de estructuras. Primeramente se encuentran las que asisten a las áreas

motoras, proveyéndoles de información somatosenson'al y otras informaciones relevantes

en la fase temprana del aprendizaje. Estos cambios iniciales reflejan activaciones y

desactivaciones de estmcturas anatómicas 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

córtico-cerebelar y córtico-estn'atal. Ambos circuitos pertenecen a las estructuras donde

se almacena el programa motor final.

Las estructuras con actividad sináptica durante el desempeño motor deben contener a

las poblaciones sinápticas que han sido modificadas o seleccionadas durante el proceso

plástico de aprendizaje, como fue discutido en el capitulo anten'or.

Además de ejercer un rol fundamental en el control motor y en el aprendizaje de

ejercicios motores, existe entre los neurobiólogos posturas contrapuestas acerca de la

participación del cuerpo estriado en fimciones cognitivas. Dentro del perfil del presente

trabajo, el cuerpo estriado sirve como área cerebral blanco para el estudio de la

plasticidad neuroquimica relacionada con las funciones cognitivas y motoras. Además el

estriado es una estructura cerebral apropiada para estudios neuroquimicos dado que es

un área anatómicamente bien definida y fácil de disectar, cuyo tamaño provee suficiente



muestra de tejido para realizar análisis bioquímicos. En la rata, la maduración funcional

del estriado sucede durante las primeras cuatro semanas de vida postnatal (Coyle y

Campochiaro, l976).

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

Evidencias clinicas y experimentales demuestran claramente la importancia del cuerpo

estriado en el comportamiento motor. Diferentes patologías motoras como son la

enfermedad de Parkinson y la Corea de Huntington afectan profundamente al cuerpo

estriado (Penney y Young, [983; Carlsson y Carlsson 1990; Albin y col, 1989;

Wichmann y Delong, 1993). Los estudios descriptos en el capitulo anterior utilizando

PET también demuestran la participación del estriado en la actividad motora (Seitz y col,

1990). Por otra parte se describió que en ratas depn'vadas neonatalmente de dopamina el

aprendizaje de actividades motoras, que involucran las extremidades anteriores, no fue

satisfactorio (Whishaw y col, 1994). Lo mismo se observó en animales recibieron una

inyección unilateral de ó-OH dopamina (Nikkhah y col, [993). También se observó que

el tratamiento con estimulantes (AMPH, cocaina), que involucran la activación del

sistema dopaminérgico estriatal, produce una sensibilización del comportamiento

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

3.3. El cuerpo estriado y su relación con los procesos cognitivos o asociativas:

Si bien resulta aun poco claro cuales son las funciones cognitivas o asociativas del

estriado, existen evidencias de su participación en estas funciones. El estriado presenta

conexiones con áreas corticales asociativas prefrontales. Además la coexistencia de

trastornos en funciones cerebrales superiores como memoria y emoción han sido

observadas en las enfermedades de Parkinson y Huntington. Drogas de acción central

como los neurolépticos utilizados en el tratamiento de trastornos mentales, tienen sitios

de acción en el neoestriado. Estudios realizados por Stewart y col (1996) demostraron

un aumento bilateral significativo (comparado con los animales controles) en la



capacidad de unión a receptores dopaminérgicos Dl, pero no a D2, en el lóbulo

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

paleoestn'atal de las aves y es equivalente al estn'ado del mamífero (Dubbledam 199];

Reier 1984). En esta región estn'atal equivalente al caudado-putámen de mamíferos,

estudios previos también demostraron que el entrenamiento de evitamiento pasivo

produce cambios sinápticos y dendn'ticos (Hunter y Stewart, ¡993). Además lesiones

bilaterales post entrenamiento cusan amnesia para la respuesta de evitamiento (Gilbert y

col, 199]). Si bien esto puede representar un área 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

motivación:

El cuerpo estriado es una estructura relacionada con la motivación a través de su

participación en el sistema límbico (Robbins y Everitt, 1996). Estudios realizados en

monos, demostraron que los mecanismos de recompensa y motivación están

correlacionados con la actividad neuronal del cuerpo estriado y la vía nigroesttiatal

(Aosaki y col, 1994; Wise, 198]; 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 estímulo en la motivación

comportamental condicionada durante la realización de una prueba de entrenamiento,

depende de la interacción de los sistemas glutamatérgicos y dopaminérgicos del estriado

y de su conexión con los núcleos amigdalinos (Robbins, 1989).



3.5. El cuerpo estriado y su importancia clínica:

La importancia clínica del estriado está claramente manifestada en el hecho de que

alteraciones en el normal fiincionamiento de esta estructura se encuentra relacionada con

diferentes neuropatologías, caracterizadas por déficits cognitivos y motores. Por otra

parte, dada la alta concentración de diferentes receptores, el estriado se ve

profundamente afectado por psicoestimulantes como la cocaína, morfina y las AMPHs

(Graybiel y col,l990; Young y col, 199]; Moratalla y col, 1993; Liu y col, 1994;).

En humanos, el abuso con AMPHs puede conducir a una psicosis que clínicamente se

asemeja a una esquizofrenia paranoica y que rápidamente responde al bloqueo de los

receptores dopaminérgicos (Angrist y col., l974; Sato l986). Un uso discontinuo de la

droga genera que igualmente los individuos permanezcan hipersensibles a los efectos de

ésta por algunos años (Janowsky y Risch, 1979; Snyder, 1973; Benes y col,l985).

Indudablemente, éstos cambios conductales de largo plazo son consecuencia de cambios

en los sistemas de recepción y transducción de señales y en la normal expresión de los

programas genéticos. Tanto la cocaína, la morfina y las AMPHs disparan la expresión de

los proto-oncogenes c-fos y jun-B en el cuerpo estriado (Graybiel y col, l990; Young y

col, 199]; Moratalla y col, ¡993; Liu y col, ¡994). Por lo tanto estos genes involucrados

en procesos plásticos cerebrales, estarian involucrados en los cambios plásticos de largo

plazo relacionados con sensibilización conducta]. Los neurofármacos son drogas

utilizadas para controlar distintas afecciones neurológicas. Así por ejemplo, el

Haloperidol (antagonista dopaminérgico) es un potente neuroléptico que es utilizado

como antipsicótico . Repetida administración de éste fármaco produce alteraciones en la

ultraestructura de las neuronas estn'atales (Benes y col, 1985; Kems y col, l992;

Klintzova y col, 1989). De esta manera, comprender los mecanismos plásticos que

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

4. EL CUERPO ESTRIADO. ESTRUCTURA Y FUNCION.



4.]. Organización anatómico-funcional del cuerpo estriado:

El cuerpo estriado, constituido por el núcleo caudado y el putámen (neoestriado),

conforma la principal estructura de los ganglios basales. Conjuntamente con el globo

pálido (paleoestriado), la amígdala (arquiestriado) y el núcleo subtalámico conforman los

ganglios basales. El cuerpo estriado se convierte en una estructura profunda dentro de

los hemisferios en los mamíferos, debido al desarrollo del neocortex y del cuerpo calloso.

El núcleo caudado y el putámen son similares en estructura y conexiones, estando

anatómicamente unidos en mamíferos inferiores como la rata y el ratón. Luego se van

separando hasta que en el hombre se encuentran casi totalmente separados por la cápsula

interna. El cuerpo estriado es una estructura altamente desarrollada en las aves, donde

realiza muchas funciones similares a las que efectúa la corteza en los mamíferos, ya que

además de cumplir con funciones motoras, mantiene estrechas conexiones con las

principales vías asociativas del cerebro de las aves (ecoestriado e hiperestn'ado). El

cuerpo estriado es una estructura altamente desarrollada en las aves donde realiza

muchas funciones similares a las que efectúa la corteza en los mamíferos, ya que además

de cumplir fimciones motoras mantiene estrechas conexiones con las principales áreas

asociativas del cerebro de las aves (Samat y Netsky, 1976).

El neoestriado recibe dos aferencias principales, una de la corteza cerebral por medio

de las fibras corticoestn'atales y otras de la sustancia nigra pars compacta por medio de

las fibras nigroestriatales (Figura l). Por medio de las proyecciones conicoestriatales,

que desde el punto de vista de la neurotransmisión son fibras glutamatergicas

excitatorias, llegan al estriado proyecciones desde casi toda la corteza cerebral,

incluyendo áreas motoras, sensoriales, asociativas y limbicas. Estas proyecciones se

encuentran organizadas topográficamente de acuerdo a las fimciones en que participan.

Por lo tanto las áreas corticales asociativas, sensorimotoras y límbicas proyectan en

forma segregada a diferentes regiones del cuerpo estriado, referidas como áreas

estriatales asociativas, sensorimotoras y límbícas respectivamente (Parent, 1990). Esta

parcelación indica una organización espacial del procesamiento de información que

recibe el estriado.

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

las estn'atonigrales que conectan con la sustancia nigra pars compacta y reticulada, y las



fibras estriatopalidales que proyectan hacia el globo pálido. Es a través del globo pálido

por donde se producen las eferencias de los ganglios basales hacia los núcleos del

tálamo.
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Figura l: Representación esquemática de las principales vias aferentes y

eferentes del cuerpo estriado.

la corteza motora envia proyecciones excitatorias de tipo glutamatérgicas ( -j

y a las neuronas gabaérgicas proyectivas del cuerpo estriado (esp/¡rosas

medianas), las cuales pueden clasificarse en dos tipos diferentes de poblaciones

neuronales de acuerdo a sus sitios de proyeccion. Neuronas estriatopalidales

(Nlíl’)y neuronas estriatonigrales (NIJN),que proyectan al globo pálido y a la

sustancia nigra respectivamente. Ambos tipos de proyecciones utilizan GABA

como neurotransmisor (transmicion inhibitoria, (-)). Tanto las le'l’ como las

NENpresentan 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 (San o a la sustancia nigra pars reticulata

(Snpr). Sdemás, las neuronas gabaérgicas del globo pálido apotan proyecciones

inhibitorias al núcleo subtalámico (NS'I')y a la Snpr. Por su parte la sustancia

nigra envia proyecciones dopaminérgicas inhibitorias al tálamo (en parti vular a

los nucleos dorsomedial y medioventral, el cual envía fibras glutamatérgicas

exitatorias a la corteza cerebral, cerrando de esta manera el circuito. También a

través defibras dopaminérgicas, la sustancia nigra ejerce una acción regulatoria



sobre el cuerpo estriado actuando sobre los receptores dopaminérgicos DI y DZ.

Finalmente el tá/amo envia proyecciones glutamate'rgicas al cuerpo estriado, y

los nucleos intra/aminares ventral lateral (no representado) y medio ventral

participan en la transferencia de información interhemisfe'rica.

El tálamo a su vez proyecta hacia la corteza por medio de las fibras tálamocorticales,

cerrando asi el circuito de los ganglios basales y la corteza cerebral. Por último, el

circuito funcional se cierra con el feedback nigroestriatal de fibras dopaminérgicas desde

la sustancia nigra pars compacta nuevamente hacia el estn'ado (Gerfen, 1992 a; Gerfen,

1992 b) Las conexiones aquí resumidas son las principales proyecciones de los circuito

donde interviene el estriado. Otras conexiones menores son las eferencias nigrotalámicas

que conectadas con el núcleo intralaminar realizan la retroalimentación del estriado

(Gerfen, 1992 a), las interconexiones entre los hemisferios izquierdo y derecho de ambos

caudados Medina and Pazo, l981) y entre las conexiones que permiten la regulación

recíproca entre las 2 vías dopaminérgicas nigroestn'atales (Leviel y col, 1979).

4.2. Organización neuronal del estriado:

Desde el punto de vista histológico, el neoestriado es una estructura cerebral

homogénea en cuanto a los tipos neuronales que la componen. El estriado de rata está

compuesto por neuronas proyectivas (12-20 pm, neuronas espinosas medianas) e

intemeuronas locales en una relación 9:] respectivamente. Las neuronas proyectivas se

caracten'zan por irradiar 4 a 5 dendn'tas pn'man'as que se adelgazan y presentan gran

cantidad de especializaciones de sus membranas, las cuales se conocen como espinas

dendríticas. 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 formación de sinápsis con otras neuronas proyectivas vecinas. Un

segundo tipo de arborización (menos frecuente) consiste en una arbon'zación mayor y

más extensa que va más allá de la neurona de orígen, con la cual normalmente no

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



gama-aminobutírico (GABA) como neurotransmisor pn'ncipal, 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 intemeuronas, las cuales se

caracterizan por la ausencia o rareza de espinas en sus dendrítas. Desde el punto de vista

morfológico las intemeuronas pueden agruparse en dos amplias categon'as morfológicas:

a) las intemeuronas no espinosas gigantes y b) las intemeuronas no espinosas medianas .

Las intemeuronas gigantes 20-60 um de diámetro) utilizan acetilcolina como

neurotransmisor y presentan pocas dendritas, que interaccionan ampliamente mediante

ramificaciones radiales. Estas neuronas pueden ser reconocidas especificamente a través

de la detección de la enzima colina-acetiltransferasa (ChAT) (Kaguaguchi y col, 1995;

Di Figlia y col,l976; Phelps y col, 1985). Por otra parte, las interneuronas medianas

utilizan GABA como neurotransmisor y se dividen en 3 categorías en base a métodos

inmunohistoquímicos (Kaguaguchi y col., 1995; Di Figlia y col., ¡976).

4.3. Conexiones neuronales del estriado:

Cada una de las conexiones de los ganglios basales entre si y con otras estructuras

involucran neurotransmisores específicos. Las vías aferentes que llegan de la corteza al

neostn'ado 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 neoestn'ado a la porción interna del

globo pálido y a la pars reticulada de la sustancia nigra, que posteriormente proyectan al

tálamo. La transmisión de éstas eferencias directas del neoestn'ado es mediada por

GABA y sustancia P. La via indirecta establece un circuito entre las fibras que proyectan

del neoestn'ado a la porción externa del globo pálido, que a su vez proyecta hacia el

núcleo subtalámico, el cual proyecta nuevamente hacia el globo pálido y la sustancia

nigra. Estas transmisiones están mediadas por GABA (Cóté y Crutcher, l99l). La

actividad del neoestn'ado está mediada por intemeuronas colinérgicas y gabaérgicas.

Existen evidencias de que las neuronas nigroestriatales hacen contacto fimdamentalmente



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 desarrollo

hasta la conformación de la entidad funcional del adulto. Estas etapas transcurren a lo

largo del desarrollo embrionario y fetal, y continúan durante cierto tiempo después del

nacimiento. En especial los fenómenos 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 ratón, animales de los que se

dispone suficiente información como para establecer los pen’odos críticos del desarrollo

anatómico y fiJncional. Además, la estrecha correlación entre los períodos cn'ticos del

desarrollo entre primates y rata, permite hacer una aproximación de lo que sucede en el

hombre. En el ratón la emergencia del estriado sucede fiJndamentalmente durante la

segunda mitad de la gestación. El pico de producción de células se encuentra entre los

días l4 a l8 de la gestación (G) (Rodier, l988). Sin embargo la división de las

intemeuronas estriatales tiene su pico hacia el dia GZ] y se extiende hasta varios días

después del nacimiento (Das y Altman, 1970). Este período coincide con el período de

producción de células en la corteza cerebral, que se extiende aproximadamente desde

G12 hasta 018. Por otra parte, el pen’odo de producción de células de la otra estructura

aferente principal del estriado, la sustancia nigra, sucede entre los días GlO-Gl4 (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 gestación, pero

los mismos no llegan al estriado hasta el día G20-GZl, es decir casi hasta el nacimiento

(Lauder y Bloom, l974; Lauder y Bloom, l975). Estas conecciones no serán fiJncionales

hasta entrado el desarrollo postnatal.

La primera evidencia de acoplamiento funcional entre los terminales dopaminérgicos

provenientes de la nigra y las intemeuronas colinérgicas del estriado 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 dopaminergicosen el estriado es un lO % de la actividad que se registra en



el adulto. Luego va aumentando linealmente hasta llegar a ser un 75 % dela 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

intemeuronas colinergicas. Hacia el nacimiento su actividad en el estriado es el 2 °/ode la

actividad observada en el adulto, y va aumentando muy lentamente durante la primer

semana de vida; posteriormente su actividad aumenta más rapidamente, para llegar a

obtenerse un 70 % de la actividad del adulto hacia el día PN28 (Coyle y Campochiaro,

1976). Estos datos indican que la maduración funcional del estriado en la rata sucede

durante las 4 primeras semanas de vida postnatal.

La cantidad de receptores dopamine'rgicos 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 manipulación farmacológica durante períodos especificos del

desarrollo.

4.5. Neuroquimica del estriado:

La activación plástica de circuitos neuronales como consecuencia de la estimulación

sensorial o farmacológica, producen cambios neuroquímicos en diferentes sistemas de

segundos mensajeros. De esta manera, los sistemas de transducción de señales regulan en

primer instancia la transmisión sináptica a través de la modulación de la neurorecepción

(Malenka y col, ¡989) y neuroliberación de transmisores (Norden. y col, l99l; Ramakers

y col., 1995). Debido a la compleja interconexión sináptica que caracteriza a los circuitos

estriatales, el conocimiento neuroquímico de esta estructura provino a partir de la

activación e inhibición farmacológica de sus principales vias de neuroreceptores. La

estimulación de los receptores dopaminérgicos Dl en neuronas en reposo recompone los

niveles de magnesio por inactivación de conientes lentas de potasio, eliminando de esta

manera el bloqueo de los receptores de NMDA y posicionando a la neurona en un

estado más eficiente para responder a la excitación glutamatérgica. Además, estudios

farmacológicos in vivo e in vitro demuestran que la dopamina controla la transmisión

mediada por acetilcolina, facilitándola a través de los receptores Dl e inhibiéndola vía



receptores D2. En ratas, la administración de AMPl-l, produce sensibilización de un

comportamiento locomotor e involucra activación de sistemas dopamine'rgicos (Segal y

col, l980', Gnegy y col, l993). En el estriado de rata la sensibilización conductal, por

AMPH exhibe caracteristicas similares a otras fonnas de plasticidad sináptica, tales como

LTP y procesos de consolidación de memoria de tipo aversiva. Ellos involucran cambios

plásticos de larga duración, aumento de la liberación de neurotransmisores, su inducción

es bloqueada por antagonistas de receptores de NMDA y producen aumento en la

fosfon'lación endógena de la proteina GAP-43 en el sitio especifico de la PKC (Gnegy y

col, 1993). Otras similitudes neuroquímicas entre estos modelos son los cambios

observados en actividades que involucran Ca" y en la distribución subcelular de la

proteína de unión a calcio/calmodulina (Popov y Matthies, l989). Finalmente, el papel

del receptor dopaminérgico D2 (preferencialmente presináptico) sería inhibir la liberación

de dopamina sobre el cuerpo estriado, funcionando como autoreceptor. También modula

como heteroreceptor la liberación de acetilcolina y glutamato.

Estudios combinando localización inmunohistoquimica de la enzima Colina

acetiltransferasa (ChAT) con hibn'dización in situ del mensajero de la proteína GAP-43,

demostraron que las interneuronas colinérgicas del estn'ado expresan altos niveles de

mRNA de GAP-43 en relación a regiones no colinérgicas, las cuales expresan altos

niveles de este mensajero (Mc Kinney y Kent, l994). Sin embargo, la expresión de la

proteina GAP-43 en las neuronas colinérgicas estn'atales es altamente heterogénea. Esto

sugiere que las respuestas plásticas en las poblaciones de interneuronas del estriado

puede no ser uniforme. Estos datos sugieren un posible rol de esta proteína de

plasticidad en la función colinérgica. La acetilcolina liberada por las interneuronas

colinérgicas, a través de sus receptores localizados principalmente sobre las neuronas

proyectivas, producen una importante modulación de la actividad funcional de las

eferencias del estriado (Di Chiara y col, 1994). La neurotransmisión 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 transmisión glutamatérgica, representada por las fibras aferentes

corticoestriatales, también es de tipo modulaton'a sobre la liberación de acetilcolina

estn'atal (Scatton y Lehmann, ¡982). La transmisión a trave's de este receptor está

tónicamente inactivada en las neuronas proyectivas medianas. Contrariamente las



intemeuronas colinérgicas, las cuales se encuentran activas y despolarizadas en

condiciones basales, pueden ser moduladas por las fibras glutamatérgicas corticales.

A su vez, la activación de vias especificas de transducción de señales posibilitaria el

disparo transcripcional de ciertas genes de transcripción temprana, los cuales dirigirán

finalmente la respuesta neuronal plástica, modificando la transcripción de ciertos genes

blanco en el SNC. Se ha descripto que entre los genes de transcripción temprana, el

proto-oncogén c-fos estaria involucrado en plasticidad neuronal (Morgan y col, ¡987;

Morgan y Currant, l99l', Sheng y Greenberg, l990). Su inducción se inicia

inmediatamente ante una amplia variedad de estímulos, como activación colinérgica

(Greenberg y col, ¡986), stress térmico ( Abbadie y col, 1994) e hídrico (Sagar y col,

1988), factores tróficos (NGF, FGF, PDGF) (Curran y Morgan, 1985; Kohmura y col,

1995; Cochran y col, 1984) por la acción de convulsivantes como el metrazol (Morgan y

col, 1987). La activación de PKC es requerida para la inducción de genes de

transcripción 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, ¡993).

En estriado de rata la activación del c-fos está mediada por activación de receptores

Dl en neuronas que contienen sustancia P y proyectan a la sustancia nigra. A su vez el

receptor colinérgico muscarínico inhibe esta estimulación a través de la activación del

subtipo M4. Contrariamente en neuronas encefalina + que proyectan al globo pálido, el

receptor muscarínico Ml activa la expresión del c-fos, mientras que los receptores

dopaminérgicos D2 inhiben esta estimulación (Robertson y col., 1992; Bernard y col,

1993; Morelli y col, 1993).

5. El sistema de fosforilación GAP-43/PKC en plasticidad sináptica y neuronal.

5.l. Sistema de fosforilación de proteínas

La fosforilación de proteínas es una vía común de fundamental importancia en la

regulación biológica. Virtualmente, todos los tipos de señales extracelulares, dentro y
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fuera del sistema nervioso, producen algunos de sus efectos biológicos regulando el

estado de fosforilación de fosfoproteínas específicas dentro de la célula blanco. Además

se ha demostrado que muchas funciones neuronales que incluyen el metabolismo

intermedio, la excitación neuronal, la sintesis y liberación de neurotransmisores. El

crecimiento neuronal, la diferenciación y la morfología celular están mediados por la

fosforilación y desfosforilación de proteinas específicas. (Wallas y Greengard, l99l;

Girault,l993; Nestler y Greengard, 1994) . La fosforilación de proteinas de membrana es

un importante mecanismo en la regulación pre y post sináptica en el sistema nervioso

(Gordon y col,l977; Williams M y Rodnight R., ¡977; Greengard, 1979). Una amplia

variedad de experiencias comporamentales han descripto cambios en la fosforilación 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 fosforilación consiste en una proteína kinasa, una proteína sustrato y

una fosfatasa. La proteina sustrato es fosforilada por la proteína kinasa que cataliza la

transferencia del fosfato y del ATP al grupo OH de un aminoácido específico, y es

convertida nuevamente en su forma desfosforilada por una fosfatasa que hidroliza la

unión fosfoéster (Wallas y Greengard, l99l; Girault y col, 1993). La fosfon'lación de

proteínas altera la carga neta de la proteína, ya que los grupos fosfatos están cargados

negativamente, y de esta manera puede alterar la conformación y finalmente la función de

la proteína sustrato. Es importante considerar que, cambios en el estado de fosforilación

de una proteína pueden ocurrir a través del aumento o disminución de la actividad de

kinasas y/o fosfatasas.

5.2. Clasificación de Proteínas Kinasas

Muchas de las proteinas kinasas identificadas hasta el momento, pertenecen a una

superfamilia de enzimas que comparten similitudes en su dominio catalítico (Hanks y col,

¡988, Wallas y Greengard, 199]). Estas proteinas difieren es su distribución celular y

subcelular, especificidad de sustratos y generalmente son clasificadas como: kinasas de

sen'na/treonina, fosfon'lan proteinas en residuos de sen'na o threonina; o tyrosina kinasas,
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que fosforilan proteinas en residuos tyrosina (Girault, 1993). Recientemente se ha

descripto un tercer grupo de kinasas capaz de fosforilar los tres tipos de aminoácidos

(Lindberg y col al, 1992).

En el cerebro se han descripto van'as kinasas de serina/treonina, las cuales pueden ser

clasificadas en base a su regulación por segundos mensajeros. Los principales activadores

son: AMP cíclico (cAMP), GMP cíclico (cGMP), Ca" y diacilglicerol (DAG) (Hunter y

Safton, l99l). cAMP activa kinasas dependiente de cAMP (PKA), mientras que cGMP

activa kinasas dependiente de cGMP (PKG). El calcio ejerce su efecto junto con la

proteína 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, ¡986). Además en cerebro existen otras kinasas

que no están reguladas directamente por segundos mensajeros, entre ellas la Caseina

Kinasa I y Il, y la MAP kinasa l, lI y lll, cuyos mecanismos de acción aún no se

conocen bien.

Entre las proteínas 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 l muestra la clasificación de las proteina

kinasas según los residuos que ellas fosfon'lan , su modo de activación. Algunas kinasas

tienen una amplia especificidad de sustrato y participan en numerosas acciones

fisiológicas de señales extracelulares, estas incluyen PKA, CAM kinasa ll y PKC.

Si bien una gran variedad de kinasa han sido descriptas en cerebro, existen evidencias

que sugieren que PKC cumpliría un rol importante en la regulación de la plasticidad

cerebral .



Kinasas

de Serina/Treonina

Kinasas de Tirosina Kinasas de

Serina/Treonina/Tirosina

Aetivadas por segundos

mensajeros

-cAMP: Kinasas dependiente

dc CAMP (PKA)

-cGMP: Kinasas dependientes de

cGMP (PKG)

-Ca"/CAM: Kinasas

dependientes dc

Ca' '/CAM

(CAMKl/ll/III)

-Ca' 'iDAG: Proteina Kinasa C

(PKC)

Activadas por modificaciones

covalentes de la enzima

-Fosforilasa Kinasa

'p34cdc3

No activadas por segundos

mensajeros

(regulación desconocida)

Caseína Kinasa

(CKI y CKII)

MAP Kinasa

(MAPI/Z/J)

Receptores transmembrana

(Activación mediada por unión

del ligando)

Receptores Para: insulina

EGF

PDGF

NGF

Receptores que no son

transmembrana (activados por

fosforilación)

Familia de Kinasas Src

(PP60 cm)

Activadas por fosforilación

ej: Kinasa activada por

mitógenos

Tabla l: Clasificación de proteinas Kmasas de acuerdo a los residuos aminoacídicos

quefosforilan y su forma de activación ((íirault, [993)
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5.3. PKC: isoenzimas, localización y función

La PKC es una serina/treonina kinasa que fue descripta por pn'mera vez por Nishizuka

y col. en 1977 como una proteína kinasa de histona activable por Ca", fosfolípidos y

DAG.

Esta enzima, clave para los procesos de transducción de señales, es activada a través de

receptores que estimulan el recambio de fosfoinositidos (Benidge, 1984; Strosberg,

199]; Nishizuka, 1986; Nishizuka, 1988). Receptores para aminoácidos excitatorios

(AAE) y ciertos subtipos de receptores muscan’nicos de acetilcolina (Ml, M3 y M5)

pueden generar 1,4,5 inositol trifosfato (ng) y DAG. Además el IP; puede contribuir 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,l986; Nixon y Sihag, 199]; Wieloch y col., 199]). También se ha observado

traslocación desde membrana a citosol y a citoesqueleto (Padmaperuma y col, ¡996).

La PKC es además el principal receptor para esteres de forbol promotores de tumores

(TPA), los cuales la activan in vitro en forma similar al DAG (Bell y Buns,l99l). Los

esteres de forbol han sido ampliamente utilizados como una herramienta farmacológica

para investigar la función de la PKC en diferentes procesos celulares tales como:

exitabilidad neuronal y liberación de neurotransmisor (Nishizuka, 1986; Kaczmarek,

l987), crecimiento y sobrevida neuronal (Hsu, 1985; Montz y col, l985) y regulación

de la expresión génica (Angel y col., 1987). La activación de esta enzima en células

nerviosas está asociada a la modulación de canales iónicos (Shennann y co, ¡989),

desensibilización de receptores (Huganir y Greengard, 1987) , aumento de la liberación

de neurotransmisor (Dekker y col., |99|) y modulación de la transmisión sináptica. De

esta forma PKC estaría involucrada en los mecanismos moleculares que subyacen

algunas formas de aprendizaje y memoria (Colley y Routtenberg, l993)

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

enzimáticas diferentes. Hasta el momento se han identificado en mamíferos 12



subespecies. (a, BI, BI], y ,6, 9, e, n, C, 1, A y u). Estas isofonnas poseen distintas

características, se expresan en distintos tejidos y tienen distinta localización subcelular.

El pn'mer grupo, cPKC, consiste en 4 isoenzimas clásicas (a, BI, BlI, y) que poseen 4

regiones de secuencia conservada (Cl-C4) conjuntamente con 5 regiones de secuencia

van'able (VI-VS). Entre las regiones conservadas C l es esencial para la unión al éster de

forbol, C2 parece ser importante para la sensibilidad de la enzima al Ca", mientras que

C3 contiene el dominio catalítico. La región C4 parece ser necesaria para el

reconocimiento de la proteina sustrato (Tanaka y Nishizuka, l994). El nuevo grupo,

nPKC, consiste de 4 tipos de PKC: 6, 9, e, n aisladas posten'onnente (Ono y col, 1988;

Osada y col, 1990,1992; Liyanage y col, ¡992). Estas isoenzimas carecen de la región C2

por lo tanto no requieren Ca" para ser activadas por PS, DAG y ésteres de forbol (Ono

y col, l988; Konno y col, 1989; Bacher y col, 199]). Es posible que este grupo de

isoenzimas sea activado in vivo por DAG, aún cuando las concentraciones de Ca”

retoman a los niveles basales (Tanaka y Nishizuka, 1994). Una nueva isoenzima

recientemente identificada u parece ser miembro de esta subfamilia. El tercer grupo,

aPKC, atípico en mecanismo de activación, consiste de tres isoenzimas: C, l, X las cuales

fueron aisladas recientemente y aún no están completamente caracterizadas. Este grupo

ncarece de las regiones Cl y C2, son dependientes de PS pero no son afectadas por el

Ca", los ésteres de forbol ni por el DAG (Ono y col, ¡988, 1989; Nakanishi y Exton,

i992).

Todas las isoformas de PKC dependientes de Ca" sufren autofosforilación, cuyo rol

fisiológico es poco claro (Ohno y col, 1990). Por ejemplo, para la PKC a han sido

descriptos al menos 3 fosfositios (Huang y col, l986; Marais y Parker 1989). La PKC B

puede ser fosforilada por CK Il y se ha propuesto que esta fosfon'lación puede regular la

actividad de la PKC (Tominaga y col, 199] ).

Hasta el momento se cree que las distintas isofonnas de PKC responden en forma

diferente a varias combinaciones de Ca", DAG y/o fosfolipidos produciendo distintos

patrones de activación con respecto a su duración, localización subcelular y especificidad

de sustrato (Tanaka, 1993; Tanaka y Nishizuka 1994).

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

encontradas en cerebro.
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Areas a B] Bll Y 8

Cerebrales

Corteza Células Células Células Células Terminales

Piramidales/ No piramidales Piramidales Piramidales Nerviosos

No piramidales

Hipoeampo Células Células Células Células

Piramidales Piramidales Piramidales. Piramidales

(CA l -CA3) Células Fibras Mossy

lnterneuronas Granulares. Via Perforante

Colateral Schafl‘er

Esti-¡ado Neuronas Neuronas Neuronas Células de Terminales

Colinérgicas GABAérgicas GABAérgicas tamaño medio Nen'iosos

(intrínsecas) (proyectivas)

Sustancia Neuronas No Terminales Terminales Terminales

n¡gra Dopaminérgicas Dopaminérgicas GABAérgicas Nerviosos Nerviosos

corteza Células Basket Células Basket y Fibras Células Basket. Fibras paraleleas

Cerebelar y Stellata Stellata paraleleas Stellata y de

Fibras Purkinje

ascendentes Células de

Golgi

Tabla 2: Localización de las diferentes isoenzimas de PKC de.s'cripra.s'en las distintas

áreas cerebrales (Tanakay Nishizuka, 1994).

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

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

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

granulares y piramidales del hipoeampo y en células cerebelares de Purkinje. En sinapsis



hipocampales la y PKC puede estar restringida a las espinas dendriticas postsinápticas

(Tanaka y Nishizuka, ¡994). La isoforma Bl está localizada principalmente en células no

piramidales del neocortex, mientras que la Bll se localiza principalmente en células

piramidales y neuronas estriatales. Entre las otras isoenzimas, la or PKC tiene localización

presináptica (Shermann y col, 199]), e PKC se expresa principalmente en médula

espinal y células piramidales hipocampales y neuronals sensoriales primarias, en estricta

localización presináptica (Saito y col., ¡993; Saito, 1994). La localización de las otras

subespecies aún no se conoce. Estudios inmunohistoquímicos utilizando anticuerpos

especificos para las distintas subespecies permitieron estudiar la localización de las

isoformas de PKC en el cerebro (Nishizuka 1988; Saito 1994; Tanaka y Nishizuka,

1994).

lsol'ormas Localización lntracelular

a Complejo de Golgi, dendritas y periferia del pericarion neuronal

BI Periferia del pericarion neuronal

Bll Dendritas y complejo de Golgi

y Membrana plasmática, citoplasma (principalmente post-sináptico),

núcleo.

e Axones, terminales nerviosos, complejo de Golgi

Tabla 3: Localización intracelular de las isoenzimasde PK( ' en neuronas (Tanaka

y Nishizuka, I 994)

Distintas proteínas neuronales han sido descriptas como sustrato de proteinas kinasas,

entre estas: canales iónicos, receptores de neurotransmisores, proteinas del citoesqueleto,

etc. Las fosfoproteinas pueden ser clasificadas en base a su firnción, residuos fosforilados

(Ser, Thr, Tyr), especificidad de tejido, distribución celular y subcelular. Este último

criterio es útil en células diferenciadas como en neuronas donde se pueden distinguir 4

grandes regiones: cuerpo neuronal, dendritas, axón y terminales nerviosas. En neuronas

se han descripto 2 sustratos específicos de PKC: GAP-43/B-50, de localización

presináptica, y la neurogranina/RC3, de localización postsináptica.
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5.4.La fosfoproteína GAP-43/B-50

GAP- 43 (Growth Associated Protein-43), también llamada B-SO,neuromodulina y Fl

(Liu y Storm, 1990; Gispen y col., 1991; Strittmatter y col., 1992) es un sustrato

neuronal especifico de PKC que se encuentra principalmente en axones, conos de

crecimiento y terminales nerviosos presinápticos. A pesar de que GAP-43 ha sido

descn'pta como una proteina especifica de neuronas, se ha demostradoto que bajo

algunas circunstancias, la proteína es expresada por otros tipos celulares de SNC (Da

Cunha y col, 1991; Deloulme y co|., 1990). GAP-43/ B-SO es una proteína ácida (pl

4.3-4.7) de 226-247 aminoácidos, dependiedo de la especie. La proteína de rata, que

según la secuencia de cDNA tendn’a 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 co|., 1987). La porción amino

terminal (aminoácido l al 56 ) estaria involucrada en la asociación de la proteina a la

membrana y contiene el sitio de fosfon'lación por PKC y de unión a CAM. La

palmitoilación de las Cys-3 y/o Cys-4 es importante para su unión a la membrana y la

Ser-4] es el aminoácido fosforilado por PKC (Aloyo y col, 1983; Baudier y col., 1989;

Nielander y col, 199]; Spencer y col., 1992). Se ha observado que GAP-43 interactúa

con CAM en una forma atípica, ya que a bajas concentraciones de Ca", GAP-43 une

CAM y libera CAM en presencia de Ca" (De Graan y col, l990; Liu y Storm, [990).

Dado que el sitio de fosforilación por PKC se superpone al dominio de unión a CAM (aa

39-51), la fosforilación de GAP-43 es un factor modulador de la unión de CAM. La

fosforilación de la GAP-43 inhibe la unión a calmodulina (Alexander y col., 1987;

Chapman y col., |99|). Además se ha observado que los primeros 24 aminoácidos de

GAP-43 están involucrados en la unión de GTP-y-S a Go (Strittmatter y col., 1990).

Además de ser sustrato de PKC ha sido observado que GAP-43 es sustrato de

fosforilación de otras kinasas. In vitro la fosfon'lación de la proteína GAP-43/B-50

mediada por CKll puede ocurrir en 5 residuos: Ser-l9l/ 192 (principal fosfositio), Thr­

88,89 y 95 (Apel y col., 199] ). En cultivos neuronales y cerebro de rata recien nacida, la

GAP-43/B-50 es tambien fosfon'lada por kinasas no identificadas, las cuales reconocen el
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residuo Ser-96 y Thr-l72 (Spencer y col, 1992). La forma fosforilada de GAP-43 puede

ser defosforilada por proteínas fosfatasas PPI y PPZA, presentes en la membrana

plasmática presináptica 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-50 226

Dominio de unión
a CAM

F7777 """" ' I "7

NH l ll H l lCOOH, e. -7 l l li L i
Cys31/ ¡EE El EB

U ., CVS4 Ser 41 Thr 88/89 Thr 95/Ser 96 Thr 172 Ser 191/192mona membrana Á.“ .i_i.
1Palmitoilaa'an) PKC CK-II Kinasa? Kinasa'? CK-H

WEipÏdóúfiífiBerïáí W Ñ

Fig 2: Representación esquemática de la proteína GAP-43/B-50 de rata. El

esquema muestra la posición relativa del dominio de unión a calmodulina y del

sitio de fosforilación especifico para PKC (Ser-41). Además se indican los

residuos de fosforilación para casína kinasa II (CKII) y para un sistema de

kinasas desconocido (?). En la porción NH2se indican los residuos cisteína 3 y 4,

los cuales participan del anclaje a membrana plasmática a través de la

modificaciónpostraduccional de palmitoilación.

La expresión de GAP-43 está restringida al sistema nervioso durante el proceso de

diferenciación y crecimiento axonal, mientras que en el adulto, en neuronas no dañadas,

la expresión es baja. En el hipocampo y en las áreas olfatorias del cerebro, las neuronas

involucradas en la remodelación sináptica, 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

única kinasa capaz de fosforilar a GAP-43 que puede correlacionar con la regulación de

estos procesos es PKC.



5.5. Participación de la proteína GAP-43/B-50 y de la PKC en los mecanismos

plásticos del sistema nervioso:

La proteína GAP-43/B-50 está implicada en diferentes formas de plasticidad sináptica

en el cerebro, tales como crecimiento y regeneración nerviosa, liberación de

neurotransmisores, LTP y otras formas similares de plasticidad sináptica tales como

sensibilización conductal por administración de AMPH y aprendizaje aversivo. En todos

estos procesos los cambios en la fosforilación de la GAP-43 estan mediados por PKC.

a) Liberación de neurotransmisor: Se ha observado que un aumento en la fosforilación

de la proteína GAP-43 se correlaciona con un incremento en el proceso de

neurotransmición (Dekker, ¡989). Por otra parte, ha sido demostrado que anticuerpos

que inhiben especificamente la fosforilación de la GAP-43 dependiente de PKC, tambien

inhiben la liberación de noradrenalina y Colicístoquinina (CCK) dependiente de calcio en

sinaptosomas permeados con streptolysina-O (SL-O) (Dekker, 1989; Hens y col.,l993a;

l993b)

b) Crecimiento y regeneración: Durante el crecimiento axonal ha sido observado un

incremento en la fosfon'lación de la GAP-43 mediado por la PKC en la proximidad del

blanco neuronal (Dent y Meiri, 1992), representando posiblemente la estabilización del

cono de crecimiento. Incrementos en la fosforilación de GAP-43 también correlacionan

con una reducida extensión del crecimiento neurítico ( Biewenga y col, l996).

c) LTP: El modelo de plasticidad sináptica dependiente de actividad que ha sido más

intensamente estudiado es la potenciación de largo plazo (LTP). Este es propuesto como

un modelo para ciertas formas de memoria (Bliss y Collingn'dge, 1993). Se ha observado

que la estimulación tetánica de secciones hipocampales produce un aumento en la

fosforilación de algunas proteinas, una de las cuales es la GAP-43 (Bar y col., 1980).

Una correlación entre la fosforilación de GAP-43 y la inducción del LTP ha sido

establecida a través de varios estudios (Benowitz y Routtenberg, 1987; Lovinger y col,

1986; Meberg y col, 1995). La activación de la PKC es uno de los pasos moleculares

que ocurren durante el incremento y mantenimiento de la eficacia sináptica:

- manipulación farmacológica de la actividad de PKC altera el proceso de LTP.

- ratones que carecen de la isofonna yPKC tienen alteraciones en el LTP.
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- Mediciones de la actividad total de PKC usando sustratos exógenos o especificos de

neurona han demostrado incrementos en su actividad, luego de estimulación tetánica.

- Durante el LTP tambien se detectaron translocaciones de isoenzimas de PKC desde el

citosol a la fracción de membrana.

d) Finalmente se ha descripto que en estriado de rata, el tratamiento agudo con AMPH

produjo una fosforilación 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 participación de la PKC y de su sustrato presináptico GAP-43/B-50 fueron

estudiadas en membranas sinápticas de estn'ado y corteza motora de rata en desarrollo,

luego de una estimulación motora circular.

La actividad de la PKC puede ser determinada a través de su translocación a membrana

(análisis de western blot), por medición de su actividad sobre sustratos o péptidos

sintéticos agregados exogenamente, o bien determinando el grado de fosforilación de sus

sustratos endógenos.

La primera y segunda aproximación metodológica sólo proveen una medida de la

actividad total de la PKC, no discriminando entre PKC presináptica y postsináptica. Por

lo tanto, para estudiar la actividad presináptica de la PKC, nosotros también medimos el

estado de fosforilación de su sustrato neuronal especifico GAP-43/B-50. Nosotros

elegimos este sustrato por las siguientes razones:

l. La proteína GAP-43/B-50 es el sustrato de PKC mejor caracterizado en tejido

neuronal, encontrandose además altamente expresado en las intemeuronas colinérgicas

del estn'ado.

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

3. La fosforilación de la proteína GAP-43/B-50 mediada por PKC está relacionada con

la modulación de la liberación de neurotransmisores y es uno de los mecanismos

moleculares activados durante las respuestas plásticas neuronales.

En el estriado de rata la fosforilación de la proteína GAP-43 participa en los procesos

plásticos inducidos por la administración de AMPH. Esta es la única evidencia que

demuestra la participación de la fosforilación de GAP-43 en mecanismos de plasticidad

estn'atal.

Estudios realizados por nuestro laboratorio demostraron que la actividad funcional

producida durante un período crítico del desarrollo estn'atal puede generar cambios

plásticos permanentes en los niveles de neuroreceptores mACh y dopaminérgicos Dl y

D2 (Ibarra y col.,l995, 1996; Ibarra 1997).
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Por lo tanto el objetivo especifico del presente trabajo fue determinar si la

fosforilación de la proteína 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:

l.MATERlALES

l. l .DROGAS Y REACTIVOS

El ligando radioactivo 3H-QNB fiJe obtenido de NEN Dupont a través de su

representante en el país. El resto de las drogas, excepto que se descn'ba otro on'gen en el

texto, fiJeron 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: centrífuga clínica

TJG, microcentn’fiiga ECYS, espectrofotómetro UV/visible Jasco J 0063, cubetas de

cuarzo Fisherbrand, cubetas descartables Kartell, contador de centelleo Tm Analytic

689l/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 l l-l4 GlBCO-BRL­

Life-Technology, INC), cuba de electrotransferencia (construida personalmete siguiendo

el diseño de un equipo de Sigma) y fuente de poder BRLSOOLife Technology. Todas las

centrifugaciones de alta velocidad se realizaron en una centrífuga Sorvall RCSC provista

de un rotor SS-34 y las ultracentn'fucaciones en una centn’fiiga Beckman XL-90 con un

rotor Tl-90. El aparato de filtración para separar el ligando libre del unido en los ensayos

de unión a ligando, fue construído personalmente siguiendo el diseño de un equipo de

Millipore.

1.3. ANIMALES
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l.3.l. 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 lnstituto de Biología y Medicina Experimental

(IBYME).

1.3.2. Mantenimiento de los animales

Todos los animales fiJeron mantenidos en condiciones ambientales controladas,

temperatura 20-22 °C y ciclo de luz-oscuridad de 12 hs iniciando el período de luz a las

8.00 AM. En las jaulas, dispusieron de alimento y agua ad Iibirum (salvo en los ensayos

que se indique lo contrario) una distribución de espacio similar para los distintos grupos

experimentales.

2.ENTRENAMIENTOS

Los animales fueron entrenados según 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. Diseño y características del equipo

A fin de realizar el TEC en forma automática y así obtener mediciones objetivas, se

desarrolló un aparato acoplado a un dispositivo electrónico que permitiera realizar el

conteo de vueltas, el tiempo requerido para realizar una determinada cantidad de vueltas
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y la administración de la recompensa en forma automática (Brusés y Azcurra, l993;

Brusés y col, 1991).

El aparato empleado está conformado por una pista circular de 16 cm de ancho

construida con dos cilindros de metal de l.8 mm de espesor y 3] cm de alto a cada lado

de la pista, figura 3. Los cilindros de 24 cm y 40 cm de diámetro, fueron colocados

concéntn'camente 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 incidía homogeneamente sobre toda

la pista y recubierta con una tapa de acrílico de 2 mm de espesor con 4 orificios a 90°

coincidiendo, cada uno, con la posición 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 horan'o.

Los cuatro sensores fueron conectados a una unidad de memon'a 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 activación del siguiente sea

registrada. Así, 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 inten‘umpír el

rayo infrarrojo del detector l antes de interceptar el rayo del emisor 2, de lo contrario

por más que el segundo rayo sea interceptado esto no es registrado en el circuito de

memon'a, y lo mismo sucede con el detector 3 y 4. Cuando el 3° sensor es activado, el

animal ya recom'ó 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

memon'a quedando en condiciones de iniciar un nuevo ciclo. El animal puede moverse
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libremente en ambos sentidos dentro del aparato, pero sólo recibirá 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 memon'a es reseteado

borrando el registro de sensores que puedan haber sido activado hasta el momento.

El aparato cuenta con un intenuptor 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 válvula electromagnética o

solenoide cuyo conducto de entrada esta conectado a un frasco que contiene la

recompensa colocado a una altura suficiente que permita la circulación de la solución por

presión hidrostática. Al on'ficio de salida de la válvula se le conectó 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 acrílico 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 eléctn'co a la válvula, la cual permanece

abierta el tiempo que dure el pulso. Mientras la válvula esta abierta la solución de la

recompensa circula y cae al piso de la pista en el lugar indicado, donde es ingerida por el

animal. La duración del pulso eléctrico puede ser regulada por medio de un

potenciómetro, así se ajusta el tiempo que perrnance abierta la válvula 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 ul.
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Fig 3: Diagrama esquemático del aparato del test de entrenamiento circular. (A)

Vistasuperior de la pista de entrenamiento . Las dimensiones de la pista y las

Imalizaciones de los emisores de luz infrarroja (lz'),detectoresinfrarrojos (1))y el

lugar de recompensa (A) están indicados. (B) Vista frontal del aparato. el

dispensador de liquido y los 4 detectores infrarrojos están 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.?r0cedimiento 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 depn'vados 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 (Soul de una solución al 10% de agua

azucarada por vuelta) durante l, 2, 4 o 7 dias (sin contar la sesión E0de aprendizaje). La

primera sesión (En) consistió 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 pn'meros 10 minutos las ratas

fueron recompensadas cada cuarto de vuelta dado en la dirección correcta, durante los

segundos lO minutos fueron recompensadas cada media vuelta correcta, y los lO

minutos finales fiJeron 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 ISO metros (150

vueltas) en cada una de las sesiones. Si estas condiciones no fiJeron completadas dentro

de los 30 minutos, la sesión fue terminada. La detección de las vueltas, el conteo del

tiempo y el suministro de las recompensas fiJeron automáticamente ejecutados. El

sentido horario o antihoran'o de giro fiJe 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 fiieron registrados y aquellos

animales con una disminución de más del lO % en su peso fueron descartados. Además

en todo momento los requerimientos locales para el trabajo con animales fueron

cumplimentados.
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2.1.3. Cuantificación del comportamiento en el TEC

En cada sesión se registraron los errores en la dirección de giro ó la velocidad con la

cual el animal realizó la tarea.

2.1.4. Animales controles

Los animales usados como controles experimentales fiieron sometidos al mismo

esquema de deprivación hídrica. Cada animal control recibió una ración diaria de agua

equivalente al promedio de ingesta hídrica de los animales entrenados en el lote

experimental correspondiente. Sólo en algunos experimentos iniciales se trabajó

simultáneamente con un segundo grupo control el cual no fiJe deprivado. Además de la

deprivación hídrica, los animales controles fiJeron 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 permaneció dentro del

aparato en cada sesión de entrenamiento fue equivalente al promedio de permanencia de

los animales entrenados en ese lote experimental en dicha sesión.

2.2. Test Plataforma Giratoria (TPG)

2.2.1. Diseño del equipo

El disco giratorio fue diseñado 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

concéntricos, 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 file modificada de tal manera que
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permitiera un movimiento de la estructura en el sentido horario o antihoran'o de 15 rpm.

Una marca blanca file hecha en una posición cualquiera, del lado interno y del lado

externo del cilindro externo y fue utilizada como referencia durante el proceso de

entrenamiento. El aparato también fiJe 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 desempeñen 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 giratoria fue ejecutado durante

una única sesión. Los animales controles tambien fueron ubicados sobre la plataforma

con el aparato desconectado. Estos realizaron un comportamiento exploratorio, no

observándose en ningún caso un comportamiento motor comparable al de los animales

entrenados.

3. OBTENCION DEL TEJIDO PARA ESTUDIOS NEUROQUIMICOS

3.1. Disección del cuerpo estriado y corteza motora.

En los tiempos indicados en cada diseño experimental, los animales fueron sacrificados

rápidamente por decapitación con guillotina. Luego se realizó, en forma inmediata, un

corte longitudinal de la piel en la linea media del cráneo 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 espátula de punta roma entre la membrana aracnoide

y la piamadre a fin de que entre aire en el espacio subaracnóideo y poder asi introducir el



alicate sin dañar el cerebro. A continuación se realizaron dos cortes longitudinales de la

calota a la altura de la comisura pan'eto-occipital del lado izquierdo y derecho, y la parte

supen'or de la calota fue removida. lntroduciendo una espátula en el sentido póstero­

anterior por delante de los lóbulos frontales, se seccionaron los tubérculos olfatorios y el

cerebro fue levantado hacia atrás, retirado de la cavidad encefálica, colocado en un vaso

de precipitado con solución fisiológica a O°C y enfriado a -20 °C durante 2 min.

A continuación, el cerebro fiJe puesto con la cara ventral hacia arriba sobre una cápsula

de Petri cubierta con papel de filtro humedecido y ubicada sobre hielo. Se realizaron 3

cortes transversales con una hoja de afeitar o un bisturí, uno por delante de los

tubérculos olfatorios, otro por detrás de los mismos. Luego, las distintas áreas a estudiar

fiJeron disectadas con espátulas. Se disectaron ambos cuerpos estriados, izquierdo ó

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

3.2.Fraccionamiento subcelular: Preparación de membranas plasmáticas de

sinaptosomas (MPS):

Todos los experimentos fueron realizados entre 3 y 5 veces, usando pooles de 4 a 6

animales para cada condición experimental. Las ratas fiJeron decapitadas a distintos

tiempos después de finalizado el test de entrenamiento. Los cerebros fiJeron removidos

rápidamente, y los estn'ados y cortezas motoras izquierdos y derechos fueron disectados,

separados sobre hielo y pesados. Posteriormente los estriados izquierdos fueron

pooleados entre si, al igual que los estriados derechos, para estudiar posibles asimetn'as

neuroquimicas inducidas en el estriado por la estimulación motora circular producida en

ambos tests. Lo mismo fiJe realizado con ambas cortezas motoras. Los tejidos fueron

homogeneizados en 20 mM Tn's-HCl pH 7.4 ( solución 10% w/v ), 0.32 M sacarosa,

lmM EDTA, l mM EGTA y 0.5 mM PMSF. La preparación de membrana plasmática

de sinaptosoma fue obtenida de acuerdo a una modificación del método de Azcurra y De

Robertis (1967). La homogeneización fue llevada a cabo a 1300 rpm mediante 40 golpes

ascendentes y descendentes en un sistema de homogeneización de vidrio-teflón (Potter­

Elvehjem), cuyo clearence fue de 0.25 mm. Luego de centn'fiJgar el material a 1090 xg

durante lO min., los pellets Fueron lavados dos veces y luego descartados. Los



sobrenadantes fueron centrifugados nuevamente a 13000 xg durante 20 min. (pellet

mitocondrial).

Luego de dos lavados, los pellets fueron resuspendidos en buffer 2 mM Tris-HCl pH

pH 7.0, 1 mM EGTA (shock osmótico) y centrifiigados a 20200 xg durante 30 min.

Luego los pellets fueron resuspendidos en buffer de homogeneización y cargados sobre

un gradiente de sacarosa discontinuo (0.8-1 M) y centn'fiJgados a 100000 xg máxima

durante 80 min. a 4° C en un rotor Beckman 90 Ti. El maten'al ubicado sobre la banda l

M fue recolectado, lavado en el mismo buffer y pelleteado a 150000 xg 80 min. y

finalmente resuspendido en buffer A (10 mM Tris-I-ICl, pH 7.4 conteniendo lO mM Mg

C12 y 1mM Ca C12 ).

Todos los pasos de fraccionamiento subcelular fiJeron realizados en la presencia de l

mM EGTA para evitar la defosforilación de la proteína GAP-43 (Meiri y Burdick, 1991;

Gnegy y col, 1993).

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

1951) usando seralbúmina bovina (Fracción V) como estándar.

4.PURIFICACION PARCIAL DE PKC A PARTIR DE CEREBRO BOVINO

4.1.Protocolo de purificación de PKC

Se efectuó según el método de Kitano et al (1986) modificado por Gómez et al

(1988). 100-150 gramos de cerebro bovino se homogeneizaron con 3 volúmenes (p/v) de

buffer de extracción (Tn's-HCl, pH 7.4) 20 mM, 5 mM EGTA, 2 mM EDTA, 10 mM B­

mercaptoetanol; 0.25 M sacarosa: buffer 1) en “Ultraturrax”. Después de centn'fugar 1

hora a 10000 xg, el sobrenadante fue sembrado en una columna de DEAE-celulosa,

previamente equilibrada con buffer 2 (Tn's-HCI, pH 7.4 20 mM, 0.5 mM EGTA, 0.5 mM

EDTA, 5 mM B-mercaptoetanol) . La columna fue lavada con 5 volúmenes de buffer 2 y

5 volúmenes de buffer 2 + 0.015 M de NaCl. Finalmente la muestra fiJe eluída 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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saturación con sulfato de amonio. Después de incubar durante l hora a 4°C con

agitación, 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 bul’fer 2 + 1.0

M (NH4)2SO4. Luego de lavar la columna con 5 volúmen del mismo buffer, la muestra

fiJe eluida con un gradiente continuo decreciente de (NH4)ZSO4en bufl'er 2 (100 ml, l a 0

M). Para asegurar la elución completa de la PKC se mantuvo la columna durante 16

horas a 4°C en buffer 2 + 50 mM de (NH4)ZSO4. En cada fracción fue analizada la

actividad de kinasa dependiente de calcio-fosfatidilseñna y dioleina. Las fracciones en las

cuales se registró actividad se utilizaron como fiJente de enzima para los ensayos

posteriores de fosforilación con PKC exógena.

4.2.Medición de la actividad de PKC bovina purificada

El ensayo de PKC se realizó midiendo la incorporación de 32P(y-‘uP ATP) a la histona

H-lll S (Sigma), segun una modificación del método de Takai et al (1977)

La mezcla especifica de reacción contiene:

Tn's-HCl, pH 7.4 ZOmM

MgClz lO mM

CaClz 0.5 mM

fosfatidilserina 60 pg/ml (sonicada l min)

dioleína 3 ug/ml (sonicada l min)

Histona H-lllS 400 ug/ml

[ y-SZP]ATP 50 uM (Ae: lO4cpm/pmol)

Para medir la actividad basal, en lugar de CaClz, fosfatidilserina y dioleína se utilizó 0.5

mM EGTA.

La medición se llevó a cabo mezclando 40 ul de la solución de la enzima con 20 pl de

la mezcla de reacción e incubando dicha mezcla durante lO min a 30°C . La reacción fue

terminada pipeteando 40 ul de la mezcla sobre papel de fosfocelulosa (Whatman P-8l)

de 2 x 2 cm, que fiJeron inmediatamente sumergidos en una solución de ácido fosfórico

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 fije registrada por

centelleo líquido utilizando una mezcla centellante de tolueno-omnifluor.

La actividad enzimática fue determinada utilizando la siguiente fórmula:

pmoles 32Pinc/min= [ATP] x factor de dilución x cpm registradas

cpm totales de [7-32P1ATPx tiempo

8

Actividadespecifica (cpmlugdeproteina)

gáQl ;
¿37:

Sp =
EE e
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(F16)a Fonily);

Sefnron"

Figura 4: Diagrama de barras mostrando la actividad específica alcanzada en

diferentes pasos del protocolo de purificación de PKC bovina. DEAE: representa

el principal pico de actividad obtenido de la columna de intercambio aniónico.

F16 y ¡"I7 (F:fracción) representan los principales picos de actividad obtenidos

de la columna de Feni/ Sefarosa. La actividad especifica está expresada como:

cpm incorporadas a historia lugde proteina.

5. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

lO a 50 ug de proteínas fueron sometidas a electroforesis unidimensional en geles de

SDS-poliacrilamida 12 % (SDS-PAGE). Los geles fueron teñidos con coomasie blue,

desteñidos y expuestos a una pelicula de autorradiografia (Agfa-Curix film). Finalmente

el análisis densitométrico del film fiJe realizados usando un sistema de análisis de imágen

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



6. ANALISIS DE LA EXPRESIÓN DEL mRNA DE c-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 l,5-alazepina):

50 mg/kg de peso. Con el objeto de realizar un estudio cinético de la inducción del

mRNA de c-fos por metrazol, las ratas fueron sacrificadas por decapitación a los 0, 30,

60, 90 y 2l0 minutos. Para la extracción de RNA se utilizaron 2-3 animales por cada

tiempo.

6.2.Extracción de RNA

El RNA total de total de cuerpo estn'ado de rata fiJe preparado por el método de

Chomczynskí y Sacchi (¡987). Los estñados derechos e izquierdos fueron separados,

cortados en pequeños fragmentos, lavados con PBS, y homogeneizados en buffer en

presencia de isotiocianato de guanidina (4 M tiocianato de guanidina; 25 mM citrato de

sodio; O.l M 2-mercaptoetanol; 0.5% lauril-sarcosina) con homogeneizador de cuchilla

metálica a ¡5000 rpm durante 30 seg.

El paso siguiente fue una extracción por agregado secuencial de NaAcO, fenol

saturado en agua y cloroformo-alcohol isoamílico (49:1). Siguieron dos precipitaciones

con un volúmen de alcohol isopropílico 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 fiie cuantificado espectrnfnmméh' ‘ a 260 nm considerando una unidad

de densidad óptica equivalente a 40 pg/pl de RNA. La relación de absorvancia 260/280

fiJe utilizada para determinar el índice de pureza.

6.3.Análisis del RNA por Northern blot

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

de formaldehído y transferidos a membranas de Nylon (Hybond, Amersham). La
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6.3.Análisis del RNA por Northern blot

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

de formaldehído y transferidos a membranas de Nylon (l-lybond, Amersham). La

cantidad e integridad del RNA fue confirmada, después de la transferencia por tinción de

la membrana con azul de metileno. Después de fijar el RNA a las membranas durante 2

horas a 80 °C, estas fiJeron hibridizadas con una sonda marcada con [a-32P]dCTP por

random priming (106cpm/ml) en presencia de 50 % formamida a 42 °C. Las membranas

fiieron lavadas 2 veces, 15 min. cada lavado, con 2 X SSC, Oil % SDS a temperatura

ambiente y 4 veces a. 55 °C, 15 min. cada lavado, con 0.1 X SSC y 0.1 % SDS; Para

detectar la expresión del proto-oncogen c-fos se utilizó un fragmento cDNA de c-fos de

ratón (Fig. 5), escindido del plásmido pBFH48O por restricción con Hind III y Eco RI.

La cuantificación de la expresión del mRNA de GAPDH (gliceraldehído fosfato

deshidrogenasa) fue realizada por densitometn'a. Esta medición permitió determinar que

las diferencias observadas en la expresión 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

ún solo experimento debido a que los valores controles presentan niveles próximos al

límite de detección de la técnica.

+1951 +2438

pBFH480

Figura 5: Fragmento de cDNA de c-fos que se extiende desde el nucleótido (+) 1951

al (+) 2438 clonado en el vectorpBFH480.

Amp r: Gen que confiere resistencia a ampicilina



7. DETERMINACIONES NEUROQUIMICAS

7.1. Determinación de acetilcolinesterasa (AChE)

La determinación 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.l M pH

8, 35 ul de 0.l M DTNB, 40 ul de 10-5 M ethopropazina (inhibidor de la

butin'lcolinesterasa). A continuación se agregaron 40 ul de lS mM acetiltiocolina y,

manteniendo la temperatura a 37°C, se realizó la lectura espectrofotométn'ca continua a

412 nm durante 3 minutos. La actividad enzimática fue determinada por la degradación

de la acetiltiocolina, con exposición del grupo tiol que al reaccionar con el DTNB

produce un complejo de coloración amarilla.

La actividad específica relativa de AchE en cada fracción fue determinada, como:

Actividad de AchE/mg proteina en fracción X

Actividad de AchE/mg proteína en Homogenato

Fracción Homogenato/ Núcleo Mitocondiia Microsoma MPS-IM

subcelular Pellet total

Actividad 1.0 1,12:o,23 0,95:0,13 1,791ro,44 4,3i0,9l

específica dc AChE

Tabla 4: Distribución de la actividad acetilco/ineslerasa en fracciones .s‘ubcelulares.

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 sináptica que

participa en la transmición coline'rgica y puede ser utilizada como marcador de Fracción

de membrana sináptica. La distribución de la actividad especifica da AChE permite

determinar el grado de enriquecimiento en terminales sinápticos colinérgicos de cada



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

presenta la mayor concentración de actividad de esta enzima marcadora.

7.2.Evaluación del Receptor Colinérgico Muscarinico (mAChR)

La cuantificación del receptor colinérgico muscarínico se realizó mediante la técnica

de ensayos de unión (binding) competitivos empleando como ligando especifico el 3H­

QNB, con una actividad específica de 30-60 Ci/mmol.

La determinación de receptores mACh fue realizada por ensayos de subsaturación (0,9

nM de 3H-QNB) y saturación (1,8-2 nM 3H-QNB) sobre las distintas muestras de tejido

obtenidas a partir de la fracción de MP 1M del gradiente de sacarosa. Para ello, el tejido

(lO-20 ug de proteína membrana sináptica lM) fiJe incubado en buffer Tris-HCl 50 mM,

pH 7.4, volúmen final de incubación 0.5 a l.0 ml, en presencia de 0,9 o 2 nM 3H-QNB

durante 30 min a 37 °C bajo agitación. Cada determinación fue realizada por triplicado y

la unión inespecífica del ligando al tejido fue evaluada en presencia de lO uM de

Atropina por ensayo duplicado.

El ensayo de unión al ligando específico se realizó mediante la técnica de Yamamura y

Snyder (¡974). Luego de la incubación, el ligando unido se separó del ligando libre por

el método de filtración al vacío utilizando un aparato de filtración de 8 bocas tipo

Millipore y usando filtros de papel Whatman GF/B, con una velocidad de flujo de 5

ml/min. La incubación se cortó con el agregado de 3 ml de bufl‘er de incubación fi1'o al

tubo de ensayo, este se volcó sobre el filtro correspondiente y se lavó 3 veces con 4 ml

del mismo bufi‘er. Los filtros se colocaron en un vial y se secaron en estufa a 42 °C

durante toda la noche. Los viales se cargados con l0 ml de liquido de centelleo (0.25 g

POPOP y 4 g PPO por cada litro de tolueno bidestilado), fiieron mantenidos a 20 °C en

oscuridad durante 30 min antes de realizarse la cuantificación de radioactividad.

En todos los casos, luego de la eliminación del ligando libre, la radioactividad

remanente fue cuantificada en un contador de centelleo. Para determinar el quenching y

la eficiencia del aparato se utilizó el método de relación de canales y una curva estándar

para tn'tio.



Las desintegraciones por minuto (DPM) se obtienen conociendo las cuentas por

minuto (CPM) que detecta el aparato y la eficiencia (Et) de conteo a partir de la relación

de canales obtenida.

Las DPM obtenidas a partir de un tubo incubado en presencia del desplazante

particular (por ejemplo, atropina lO pM) para el 3H-QNB corresponden a la unión

inespecifica del ligando al tejido. Incubando en ausencia del desplazante frio se obtienen

las DPM totales. Las DPM correspondientes a la unión del ligando al receptor es:

DPM receptor = DPM totales - DPM inespecífico

La cantidad molar correspondiente a las DPM de cada medición se calculan a partir de

la actividad especifica del ligando utilizado. Los resultados se expresan en fmoles

receptor/ mg proteína.

7.3. Ensayos de fosforilación de GAP-43

La fosfon'lación endógena fue realizada usando condiciones que se saben activan PKC

endógena (Kristjansson et al 1982). lO a 50 ug de proteína de MPS fiJeron

preincubadas 5 min. a 30 °C en un volúmen final de 25 ul en la presencia de 7.5 uM

ATP y 2 uCi [y-32P]ATP (Dupont 6000 Ci/mM en buffer A). La reacción fiJe iniciada

por el agregado de ATP y finalizada l min después mediante el agregado de 12.5 ul de

una solución desnaturalizante 3X conteniendo SDS (l87.5 mM Tn's-ClH pH 6.5, 6%

SDS, 15% B-mercaptoetanol, 30 % glicerol y 0.003 % azul de bromofenol).

En algunos experimentos PKC exógena, purificada de acuerdo al protocolo descripto

anteriormente, fue agregada al medio de incubación de MPS inactivadas por

calentamiento (100 °C, 2 min). Las reacciones de fosfon'lación fiJeron llevadas a cabo



durante l y lO min respectivamente con lO ul de PKC exógena por cada lO ug de

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

7.4.Determinación de la actividad de PKC

La actividad de la PKC fue determinada mediante un ensayo de fosforilación in vitro

usando histona lll S (Sigma) como sustrato (Cole. y col, 1988). Las reacciones fiJeron

realizadas a 30 °C durante l min, en un volúmen final de reacción de 25 ul usando 8 a lO

ug de proteínas de MPS. La mezcla de reacción contiene 50 mM Tris-HCl, pH 7.6; 0.2

mM EDTA; lO mM MgClz; 5 mM B-mercaptoetanol; lO uM ATP; 100 ungl inhibidor

de PKA (Sigma); 0.6 ug/ul de histona lll S y l uCi de [y-nP] ATP. La incorporación

de fosfatos fue evaluada en la presencia o ausencia de los activadores de PKC: 0.] uM

4B-forbol lZ-mirystate l3-acetate (TPA), 100 ug/ml de fosfatidil sen'na (Sigma) y l mM

de CaClz. La reacción fue finalizada mediante el agregado de 12.5 ul de una solución de

desnaturalización 3X conteniendo SDS. Las fosfoproteinas marcadas fueron separadas

en un gel SDS-PAGE 15%. Luego de la fijación y tinción con coomasie los geles fueron

secados y expuestos a una película de autorradiografia Agfa-Cun'x film. La banda de la

histona fiJe escindida del gel seco y la radioactividad fue medida en un contador B por

centelleo liquido. La actividad de PKC fiJe calculada como pmoles de 32P

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

7.5.Western blot de GAP-43

20 a 40 ug de proteinas de SPM fueron transferidas electroforéticamente (Towbin y

col, l979) 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-SO (8920), purificadas en

columnas de afinidad (Oestreicher et al., 1983; Mercken et al., 1992). Después de

preincubar las membranas en TBS (lO5 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7.5), 22 °C en

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



incubadas con el antisuero específico diluido l/lOOO durante 2 horas a temperatura

ambiente con agitación. La inmunoreactividad fue detectada usando anticuerpo

secundario biotinilado y complejo avidina-biotina conjugado a peroxidasa (Vectastain

Elite ABC kit, Vector) y visualizado con diaminobenzidina en presencia de H202

7.6.lnmunoprecipitación de GAP-43

El ensayo de inmunoprecipitación fue desarrollado según el método de Oestreicher y

col (1986). 25 ug de proteina fosforilada desnaturalizada de MPS fueron ajustadas a una

concentración de 2 ug de proteinas cada 20 pl con buffer de inmunoprecipitación (Bufl‘er

C: 200 mM NaCl, lO mM EDTA, lO mM NazHPO4 y 0.5 % Nonidet P-40).

Posteriormente lOOul de antisuero anti-B-SO diluido 1/50 en buffer C fiJeron agregados.

Los anticuerpos fueron incubados durante ¡6 horas a 4 °C con agitación. Con el objeto

de precipitar los complejos antígeno-anticuerpo formados, proteina A de membranas de

Staphylococcus Aureus (SAC), inactivadas con fonnaldheído, fueron utilizadasDespués

de lavar las membranas 2 veces con buffer C, 50 ul de de esta preparación fueron

agregados a la mezcla de inmunoprecipitación e incubados durante 30 min a temperatura

ambiente. Luego de centrifugar durante lO min a 4800 xg en una microcentn’fuga de

mesada refrigerada (eppendorl), los pellets fueron resuspendidos en 30 ul de solución

desnaturalizante de SDS y hervidos durante lO min. La incorporación de fosfatos

radioactivos a la GAP-43 inmunoprecipitada fue analizada mediante electroforesis en

geles desnaturalizantes 12 % (SDS-PAGE), seguido por autorradiografia y densitometn’a

del mismo.

8.Aná|isis estadístico

Un análisis de la varianza de 2 factores o de l factor (ANOVA) fiJeron usados según

los casos para analizar los resultados neuroquímicos. El diseño de la ANOVA de 2

factores consideró control vs. entrenado, como un pn'mer 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 r de Student para muestras pareadas o no

pareadas; o mediante la utilización de tests de comparaciones múltiples (Student­

Newman-Keuls o Dunnett) para muestras no pareadas.

Los coeficientes de correlación fueron obtenidos estudiando el grado de asociación

lineal entre dos variables, usando el programa Graph-Pad lnstat Soñware Inc.



RESULTADOS

l. Evaluación del comportamiento de los animales en el TEC

La prueba conducta] en el TEC representa el modo de inducción de una respuesta

fisiológica en los animales, la cual a su vez genera modificaciones neuroquímicas en las

áreas cerebrales involucradas. Cualquier análisis de los cambios neuroquímicos

desencadenados por la actividad funcional deberá 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 está fuertemente influenciada por la destreza motora y la habilidad para

aprender la consigna (Brusés y Azcurra, ¡993). Durante el TEC el comportamiento

motor fue evaluado a través de la variable velocidad de giro, dado que la misma se

relaciona con la respuesta particular del animal en forma independiente del operador. Por

otra parte se seleccionó la variable errores asociativos (EA) para evaluar de la manera

más precisa posible el componente de aprendizaje asociativo. Los EA fueron medidos

durante los primeros 5 minutos de la segunda sesión de entrenamiento para dejar fija la

variable tiempo. En estos primeros minutos de cada sesión los animales cometen 75-80

% de los errores totales registrados en esa sesión. La discriminación espacial evaluada en

el TEC muestra similitudes con respecto a la discriminación espacial observada en un

laberinto en T.

l.l. Comparación 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 días de edad al cabo de la segunda sesión de

entrenamiento (E2D). Los valores de estas variables fiJeron volcados en la tabla 5.
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EDAD (Días) Velocidad (metros/min) i SD Errores Asociativos (EA) i: SD

20 5,34 i 0,93 11,3 i 2,38 *

30 5,50 t 0,82 5,40 i 1,87

40 6,01 + 0,63 4,33 t 1,36

60 5,06 :t 0,91 3,83 :t 1,87

Tabla 5: Análisis comparativo de los errores asociativos y la velocidad

desarrollada en función de la edad. Los valores corresponden a la segunda

sesión de entrenamiento circular. Los errores asociativas corrsponden a los

valores registrados en los primeros 5 mimltos de la sesión (E20). *P-\ 0,001 vs

otras edades, por el test t de Student-Newman-Keulspara 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>O,l). Sin embargo, desde el punto de vista de los errores asociativos el grupo de

animales de 20 dias mostró la mayor cantidad de errores. El análisis estadístico indicó la

presencia de diferencias significativas respecto a los otros 3 grupos de edades (P<0,001).

Entre los animales de 30, 40 y 60 días de edad no existieron diferencias estadísticamente

significativas (P>O,l).

En el caso particular de las ratas de 20 días de edad, si bien éstas no mostraron

diferencias significativas relacionadas con la velocidad, a esta edad se detectó una mayor

cantidad de errores asociativos. Posiblemente una mayor respuesta motora pudo ser

desplegada por los animales de 20 dias, la cual le permitió 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 representaría la velocidad real, ésta puede ser una buena

aproximación para estudiar la correlación con los cambios bioquímicos 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 bioquímicos detectables, los cuales están

relacionados entre otros con el metabolismo dopaminérgico (Freed y Yamamoto, 1995).
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Es interesante mencionar que el análisis comparativo de las velocidades registradas en el

TEC durante 7 sesiones dian'as consecutivas entre las distintas edades demuestra que las

ratas de 20 días poseen una mayor velocidad teórica máxima (Vm) (P<0,001) y necesitan

una mayor cantidad de refuerzos para alcanzar la mitad de su máxima velocidad teórica

(L) (P<0,001). Estas variables son obtenidas luego de aplicar una transformación (similar

a la de Scatchard) a los valores de velocidad y número de vueltas totales (Brusés y

Azcurra, 1993; Heyman y Beer, 1987). No existieron diferencias significativas luego de

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

EDAD Vm L

20 16,928i 2,41 * 415i46 *

30 12,24i 2,03 l75i32

40 11,955i 1,45 205i38

60 ll,78il,83 l98i27

Tabla 6: Análisis de los valores de Vmy L enfilnción de la edad, luego de 7 sesiones

de entrenamiento circular. * ¡”0,001 vs. otras edades, por el test de Student-Newman­

Keulspara muesrras no pareadas.

Por último la tabla 7 muestra la evolución de las mismas van'ables (EA y velocidad) en

función de las sesiones de entrenamiento para los animales de 30 días de edad. Esta tabla

muestra que entre la pn'mera y la segunda sesión se produce una reducción significativa

(51,3 %) en el número de errores asociativos (P<0,001). Con respecto a la velocidad la

misma alcanza una estabilización entre las sesiones 3 y 4.
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SCSÍÓII de El E2 E3 E4 E5 E6 E7

entrenamiento

No

EA ll,l:l:3,7 5,4i2,6' 4,8:t2,3 4,02il,62 4,l4i0,93 2,58i0,8 l,83i0,56

Veloc. (m/min) 3,5 i 0,3 5,5 i0,82 7,021|,07 8,231l,2 8,6lil,4 9,lói-I.62 8,73: 1,85

32 33 34 35 36 37.­edad (días) 3

Tabla 7: Evolución de la velocidad y los errores asociativas en animales de 30

dias durante las sesiones de entrenamiento. *P<0,001 vs E1 por test t de Student

para muestraspareadas.

2. Identificación de la fosfoproteína GAP-43/B-50 y detección de su fosforilación

por PKC en preparaciones de membranas plasmáticas sinaptosomales (MPS) de

estriado de rata

Durante el presente trabajo se estudió la fosfon'lación de la proteina GAP-43/B-50

utili7ando técnicas que requieren electroforesis unidimensional en geles de poliacrilamida

desnaturalizantes (SDS-PAGE). La banda correspondiente a la proteína GAP-43 fire

identificada mediante la utilización 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 presentó inmunoreactividad por ensayos de western

blot. Además esta fosfoproteína fije bajo condiciones que activan PKC endógena (Fig.6),

así como también por PKC exógena purificada (Fig.]3). Como se observa en la figura 6,

la utilización del éster de forbol TPA incrementó significativamente su nivel de

fosfon'lación (P<0,0l). Contrariamente el quelante de Ca" (EGTA) y los inhibidores de

PKC (H7 y Staurosporina) redujeron significativamente la incorporación de fosfatos

radioactivos dentro de la proteína GAP-43 (P<0,01). Esta misma banda fue

específicamente inmunoprecipitada luego de llevar a cabo ensayos de fosforilación in

vitro utilizando condiciones que activan PKC endógena (Fig. lO).
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Figura 6: Identificación de GAP-43. Panel superior: Autorradiografia

representativa de un ensayo de josforilación endógena de proteínas de MPS

aisladas a partir de cuerpo estriado. Las reacciones fiieron realizadas en

ausencia (control) o en presencia de diferentes agentes: H-7 (10" M),

Staurosporina (10'5M), EG'M (2,5 mM), Ester deforbol ('l'l’A, l W) y heparina

5 pgml (inhibidor de caseina kinasa). La última calle muestra un inmunoblot

representativo de la proteína GAP-43/B-50. La cabezas de flecha indican la

posición de los marcadores de peso molecular: 95,5; 55; 43; 36; 29: 18; 5:12.

Panel inferior: ( 'uantificación del nivel defosforilación in vitro de GAP-43 [3-50.

Los datos están expresados como porcentaje del valor control y representan/a
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media i SI) de 3 experimentos independientes medidas por triplicado *P- 0,0/

por el test de Dunnett.

La proteína 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

proteína indicada como GAP-43 presentó una movilidad electroforética de 43 KDa y fiJe

una de las principales fosfobandas observadas en los autorradiogramas. En sistema

nervioso la proteina GAP-43 ha sido descn'pta como uno de los principales sustratos de

PKC (Aloyo y col, l983). Sin embargo la GAP-43 puede ser fosforilada in vitro por

otra/s kinasa/s que aún no han sido identificadas (Spencer y col.,l992). En este último

trabajo se demuestra que la fosfon'lación de la proteína GAP-43 está limitada al residuo

Ser-4], sitio especifico para PKC, en cultivos de ganglio cervical superior tratados con el

detergente saponina. Estos resultados sugieren que este sistema de kinasa/s podn'a ser

sensible a saponina o soluble bajo estas condiciones. Por lo tanto nosotros llevamos a

cabo la fosforilación 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 modificó el

nivel de fosforilación de GAP-43, por lo que este sistema alternativo de fosforilación de

kinasa/s no participaria en nuestras preparaciones de membranas sinápticas estn'atales.
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Figura 7 :A- Autorradiografía representativa mostrando lafosforilación in vitro

de proteínas de MPS aisladas a partir de estriado total de rata. Las muestras

fueron fosforiladas en ausencia (control) o presencia (+) del detergente saponina

0,02% p”v. Las cabezas deflecha indican la posición de los marcadores de peso

molecular: 95.5; 55; 43; 36; 29; 18,5; 12 kDa. B- Cuantificacio'n de la

fosforilación endógena de GAP-43/B-50. Los datos se expresan como % del valor

control y representan la media i SD de tres experimentos independientes medidas

por duplicado.

Además, 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

participación de esta kinasa, nosotros realizamos ensayos de fosfon'lación endógena en

presencia de heparina, un potente inhibidor de CKII (Apel y col, 1991). Como se

observa en la figura 6, el análisis densitométrico demuestra que la incorporación de

fosfatos radioactivos no está afectada por el tratamiento con heparina. Estos resultados

sugieren que la GAP-43/B-50 está 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 fosforilación endógena de la proteína 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 sinápticas para determinar si la fosforilación in

vitro de esta proteina es modificada luego de realizar diferente número de sesiones de

entrenamiento circular. Comenzamos utilizando membranas sinápticas de estriado de rata

de 30 días de edad que fueron sacrificadas 30 minutos después de finalizada la respectiva

sesión de entrenamiento, ya que datos previos de nuestro laboratrio indicaban que en

estas fracciones pueden ser detectados cambios significativos en la afinidad del receptor

muscan’nico de acetilcolina (Ibarra, 1997). Además amplias evidencias indican que en los

procesos plásticos en los que participa la PKC, ésta interviene casi exclusivamente entre

los S y 60 minutos post estimulación (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 observó una reducción significativa en la

fosfon'lación endógena de la GAP-43 en el estriado contralateral al sentido de giro. Por

el contrario, cuando los animales fueron entrenados durante l, 4, o 7 sesiones

consecutivas, no se encontraron diferencias significativas respecto al grupo control no

entrenado. Estos resultados indican que luego de la segunda sesión de entrenamiento

circular los cambios en la fosfon'lación in vitro de la GAP-43 pueden ser generados por

la actividad fisiológica 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 sesión

de entrenamiento.
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Figura 8: Análisis del nivel de fosforilacío'n de GAP-43 en función de las

sesiones de entrenamiento. Cuantificación densitométrica de las

autorradiografías correspondientes a la fosforilación endógeno de la proteína

GAP-43 luego de 1,2,4 y 7 sesiones diarias de entrenamiento circular. En todos

los casos los animales de 30 días fueron sacrificados 30 minutos post

entrenamiento y los estriados izquierdo y derecho fueron procesados

separadamente. En cada sesión los valores se expresan como el porcentaje del

máximo valor control y representan la media i- SD de 3 experimentos

independientes. Cada determinación fue realizada por triplicado o

cuadruplicado. 1- Control ipsilateral (deprivado de agua), Ia-control ipsilateral

no deprivado, 2- entrenado ipsilateral, 3- control contralateral (deprivado de

agua), 3a- control contralateral no deprivado, 4- entrenado contralateral. *

PALÍO,001 vs. controles contralaterales por el test de Student-Newman-Keuls
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después de ANOVAy vs. entrenado ipsilateral por test t de Student para muestras

pareadas.

4. El entrenamiento circular modifica el estado de fosforilación de la proteína

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

Los efectos del test de entrenamiento circular (TEC) sobre la fosfon'lación 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, EZD) y

sacrificadas a los 30 minutos después de finalizada la tarea. En todos los casos se

aislaron MPS a partir de cuerpo estriado discn'minando 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 reducción en la fosfofilación

in vitro de la proteína GAP-43/B-50. Los animales entrenados mostraron una

disminución promedio del 29,5 % en el nivel de fosfon'lación endógena en el estriado

contralateral respecto del lado ipsilateral (P<0,00l). Cuando comparamos los niveles de

fosforilación de GAP-43 entre los estn'ados izquierdo vs. derecho (o ipsi vs.

contralateral) de animales controles, no detectamos diferencias significativas en ningún

caso.

Además, el TEC produjo una caída significativa del 29,3 % en la fosfon'lación

endógena de GAP-43 respecto al estn'ado de animales controles (P<0,001). Estos

cambios ocurrieron en el estriado contralateral, independientemente de la dirección de

giro elegida en cada experimento.

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

relación al nivel de fosforilación de esta proteína (Fig.9) (P>O,1).
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Figura 9: Análisis del nivel de fosforilación de (¡AP-43 durante el desarrollo

postnatal. Panel superior: Autorradiografias representativas mostrando la

fosforilación endógeno de proteinas de MPS aisladas a partir de estriado

izquierdo y derecho de ratas controles y entrenadas durante 2 días (lz'21)).

Animales de 20, 30 ,40 y 60 dias de edad fueron entrenados y sacrificados 30

minutos después de finalizado el 'll'XÏ.Las cabezas deflecha indican la posición

de los marcadores de peso molecular: 95.5; 55 ,‘43,‘36 ,‘29,‘l8,5 ."l2 kl)a. Panel

inferior: ('uantificación densitométrica del nivel de fosforilación endógena de

(JAl’--l3a partir de las autoradiograflas del panel superior. Para cada edad los

valores fueron expresados como el porcentaje del máximo valor control y

representan la media i Sl) de 3 experimentos independientes. ('ada

determinacion fue realizada por cuadriplicado. I- ('ontrol ipsilateral, 2­

líntrenado ipsilateral, 3- (‘ontrol contralateral, 4- Entrenado contralateral. * l’­

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

y vs. entrenado ipsilateral por el test t de Studentpara muestraspareadas.

Si bien en preparaciones de MPS el grado de fosforilación de GAP-43 puede ser

directamente cuantificado, sin necesidad de inmunoprecipitación (Zwiers, ¡976;

Eichberg, l986), se decidió verificar los resultados obtenidos mediante

inmunoprecipitación específica de GAP-43. El análisis densitométrico de los ensayos de

inmunoprecipitación también reveló una disminución significativa en la fosforilación 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 variación en la fosforilación endógena de la GAP-43 detectado

previamente en forma directa por autorradiografia de las fosfoproteínas de membrana

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

fosforilación in vitro y posterior inmunoprecipitación de la proteína GAP-43 a

partir de muestras de estriado ipsi y contralateral aislados a partir de animales

controlesy entrenados de 30 días de edad. Los animalesfueron sacrificados a los

30 minutos post-entrenamientos. Panel inferior: Cuantificación densitométrica

de la inmunoprecipitación de GAP-43. Los valores fueron expresados como

porcentaje del máximo valor control y representan la media i SD. de 3

experimentos independientes medidos por triplicado. Las cabezas de flecha

indican la posición de los marcadores de peso molecular: 95,5; 55; 43; 36; 29;

18,5; 12 KDa. l- Control ipsi, 2- Entrenado ipsi, 3- Control contra, 4- Entrenado
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contra. *P<í0,05 vs. control por el test t de Studentpara muestras no pareadas y*

P:0. 05 vs. entrenado ipsi lateral por el test t de Studentpara muestraspareadas.

Ensayos semicuantitativos de western blot, realizados sobre las mismas fracciones

donde se midió la fosforilación de GAP-43, demostraron que no existen diferencias en la

concentración relativa de la proteína GAP-43 presente en dichas fracciones, en ninguno

de los diferentes grupos experimentales y en ninguna de las edades testeadas (Fig l l)r
1 2 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4i—u—|r'—'1rfi r'fit—|r—1rfii—II—-\r—il—1

GAP“ * m M W mm w W . MW ¿WW...............::c(

;.—l |—__.—I%.__I |—__I
20 días 30 días 40 días 60 días

e; 20 Días 4° mas
g 120 120 120

3 É 100 100 100 7
a s 80 80 ao á
5% 60 60 eo á
es 4o 4° 4° á
55 20 20 20 á
É o o o l
s 1 2 3 4

Figura ll: Análisis del nivel de GAP-43 en función del entrenamiento a

distintas edades del desarrollo. Panel superior: Western blot representativo del

nivel de inmunoreactividad de la protína GAP-43/B-50. En cada calle se

sembraron 20 pg de proteínas 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 días fueron sacrificados 30 minutos post­

entrenamiento. Las cabezas de flecha indican la posición de los marcadores de

peso molecular: 95,5; 55; 43; 36; 29; 18,5; 12. Panel inferior: Cuantificación

densitométrica del nivel de inmunoreactividad de GAP-43. Para cada edad los

datos se expresaron como porcentaje del máximo valor control y representan la

media i SD de 3 experimentos independientes medidospor triplicado. 1- Control

ipsilateral, 2- Entrenado ipsilateral, 3- Control contralateral, 4- Entrenado

contralateral.



Las condiciones experimentales usadas para realizar los ensayos de fosforilación

sugieren un rol de la PKC. Para comprobar si las diferencias detectadas en la

fosforilación endógena de la proteína GAP-43 están relacionada con una reducción en el

nivel de fosforilación en el sitio específico de la PKC (Ser-41), realizamos ensayos de

fosforilación post hoc utilizando para ello PKC purificada a partir de cerebro bovino (2

pmoles/minpl). El experimento que se muestra en la figura 12 fiJe realizado para ajustar

la relación entre proteína de MPS y volúmen de muestra de PKC bovina purificada, y el

tiempo de reacción i En esta figura se observa que cuando se realizó el ensayo de

fosforilación en ausencia de proteina de MPS, la fosforilación de proteínas sustratos

contaminantes presentes en la muestra de PKC purificada, no produjo fosforilación de

proteinas ala altura de 43 KDa, las cuales pueden interferir con el posterior análisis de la

fosforilación exógena de GAP-43. Tampoco se observó actividad residual de kinasas

después de inactivar por calentamiento a las membranas sinápticas estriatales, las cuales

son la fuente de GAP-43 (Fig 12, calle l y 2). El patrón de fosforilación mostrado en

esta figura es el patrón característico reportado por distintos laboratorios para la

fosforilación, mediada por PKC de proteínas de MPS (Di Luca y col., 1991).

1 2 3 4 5 6 7[fi

GAP-43->

AAAA

Figura 12: Autorradiografía representativa mostrando la fosforilación in vitro de

proteínas de MPS realizada mediante el agregado exógeno de PKC bovina

purificada. Calle]: Control de actividad endógena 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 ° (' para

eliminar las actividades de kinasas endógenas, sin agregado de kinasa exógena.

Calle 2: ('ontrol de fosfoproteinas contaminantes presentes en 1afraccion de

PKC bovina purificada, sin agregado de MPS de estriado. Calle 3-6."!0 pg de

proteina de MPS de estriado. Las muestras sembradas fueron previamente

fi)sforiladas en presencia de I’K(' exógena durante 30 segundos, I minuto, 5

minutos y 10 minutos respectivamente. Calle 7: 20 ug de proteina de MPS de

estriado previamente fmforiladas durante [0 mimttos en presencia de I’K('

exógena.

Los experimentos se llevaron a cabo sobre membranas plasmáticas provenientes de

animales de 30 días de edad sacrificados 30 minutos después de finalizado el

entrenamiento circular. El ensayo de fosforilación fue realizado utilizando PKC

purificada y [MP-y] ATP sobre membranas sinápticas cuyas actividades enzimáticas

endógenas fueron previamente inactivadas por calentamiento (5 minutos a 100°C).

Como se observa en la figura l3 los animales entrenados mostraron un incremento

significativo del 22 % en la fosforilación exógena de GAP-43 mediada por PKC bovina

en el estriado contralateral en relación al lado ipsilateral (P<0,05). Comparando contra

los niveles controles, el estriado contralateral de los animales entrenados mostró un

aumento del 21 % en la fosforilación exógena (P<0,05). Por lo tanto en el estriado

contralateral la GAP-43, posee un menor nivel de fosfatos endógenos como

consecuencia del entrenamiento circular. Estos resultados confirman que el

entrenamiento circular produce un cambio asimétrico en el estado de fosforilación de la

proteína GAP-43 en el hemisferio contralateral al sentido de giro. Estos cambios ocurren

en el residuo Ser-4] de GAP-43, es decir en el sitio especifico de fosforilación por PKC.
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Figura ¡3: Panel superior: Autorradiografía representativa de un ensayo de

fos/orilacion “post hoc" de proteinas de MPS aisladas a partir de estriados

provenientes de animales controles y entrenados de 30 dias de edad. El ensayo

fue realizado mediante el agregado de l’KC bovina purificada y A'll’ radioactivo

luego de inactivar las MPS por calentamiento de 5 minutos a 100° ( '. En todos

los casos los animalesfueron sacrificados a los 30 minutos después definalizado

el l'l'X'. Las cabezas de flecha indican la posición de los marcadores de peso

molecular: 95, 5; 55; 43; 36; 29; 18,5; 12 kl)a. Panel inferior: (.‘uantificacion

densitome'trica de Iafosforilacion exogena de GAP-43 mediada por PK( '. Los

datos están expresados como el porcentaje del máximo valor control y
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representan la media i Sl) de 4 experimentos independientes medidos por

cuadmplicado. I- (‘ontrol ipsilateral, 2- Entrenado ipsilateral, 3- ('ontrol

contralateral, 4-entrenad0 contralateral. *P<'0,05 vs control por test t de Student

para muestras no pareadas y vs. entrenado ipsilateral por test t de Studentpara

muestraspareadas.

5. El entrenamiento circular no modifica el estado de l'osforilación de la proteína

GAP-43/B-50 en corteza motora de rata de 30 días 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 decidió estudiar la fosforilación endógena y

exógena de la proteina GAP-43 en MPS obtenidas a partir de la corteza motora de

animales controles y entrenados de 30 días de edad, sacrificados 30 minutos post

entrenamiento. En todos los casos se discriminó entre corteza motora ipsi y contralateral

al sentido de giro. Como se observa en la figura l4 los niveles de fosforilación

endógenos y exógenos de esta proteina no estuvieron alterados en forma significativa por

el entrenamiento circular (P>0, l ).

estos mismos ensayos muestran una importante reducción en la fosforilación endógena

y exógena de dos proteínas de aproximadamente 20 y 18 KDa cada una (indicadas con

flechas pequeñas) 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 fosforilación post hoc usando PKC exógena (izquierda) y de

fosforilación endógena (derecha) de proteínas de MPS aisladas a partir de

corteza motora de animales controles y entrenados de 30 días de edad. en todos

los casos las cortezas motoras izquierda y derecha fueron procesadas en forma

separada y los animales sacrificados 30 minutospost-entrenamiento. Las cabezas

deflecha indican la posición de los marcadores de peso molecular: 95, 5; 55; 43;

36; 29; 18,5; 12 kDa. Panel inferior: Análisis densitométrico de la fosforilación

79
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post hoc (izquierda) y endógena de GAP-43. Los datos están expresados como el

porcentaje del máximo valor control y representan la media 1LSD de tres

mediciones realizadas cada una por triplicado o cuadruplicado. 1- (‘ontrol

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

Ensayos de western blot demostraron que la proteína GAP-43 presente en membranas

de corteza motora no muestra diferencias entre animales controles y entrenados, ni entre

hemisferios ipsi vs contralatera] al sentido de giro (Fig 15).
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Figura 15: Panel A: Westernblot representativo del nivel de inmunoreactividad

de la protína GAP-43/B-50. En cada calle se sembraron 20 ¡ug de proteínas 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 días de edad, los

cualesfueron sacrificados 30 minutospost-entrenamiento. Las cabezas de flecha

indican la posición de los marcadores de peso molecular: 95,5; 55; 43; 36; 29;

18,5; 12. Panel B: Cuantificación densitométrica del nivel de inmunoreactividad

de GAP-43. Los datos están expresados como porcentaje del máximo valor

control y representan la media i 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

específicamente en el estriado de animales de 30 días a los 30 minutos post

entrenamiento.

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

estriado de rata luego del entrenamiento circular.

Para determinar si la reducción en la fosfon'lación in vitro observada en 1a proteina

GAP-43 es debida a una disminución en al actividad de PKC, esta actividad fue medida

en fracciones de membranas sinápticas 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 i 9,32 69,38 i 8,24 66,94 i 11,10 78,80 i 10,50

30 69,851- 12,54 73,91 i 9,18 62,37i 11,56 51,583: 15,32

40 67,3 i 8,20 66,93 i 7,50 66,20 i 7,15 60,12 i 12,01

60 62,8 i- 11,1 61,15 i 9,30 64,80 i 6,99 63,60: 8,70

Tabla 8: Actividadde PK( ' presente en membranas sinápticas aisladas a partir

de estriado de ratas de diferentes edades postnatales. Los valores están

expresados como pmoles min . mg de proteina de MPS i S1). n 3 experimentos
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medidos cada mm por cuadrrplicado. Los anima/es fueron sacrificados 30

minutospost-enrrenamienro.

Sin embargo debido a la alta variabilidad presente en las membranas plasmáticas

correspondientes al estriado contralateral de animales entrenados a los 30 días de edad,

se analizó individualmente cada uno de los tres experimentos, debido a que ellos

provienen de animales que tuvieron diferentes performance motora (velocidad). Este

análisis es apropiado, puesto que como se verá más adelante la caída en la fosforilación

de la GAP-43 es dependiente de la velocidad desarrollada por los animales durante el

TEC. Desde este punto de vista, el análisis de la actividad de PKC solamente mostró

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 fiJCI‘Ofllos siguienteszl) Entrenado ipsi (EI): 68,39i4,46 vs.

Entrenado contra (EC): 46,426,07 (n=4, P<0,0l)', 2) El: 84,5H:l0,4 vs. EC: 68,793?

7,48 (n=4,P<0,0l); 3) El: 67,83:8,5 vs. EC: 39,51-6,61 (n=4, P<0,05). En ningún caso

la comparación de los estriados controles izquierdo vs derecho o ipsi vs. COntralateral

mostró diferencias significativas l) Control ipsi (Cl):77,76i9,23 vs. Control contra

(CC): 66,77+4,12; 2) CI:76,41+10,76 vs.CC: 71,08i4,l0; 3) CI:55,39&8,06 vs. CC:

49,25i7,12. Estos resultados demuestran la participación de la PKC en los cambios

asimétricos que ocurren en el estriado de rata luego de realizar el test de entrenamiento

circular.

Ademas la medición de la actividad de PKC en la corteza motora de animales

entrenados y controles de 30 días de edad tampoco mostró diferencias significativas en

ninguno de los 4 grupos experimentales: CI: 82,06 Í 9,]5; EI: 78,043? ¡0,23; CC: 81,431L

9,63 y EC: 73,75i 10,28.

7. Reducción en la fosforilación endógena de GAP-43 y su correlación con la

velocidad desarrollada por los animales durante el TEC.

Resultados previos de nuestro lab0ratorio demostraron la incidencia de la actividad

motora en el grado de disminución en los niveles de neuroreceptores estriatales (Ibarra y

col, 1995; Ibarra, ¡997). Por lo tanto se realizó un estudio de correlación para
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determinar el grado de asociación lineal entre el porcentaje de caída detectado en la

fosforilación endógena 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

experimentalEn cada caso los animales fueron agrupados según la velocidad

desarrollada durante el TEC, de tal manera que el porcentaje de variación dentro de cada

grupo Fuese infen'or al lO % de la velocidad promedio. Graficando el porcentaje de caída

en la fosforilación in vitro de la GAP-43 en función de la velocidad se encontró una

correlación significativa entre estas dos variables (Fig 16, r= 0,9443, P=0,0046).
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Figura 16: ( 'orrelacián entre el porcentaje de caida (respecto al control

contralateral) en lafosforilación in vitro de GAP-43y la velocidad desarrollada

durante el entrenamientoen el "1'. Los animalesfueron sacrificados 30 minutos

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

También se detectó una correlación significativa entre estas mismas van'ables cuando

se comparó el porcentaje de caída en la fosfon'lación endógena de esta proteína entre los

estriados contralateral e ipsilateral provenientes de animales entrenados (Fig l7,

r=.0,88l3, P=0,0203). Estos resultados sugieren que la variación encontrada en la

fosfonlación de la GAP-43, luego de realizar un comportamiento motor de tipo circular,

está relacionada con la velocidad desarrollada por los animales durante el test de

entrenamiento.
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Figura 17: (‘orrelación entre el porcentaje de caida (respecto al estriado

entrenado ipsilateral) en la fiar/orilación in vitro de GAP-43 y la velocidad

desarrollada durante el entrenamiento en el Hifi Los animales fueron

sacrificados 30 minutos post-entrenamiento. (P= 0,0203, nwó mediciones

independientes)

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

estriado de ratas de 30 días

El proto-oncogén c-fos pertenece al grupo de genes de transcripción inmediata, los

cuales son rápida y transcientemente inducidos sin necesidad de sintesis proteica previa a

su inducción. Debido a que el protooncogén c-fos participa durante el desarrollo en

diferentes modelos de plasticidad neuronal y dado que su inducción puede alterar la

expresión de otros genes, se investigó si este podn'a jugar un rol en los procesos

plásticos que ocurren en el estriado de rata de 30 dias de edad luego de realizar

estimulación fisiológica mediante el TEC (dos sesiones de entrenamiento).

Con el objeto de detectar especificamente el mRNA de c-fos se realizó una cinética de

activación de dicho oncogen administrando el convulsivante metrazol a ratas adultas.

Esta droga produce una importante inducción específica del c-fos. La Figura l8 muestra

el aumento específico en los niveles de mRNA de c-fos, en corteza cerebral de rata, entre



los 30 y 60 minutos después de la administración del metrazol (SO 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

inducción de la expresión de este mensajero luego de inyectar ip el convulsivante

metrazol, en una única dosis de 50 mg/kg de peso. En la figura se muestra la

expresión del mRNA de GAPDH y la posición de los rRNA 28 S y 18 S. Panel

inferior: Análisis densitométrico que muestra la expresión del mRNAde GAPDH.

Los niveles del mRNA de GAPDH (de expresión constitutiva), fileron testeados para

descartar inducciones no específicas, debidas a errores en la cantidad de RNA total

sembrado en cada calle. La figura 19 muestra la detección de ambos mensajeros en

muestras obtenidas a partir de estriado de rata de 30 días de edad, que fiJeron sometidas

al TEC y sacrificadas a los O,30, 60, 90 y 180 minutos, después de finalizado el mismo.



86

c 0' 30' 60‘ 90' 180' 8 0,25
- 0,2SÉ l

c-FOS > _ ¿g 0.15 g
á g 0.1 É E
"É°‘ 005 g É

' E ' É Y E l8 o
_ Controlo 180

GAPDH Tiemgg afiliada)

Figura 19:Panel izquierdo: Northern blot de c-fos mostrando la cinética de

expresión 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 fiieron sacrificados a los 0, 30, 60, 90 y

120 minutospost-entrenamiento. Las cabazas deflecha indican la posición de los

rRNA 28 S y 18 S. Panel derecho: Cuantificación densitométrica del nivel de

expresión del mRNAde c-fos relativo al de GAPDH

Se observa que los niveles de c-fos están específicamente incrementados entre los 30 y

60 minutos post-entrenamiento (+27 %) en muestras de estriado total de rata. La

cuantificación relativa al nivel de señal producida por GAPDH file realizada solamente

para esta autorradiografia (Fig 19), debido a que los niveles controles del c-fos superan

levemente el nivel de detección. Estos cambios plásticos podrían estar mediando los

cambios neuroquímicos de largo plazo demostrados previamente por nuestro laboratorio

(Ibarra y col, 1995) Además demuestran que la estimulación fisiológica producida en el

entrenamiento circular puede interaccionar con los programas genéticos modificando (al

menos en este período su expresión). El hecho de que a O minuto no se detectó

inducción del c-fos, indican el carácter plástico de la inducción de este proto-oncogen.

9. Reducción en la fosforilación endógena 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

conducta] 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 estimulación en la plataforma giratoria

nos permite minimizar las actividades de aprendizaje asociativo y de motivación por la

recompensa en relación a la actividad motora, dado que las ratas desarrollan una

locomoción espontánea, sin necesidad de recompensa alguna y en dirección opuesta al

sentido en que gira el disco. A diferencia del esquema de entrenamiento utilizado en el

TEC, la estimulación motora utilizando plataforma giratoria requirió de una única sesión

de actividad, dado que ésta fue suficiente para generar cambios bioquímicos en el

estriado. Como se observa en la figura 20, los animales ejercitados en la plataforma

giratoria mostraron una disminución promedio del 30,8 % en el nivel de fosforilación

endógena 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. Además, la

estimulación motora circular en el TPG produjo una reducción del 30,5 % en el nivel de

fosforilación in vitro de GAP-43, representando una diferencia significativa respecto de

los animales controles (P<0,0l). Estos cambios fireron observados a los 30 minutos

después de finalizado el ejercicio fisico, en el estriado contralateral al sentido de giro,

independientemente de la dirección de giro elegida.

La figura 20 también muestra un aumento en la fosforilación endógena de una proteína

de aproximadamente 50 KDa (flecha pequeña) en muestras de MPS aisladas a partir de

estriado ipsilateral de animales entrenados, lo cual demuestra la participación del estriado

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

fosforilación de proteínas de MPS aisladas a partir de estriado de ratas (30 días

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- Ejercitado contralateral (VP: 7,45 m/min). Las cabezas de

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

36; 29; 18,5; 12 Kda. Panel inferior: Cuantificación de la fosforilación

endógena de GAP-43. Los se expresan como el porcentaje del máximo valor

control y representan la media i- SD de 4 experimentos independientes agrupados

en función de la velocidad de giro. Cada determinación fue realizada por
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cnadmplicado. **.'Í)‘-0,0! vs. control por Student-Newman-Keuls y - : P-=-.0,05

vs. animales ejercitados ipsilatera/es por test t de Student para muestras

pareadas.

Para estudiar una posible relación de estos cambios con la intensidad motora

desarrollada (velocidad) por los animales durante la actividad fisica, las ratas fueron

nuevamente agrupadas según sus velocidades (porcentaje de variación de velocidad

dentro de cada grupo inferior al lO % de la velocidad promedio). Graficando el

porcentaje de caída en la fosforilación in vitro de la GAP-43 relativo a los animales

controles) en función de la velocidad, se encontró una correlación significativa entre

estas dos variables (Fig.2], r=0,9¡95, P=0,028). Contrariamente el estudio de

correlación entre el porcentaje de caída en la fosforilación in vitro de la GAP-43

(entrenado contralateral respecto al entrenado ipsilateral) y la velocidad desarrollada

durante el TPG, no mostró diferencias significativas (Fig 22). Posiblemente sea necesario

ampliar el número experimentos independientes para obtener una correlación

significativa. Otra posibilidad radica en el hecho de que en este rango de velocidades los

porcentajes de variación en la fosforilación de GAP-43 ya no son tan importantes.
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Figura 2]: Correlación entre el porcentaje de caída (respecto al control

controla/era!) en lafosforilación in vitro de GAP-43y la velocidad desarrollada

durante el entrenamiento en el 77’G.Los animales fiteron sacrificados 30 minutos

después de finalizada la estimulación motora. (P=0, 028, n-=5 mediciones

independientes)
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Figura 22: Correlación entre el porcentaje de caída (respecto al entrenado

ipsilateral) en la fosforilación in vitro de GAP-43 y la velocidad desarrollada

durante el entrenamiento en el TPG. Los animalesfueron sacrificados 30 minutos

después de finalizada la estimulacion motora. (P=0,0933, n=5 mediciones

independientes)

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

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

de la protína GAP-43/B-50. En cada calle se sembraron 20 ug de proteínas de
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MPS aisladas a partir de cuerpo estriado de ratas (30 días de edad) controles y

entrenadas ¡psi y contralalerales 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: ( mami/¡cación densitométrica del nivel de inmunoreactividad de GAl’­

43. Los datos están expresados como porcentaje del máximo valor control y

representan la media i Sl) de 3 experimentos independientes medidos por

triplicado. I- ('ontrol ipsilateral, 2- Entrenado ipsilateral, 3- (‘ontrol

contralateral. 4- líntrenado contralateral.

lO. Cinética de la fosforilación endógena de la proteína GAP-43/B-50 en estriado

de ratas de 30 días luego de estimulación motora circular utilizando el TPG.

Debido a la mayor velocidad alcanzada por los animales en la plataforma giraton'a, se

realizaron estudios cinéticos de la fosfon'lación endógena de GAP-43 en animales

sometidos a este test motor. La figura 24 muestra el perfil cinético de la fosfon'lación 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 relación al estriado control respectivo y comparando

entre sí 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 fosforilación endógena de dicha

proteína en ninguno de los dos estn'ados.
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Figura 24: Panel A: Autorradiografías representativas de la cinética de

fosforilación endógena de proteínas de MPS aisladas a partir de cuerpo estriado

de ratas machos de 30 días 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 físico. La cuantificación densitométrica del nivel de

fosforilación endógena de GAP-43 fire 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 posición de los marcadores de peso

molecular: 95,5; 55," 43; 36; 29; 18,5;12 KDa. Panel B: Cinética del % de

fosforilación endógena de GAP-43 relativa a los valores controles, discriminando

entre hemisferios ¡psi y contralateral al sentido de giro. Los valores están

expresados comoporcentaje del valor control respectivo, y representan la media

i- SD de 3 experimentos independientes medidos cada uno por triplicado.

*** P<ï0,001, ** P“: 0,01, * P< 0,05, por el test t de Student para muestras no

pareadas.

Esto demuestra que las variaciones encontradas anteriormente están relacionadas

posiblemente con mecanismos modulatorios de los eventos plásticos, los cuales se

disparan luego de finalizar la actividad motora. Además esta cinética se caracteriza por

presentar una caída asimétrica seguida de un rebote en la fosforilación de GAP-43 para
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cada. uno de los estriados. En ambos casos incrementos en la fosforilación endógena de

una banda de 52 KDa fiJeron detectados (Fig. 24 A, tiempos 45 y 60 minutos).El

comportamiento oscilatorio y opuesto de los dos estriados parecería indicar la existencia.

de mecanismos plásticos de regulación interhemisféricas. En la figira 25 se analiza la

cinética de fosforilación a través de la relación 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 expresó el valor control como un promedio de todas las relaciones controles

(Fig. 25).
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Figura 25: Cinética de la relación interestriatal ¡psi/Contra de la fosforilacio'n

endógena de GAP-43. Animales de 30 días de edad fueron sacrificados a los 0,

30, 45, 60 y 75 minutos después de finalizado el ejercicio físico. ** P<0, 01, *

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

Otros marcadores neuroquímicos 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. Además la tabla 10 muestra que la

capacidad de unión a sitios muscarínicos se invierte a los mismos tiempos post­

entrenamientoi En ningún 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

fiJertemente la existencia de una regulación interhemisférica de tipo plástica.



lpsi Contra

Control (No ejercitado) 66,95i8,07 62,04i7,90

Ejercitado, 0 minuto 70,4li9,02 63,51i10,62

Ejercitado, 30 minutos 76,59i5,77 50,07i5,68 *

Ejercitado, 60 minutos 59,37i7,84 83,78i10,66* */+

Tabla 9: Actividad de PKC presente en membranas sinápticas aisladas a partir

de estriado de ratas controles y ejercitadas de 30 dias de edad. Los valores están

expresados como pmoles/min . mg de proteína de MPS i- SD. n13 experimentos

medidos cada uno por cuadriplicado. Los animales fueron sacrificados a los

tiempos indicados en la tabla (0,30 o 60 mimttos post-entrenamiento). *P<’0,05

ejercitado 30 min. contralateral vs. ejercitado 30 min. ipsilatral y + P-i 0,05 entre

ejercitado contralateral de 60 min. y control contralateral (Studentpareado y

**P<0,01 entre ejercitado 6min.Dunnetr no pareado respectivamente).

contralateral y ejercitado 60 min ipsilateral (Studentpareado)

lpsi Contra

Control (no ejercitado) 23711450 2484i318

Ejercitado, 0 minuto 2529-515 2319,631205

Ejercitado, 30 minutos 1768:457 ll45i340 "‘'

Ejercitado, 60 minutos 1638i189 * 2412i401

Tabla ¡0: ( 'apacidad de unión de 3H-QNB a sitios receptores muscarinicos de

membranas sinápticas aisladas a partir de estriado de ratas controles y

ejercitadas de 30 dias de edad. Los valores están expresados como fmoles de

3H-QNB/mg de proteína de MPS:I-SD. ¡1:3 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-<0,0/ vs. control contralateral por

el test de Dunnett y *P--0,05 vs. control ipsilateral y ejercitado de 60 mimltos

contralateral por los tests de Dunnerty Student no pareado respectivamente.
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DISCUSION

l. Selección del modelo y de los marcadores neuroquímicos

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio demostraron la presencia de

un período critico durante el desarrollo postnatal del estriado de rata, en el cual la

actividad motora fisiológica genera cambios permanentes en los niveles de receptores

colinérgico muscarínico y dopaminérgico de tipo Dl y D2 (¡barra y col, l995; 1996;

Ibarra 1997). También se observó una disminución del área dendrítica luego de realizar

ensayos de inmunomarcación de neurofilamentos (Ibarra, l997).

El objetivo del presente trabajo fiJe investigar la participación de la PKC y de su

sustrato neuronal específico 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 giratoria (TPG) como vías

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

utilizó el TPG como un test alternativo para inducir el comportamiento motor. Este test

permitió evaluar los cambios neuroquímicos relacionados con el ejercicio fisico, en la

ausencia de componentes motivacionales y de aprendizaje asociativo.

Además de los cambios permanentes ya observados, otros mecanismos moleculares

relacionados con actividad y plasticidad neuronal deben'an experimentar modificaciones

como consecuencia de la estimulación 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 fosforilación tienen una participación fundamental en la plasticidad sináptica,

nosotros elegimos el sistema GAP-43/PKC para realizar las determinaciones

neuroquímicas. Otras razones por las cuales se decidió estudiar a la PKC y en particular

a la PKC sobre su sustrato GAP-43 fueron las siguientes: a) Ambas proteínas participan

durante el desarrollo neuronal en la modulación de la liberación de neurotransmisores en

el estriado (Dekker, 1989; Gnegy y col, l993), b) Es considerado un efector de

plasticidad sináptica (Schrama y col, ¡994) ya que este sistema, asociado a transducción
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de señales, participa en distintos modelos de plasticidad neuronal (LTP, procesos de

memoria aversiva, sensibilización conductal a anfetaminas), c) La proteína GAP-43 está

fiJertemente relacionada con la fiJnción colinérgica estn'atal presentando altos niveles de

expresión en las intemeuronas colinérgicas (Mc Kinney y Kent, 1994), d) Algunos

subtipos de receptores muscan’nicos de acetilcolina (mAChR) involucran activación de

PKC (Hulme y col, ¡990; Liles y col, ¡986; EL-Fakahany y col, 1988).

Debido a que la actividad neuronal involucra una alta correlación entre diferentes

parámetros bioquímicos y areas cerebrales, el presente trabajo de tesis también involucró

el estudio de marcadores neuroquímicos (c-fos, mAChR) y estructuras cerebrales

relacionadas (corteza motora).

En función de lo hasta aqui expuesto, el trabajo experimental puede dividirse en 2

etapas: l) Estudios de los cambios neuroquímicos producidos por el TEC sobre la

fosforilación mediada por PKC de la proteína GAP-43 y sobre otros marcadores

neuroquímicos relacionados. 2) Un análisis similar luego del TPG.

¡PARTE l

La actividad funcional desarrollada en el TEC produce cambios en el estado de

fosforilación de la proteína GAP-43. Correlación con un período crítico del

desarrollo postnatal del estriado de rata.

La primera parte de este trabajo fiJe realizada mediante el empleo del TEC y

estudiando los cambios neuroquímicos que subyacen a la actividad fiJncional. El

entrenamiento en el TEC generó una reducción en la fosfon'lación in vitro de la proteína

GAP-43 cuando los animales fueron entrenados a los 30 días de edad, durante dos días.

Esta disminución fiJe observada en el estriado contralateral al sentido de giro

independientemente de la dirección elegida. La magnitud de dicha caída fue del 29,5 %

cuando se compararon entre sí los estriados ipsi y contralateral correspondientes a los

animales entrenados. La comparación relativa al grupo control respectivo determinó una

disminución significativa del 29,3 %. El análisis conjunto de los ensayos de western blot

y de fosforilación exógena con PKC purificada permitieron determinar que esta actividad
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fisiológica produce un cambio en el estado de fosforilación de la proteína GAP-43 en el

residuo Ser-4 l , el sitio de fosfon'lación específico para PKC.

Estos cambios neuroquímicos, 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 combinación de alguno de éstos.

Si bien hasta el momento no existen evidencias concluyentes que vinculen en forma

inequívoca al cuerpo estriado con el aprendizaje asociativo, también es cierto que estos

mecanismos en el SNC no están totalmente descifrados. Existen evidencias que

relacionan a la fosfoproteína GAP-43 y a la PKC en los procesos plásticos de aprendizaje

y memoria, y durante el inicio del proceso de LTP. En este sentido, una reducción en la

fosforilación de la proteina GAP-43 está correlacionada con alteraciones del aprendizaje

asociativo, en ratas microencefálicas tratadas prenatalmente con el antimitótico

metilazoximetanol (MAM) (Di Luca y col, l99l ).

Por todo lo hasta aqui expuesto y debido al diseño experimental que presenta el TEC,

no es posible excluir alguna de las variables mencionadas anteriormente como posibles

factores generadores de estos cambios.

Un punto de interés fue descartar la interferencia de procesos neuronales relacionados

con el stress hídrico producido durante el TEC. Al respecto existen evidencias de que la

depn'vación de agua puede producir cambios bioquímicos en las estructuras nerviosos

(Sagar y col, 1988). Sin embargo, fue posible certificar que las variaciones

neuroquímicas detectadas no están relacionadas con la depn'vación hídrica, ya que los

animales controles también fueron deprivados de agua, recibiendo un volúmen similar al

volúmen promedio ingerido por los animales entrenados. En los pn'meros experimentos,

donde también se trabajó con animales controles no deprivados de agua, éstos mostraron

los mismos niveles de fosfon'lación endógena de GAP-43 que los controles deprivados.

De esta manera la caída observada en la fosfon'lación está relacionada con la actividad

fisiológica inducida por el TEC y no con la depn'vación de agua. De la misma manera y

para descartar posibles factores relacionados con la exposición 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.
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Debido a que diversos trabajos de investigación observaron caracteristicas

neuroquímicas asimétricas entre el cuerpo estn'ado izquierdo y derecho, nosotros

realizamos el estudio separando en cada caso ambos estñados. El análisis por separado

de ambos estriados también fue realizado debido a que en el TEC los animales

desarrollan un comportamiento motor asimétn'co, el cual también puede generar

respuestas neuroquímicas diferenciales entre ambos hemisfeños estriatales. Amplias

evidencias demostraron la existencia de asimetrías interhemisfén'cas funcionales y

bioquímicas entre ambos estriados. Estas fueron obtenidas tanto en animales intactos

como en animales lesionados por administración unilateral de 60H-DOPA en sustancia

nigra (Rodn'guez y col, 1990; Schneider y col, 1982; Robinson y Becker,l982). Estas

asimetn’as estuvieron relacionadas con el sistema dopaminérgico e involucraron cambios

en la dopamina, en su metabolito DOPAC y en la tasa de recambio presináptico de este

neurotransmisor (Castellano y col, 1987; Gordon y col, 1994). Existen evidencias de

que el comportamiento motor circular de tipo condicionado produce activación de las

vias dopaminérgicas nigroestriatales (Yamamoto y Fredd, 1982). Estos trabajos

describieron un aumento asimétrico en la concentración de DA y DOPAC en el caudado­

putámen contralateral al sentido de giro. Estudios posteriores no pudieron confirmar

dicha lateralización (Sabol y col, 1990). Una caracten’stica distintiva de estos trabajos y

que lo diferencian de éste es que las determinaciones neuroquímicas fueron realizadas

durante la estimulación fiJncional y no un período de tiempo después de finalizada la

misma. Por lo tanto los cambios asimétricos de fosfon'lación aquí descn'ptos podrian

involucrar al sistema nigroestriatal y reflejar por lo tanto una modulación presináptica de

la liberación de dopamina.

1.2.La respuesta neuroquímica al TEC es mayoritaria luego de la segunda sesión

de entrenamiento (EZD)

Una característica que presenta la variación en la fosfon'lación endógena de la GAP-43

file que la misma ocurre luego de la segunda sesión 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 podría posibilitar el disparo y detección de
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estos cambios neuroquímicos. Si bien luego de cuatro (E4D) y siete (E7D) sesiones

nosotros detectamos una reducción del 16 °/oy 18 % respectivamente en la fosforilación

de esta proteína, las mismas no fueron significativas. Recién al final de la cuarta sesión de

entrenamiento circular los animales alcanzaron una estabilización de la velocidad la cual

es mantenida hasta la séptima sesión (final del entrenamiento). Este nivel de actividad, si

bien fue superior al nivel mostrado luego de la segunda sesión, no produjo una reducción

significativa de la fosforilación. Estos resultados sugieren que esta variación

neuroquímica no estaría 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 fosforilación de la GAP-43 y la PKC participan en la fase de

adquisición de cambios plásticos relacionados con diferentes tipos de comportamientos

condicionados (Scharenberg y col, l99l) 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 sesión de entrenamiento, no permite producir los

cambios bioquímicos hasta aqui descn'ptos.

De esta manera, e'stos cambios tempranos podrían estar relacionados con la reducción

permanente de neuroreceptores estn'atales generada luego de la estimulación funcional en

el TEC. Si este Fuerael caso, una respuesta temprana de tipo acumulativa podría explicar

la correlación detectada a largo plazo entre la caida de receptores y los metros recorridos

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

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

La detección de cambios en la fosforilación endógena de GAP-43 fue realizada luego

de entrenar a los animales durante dos sesiones consecutivas en el TEC. Con el objeto de

obtener una aproximación acerca del factor generador de éstos cambios se analizó en

primer lugar la posible correlación entre la caída en la fosfon'lación de GAP-43 y la

velocidad desarrollada por los animales durante la segunda sesión (E2D). En segundo

lugar este cambio neuroquímico se analizó en función del número de errores asociativos

(EA) producido en la misma sesión de entrenamiento.
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Este segundo análisis permitió concluir que el aprendizaje asociativo, al menos

evaluado en Función de los EA, no mostró una correlación con los cambios observados

sobre la proteína GAP-43. Contrariamente, la reducción en la fosforilación de la GAP-43

está significativamente correlacionada con la velocidad desarrollada por los animales

durante ésta sesión 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 función del tiempo en que los mecanismos intervinientes

se encuentran activos. Una correlación entre las fosforilación in vitro de la GAP-43 y la

actividad locomotora fue observada por Sheu y col (1993). La relación fue detectada en

el estriado intermedio y medio ventral (lMHV) de pollo recién nacido sometidos a

entrenamiento de impronta. El esquema experimental utilizado aquí requirió de actividad

locomotora sobre una rueda giratoria. A pesar de esto cambios significativos en la

fosforilación de la GAP-43 no fiJeron observados en ésta misma área. El lMHV no es

una estructura análoga al estriado de mamífero. Extrañamente y a pesar de que el lMHV

es un área involucrada en memoria de largo plazo, cambios relacionados con la fuerza de

aprendizaje tampoco fiJeron detectados. Debido a esto no está clara aún la significancia

biológica de la correlación mencionada anteriormente por estos autores.

1.4.Los cambios se correlacionan con un período crítico asociado al desarrollo del

estriado de rata

Otra características de la caida en la fosforilación endógena de la GAP-43 y de la

variación asimétrica de la actividad de PKC fue que estas diferencias sólo 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 período de sensibilidad. La

estimulación funcional en el TEC produjo también una reducción permanente en el

número de receptores mACh y dopaminérgico Dl y D2 sólo cuando los animales fiJeron

entrenados a los 30 dias de edad (Ibarra y col, 1996; [barra 1997).

Esto demuestra que la actividad funcional produce cambios neuroquímicos en esta

estructura cerebral sólo durante un “periodo crítico”. Un “período de sensibildad” fiJe

previamente descripto por Hubel y Wiesel (1962) luego de estudiar la plasticidad del

sistema visual.

Aunque el período crítico estriatal no fue aún bien definido (al menos entre los dias 23

y 40), éste no se prolonga por más de 20 días. Contrariamente el periodo crítico del

sistema visual tiene una duración de 50 días (Dudek y Bear, 1989) y presenta una

aparición y desaparición gradual , la cual se relaciona con una declinación progresiva

durante el desarrollo de la función del receptor de NMDA en la capa cuatro de la corteza

visual (Kirkwood y col., 1995).

Los cambios neuroquímicos detectados durante este pen'odo critico estriatal implican

la combinación de una actividad funcional (respuesta al TEC) y una base genética

(periodo de sensibilidad). Por lo tanto deberían existir diferencias moleculares y celulares

distintivas de este período , las cuales posibilitan el cambio en la fosforilación de la GAP­

43 y en la actividad de PKC. Estos mismos factores deberían estar ausentes o bien estar

en niveles superiores o inferiores a los detectados durante dicho período de sensibilidad.

Debido a la compleja interelación circuital y funcional presente en el cuerpo estriado,

como asi también a la interacción modulaton'a que ejercen otras áreas del SNC, resulta

dificil determinar las causas por las cuales estos cambios ocurren en el estn'ado de 30

dias.

La falta de una respuesta a los 20 días podría 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 días 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, l976). También la cantidad de receptores dopaminérgicos

alcanzan los valores del adulto al final del primer mes de vida (Pardo y col.,l977)_ Por
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otra parte estudios ontogénicos también demuestran que alrededor de los 30 días de vida

postnatal existe una tendencia a la estabilización de los parámetros relacionados con la

neurotransmición colinérgica luego de haber alcanzado sus niveles máximos.

Una caracteristica distintiva de la maduración de los sistemas de neurotransmisión

estriatales está dada por el hecho de que diversos sistemas de neuropéptidos maduran en

forma posterior, modulados por los sistemas de neurotransmición clásicos, representando

de esta manera una segunda etapa del desarrolllo neuroquimico del cuerpo estriado

(Sivam y col, 199]; Pérez-Navarro y col, 1993). Una fiJnción de los neuropéptidos puede

ser la modulación presináptica de la neurotransmisión de ciertas vias neuronales,

inhibiendo o estimulandola (Mulder y col., 1984). La dinorfina inhibe selectivamente la

liberación de dopamina en secciones de cuerpo estriado actuando a través de los

receptores de tipo K. Agonistas de los receptores opioides del tipo 6 inhiben la liberación

de acetilcolina estriatal. Estas son posibles causas por las cuales el TEC no puede

generar los cambios relacionados con la fosforilación de la GAP-43 y la actividad de

PKC.

Sin embargo el TEC no produce cambios al menos a partir de los 40 días de edad. Sin

poder determinar las razones que originan las variaciones neuroquimicas es posible que a

medida que el SNC madura distintos eventos plásticos comiencen a ser restringidos, y

éste sea posiblemente un ejemplo más.

1.5. Posibles eventos relacionados con la disminución del estado de fosforilación de

la GAP-43 en el sitio específico de la PKC

La fosforilación de esta proteina incrementa la liberación de neurotransmisores

(Dekker y col.,l989; Gnegy y col., ¡993). Contrariamente nosotros detectamos una

reducción en su estado de fosforilación. Estos cambios observados in vitro podn'an

indicar una disminución en la neurotransmisión estriatal. Un punto importante se

relaciona con el hecho de que esta modificación fue observada 30 minutos después de

finalizada la estimulación 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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plásticos disparados después de completar la estimulación fiincional. Al respecto, Gnegy

y col. (1993) determinaron que la fosforilación de la proteína GAP-43 participa en los

mecanismos modulatorios de liberación de neurotransmisores en el estriado de rata luego

de administración de AMPH.

Debido a la participación de la GAP-43 y la PKC en los mecanismos plásticos

cerebrales, estas modificaciones podn'an 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

maduración funcional y morfológica del estn'ado (Coyle y Campochiaro, 1976). Por lo

tanto en este momento del desarrollo, un ajuste fiJncional en la sinapsis estriatales podría

estar ocurriendo en los sistemas de neurotransmición modulatorios como consecuencia

de la actividad fisiológica. 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 deberán

demostrar si es posible una descn'pción comparable en una estructura subconical como

es el estriado.

Según Singer existen 2 tipos de conexiones neuronales : a) las alimentadoras de redes

(feedfordward) y b) conexiones suceptibles a modificaciones plásticas dependientes de la

experiencia. Ambos tipos de conexiones penniten hacer frente a los problemas

combinatoriales relacionados con la gran cantidad de representaciones sinápticas 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 recíproco, dependientes de la experiencia, retienen un alto grado de

suceptibilidad a las modificaciones plásticas dependientes del uso. Esta particularidad de

las conexiones recíprocas posibilitará 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 áreas del

cerebro adulto. Estos remodelamientos de las conexiones dependientes de la actividad

requieren de mecanismos plásticos de potenciación y depresión sináptica (LTP y LTD).

La actividad sináptica a través de receptores de NMDA participa en algunos aspectos del
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refinamiento del sistema visual durante el desarrollo. En el tálamo el bloqueo del

receptor de NMDA impide la segregación en subcapas de las aferencias

retinogeniculares.

Un aumento en la fosforilación de la GAP-43 mediado por PKC ha sido observado

luego de llevar a cabo una estimulación de alta frecuencia la cual induce LTP (Lovinger y

co|., ¡986). Estudios similares realizados en secciones de hipocampo también

demostraron in sin: el aumento de la fosforilación de GAP-43 (Gianotti y col, 1992;

Ramakers y col, 1995).

El incremento observado en la fosforilación endógena de la proteína GAP-43 (ver

cinética durante el test de TPG) y la participación asimétrica de la PKC podrian reflejar

la presencia de mecanismos de refiJerzo sináptico similares a un LTP. De esta manera

los cambios neuroquímicos detectados podrian estar reflejando los pasos iniciales

mediante los cuales los circuitos sinápticos 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 neuroquímica (GAP-43, PKC, c-fos) puede ser tra7ada entre algunos modelos

de plasticidad sináptica (LTP, modelos de aprendizaje y memoria, sensibilización

conductal a anfetaminas). Al respecto cambios en la actividad de PKC y en la

fosforilación endógena de GAP-43 fueron detectados luego de realizar un entrenamiento

de aprendi7aje aversivo (Cammarota y col, ¡997). Este último trabajo fire reali7ad0 en el

marco de una investigación conjunta entre nuestro laboratorio y el laboratorio del Dr.

JMedina (se anexa la publicación). Si bien poco se conoce acerca de los mecanismos

presinápticos que subyacen a la inducción postsináptica del LTD, una modulación

bidireccional recíproca en la función sináptica no puede ser excluida. De esta manera,

durante el mecanismo de LTP una participación sináptica integral (pre y post) ha sido

descripta. Por lo tanto, como consecuencia del disparo postsináptico del LTD,

variaciones neuroquímicas posteriores en la presinápsis podrian ocunir. La reducción en

el estado de fosforilación de la proteína GAP-43 podria reflejar una disminución de la

liberación plástica de neurotransmisores y por lo tanto ser un indicador de la depresión

sináptica de ciertas vías. Al momento no existen pruebas que vinculen la fosforilación de

esta proteína a los mecanismos de LTD. Que el LTD sea visto como un mecanismo

opuesto al LTP, y viceversa, y que ambos mecanismos converjan, al menos
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postsinapticamente en la activación de kinasas y fosfatasas específicas, apoyarian esta

hipótesis. Por lo tanto la reducción en la fosfon'lación de la GAP-43 sería en la

presinapsis la resultante del disparo postsináptico de mecanismos depresivos.

También cabe señalar que la proteina GAP-43 une calmodulina (CAM) en una zona

adyacente al sitio especifico de fosforilación por PKC. Esta unión es disociada por

fosfon'lación mediada por PKC (Alexander y col., 1987; ¡988; Apel y col, l987;

Gerendasy y col., 1995). De esta manera la regulación del estado de fosforilación de la

GAP-43 (a través de PKC y calcineun'na) puede modular las vias de transducción de

señales 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, l992; Schulman, 1993).

Hasta el momento no se han determinado los mecanismos moleculares por los cuales el

TEC produce una reducción en el estado de fosforilación de esta proteina. Si bien se ha

observado una reducción en la actividad de PKC en el estriado contralateral respecto del

ipsilateral, no se puede descartar la participación de fosfatasas. Existen evidencias de una

reducción en la fosforilación endógena de GAP-43 debidas a una reducción en la

actividad de PKC en MP obtenidas a partir de hipocampo de animales microencefálicos

(Di Luca y col, 199]). Las diferencias relacionadas con el nivel de detección de los

cambios neuroquimicos de la fosforilación de GAP-43 o de la actividad total de PKC

pueden ser explicados a través de diferencias en las sensibilidad de detección. Estas

diferencias de sensibilidad pueden ser explicadas por el hecho de que en la medición de

PKC total participan todas las isoenzimas de PKC presentes en la MP pre y

postsináptica, las cuales pueden enmascarar las diferencias observadas sobre un sustrato

endógeno y presináptico como es la GAP-43. A pesar de esto tampoco se puede

descartar una participación postsináptica de la PKC.

Tanto el LTP como el LTD son mecanismos que requieren la activación de receptores

de NMDA (Linden, 1993) y se ha propuesto su participación en la determinación de

rearreglos sinápticos dependientes de la actividad y durante el desarrollo. En el estriado

la reorganización de las conexiones sinápticas podria involucrar al menos en parte a las

vias glutamatérgicas y a los recetores de NMDA sobre las neuronas colinérgicas y

GABAérgicas del estn'ado. Estudios recientes han identificado nuevas formas de

modulación de corto y largo plazo relacionadas con las sinápsis inhibiton'as



107

GABAérgicas. Komatsu e lwakin' 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 morfológicos en la sinápsis también representan una expresión de plasticidad

sináptica. La GAP-43 es una proteina presinática asociada con el citoesqueleto de

membrana (Mein' y Gordon-Weeks, 1990). Aunque los eventos moleculares que

conducen a los cambios morfológicos en las sinápsis no están totalmente dilucidados, la

participación de esta proteina durante la sinaptogénesis (Neve y col, 1991) y durante el

crecimiento nervioso, sugieren que podn'a tener un rol en las etapas finales relacionadas

con la reorganización de ciertas conexiones.

1.6. La inducción del c-fos: posible relación con los cambios plásticos.

El c-fos participa en la plasticidad dependiente de la actividad y su expresión puede ser

impotante pra la determinación de propiedades neuronales relacionadaas con cambios

plásticos ontogénicos (Arnauld y col, 1994). Debido a que en el estriado de 30 dias de

edad tanto la actividad fisiológica producida en el TEC como la estimulación motora

generada en el TPG (lbarra 1997) aumentan respectivamente los nivels de mRNA y

proteina de c-fos sugieren que este marcador plástico puede tener una participación

directa en este periodo critico. Los estudios inmunohistoquímicos de c-fos llevados a

cabo en nuestro laboratorio no identifican a qué población neuronal pertenecen las

células c-fos positvas. Estos mismos estudios muestran que la misma está restringida a

un pequeño agrupamietno de células que representa aproximadamente un 10% del total

de la sección.

El control dopaminérgico de la expresión del c-fos fue ampliamente estudiado en el

caudado putamen adulto (Dragunow y col, ¡990; Merchant y Dorsa 1993; Miller 1990).

Estos trabajos sugieren que la inducción del c-fos ocurre a través de la estimulación del

receptor dopaminérgico Dl y requiere de una variación en la sensibilidad de estos

receptores o un imbalance fimcional entre los subtipos Dl y D2. Estudios ontogénicos

demostraron que durante la vida postnatal temprana agonistas de los receptores Dl

inducen la expresión transciente del c-fos. Esta es máxima y masiva a los 3 días 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). Sólo la región caudal del estriado retiene un patrón de respuesta

fos positiva luego del tratamiento del estriado adulto con agonistas Dl. Esto podria

indicar que el bajo número relativo de núcleos neuronales que están expresando el c-fos

se relacionan con una disminución de la función de este oncogén en los fenómenos de

plasticidad motora. Estudios inmunohistoquímicos a distintas edades y que permitan

caracterizar el tipo de neuromodulador presente en estas células fos positivas, pueden

traer luz acerca de su posible participación en la plasticidad motora. También puede

suceder que la detección de un pequeño número de neuronas positivas signifique la

existencia de procesos neuronales de amplias connotaciones relacionadas con la

activación y plasticidad motora.

2. PARTE ll

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

La comparación de la respuesta neuroquímica obtenida luego de utilizar el TEC y el

TPG permitió caracterizar dichas variaciones. Como fire discutido oportunamente la

variedad de factores presentes durante el comportamiento motor condicionado en el

TEC, no nos permitió concluir que la respuesta neuroquímica 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

número de errores asociativos, tomados como una medida de aprendizaje.

Contrariamente los animales de 20 dias presentaron el mayor número de EA, lo cual

determina una diferencia comportamental respecto a las demás edades testeadas. Estos

resultados contradicen la posibilidad de que los cambios neuroquímicos se deban a la

variable aprendizaje asociativo. Primeramente, no puede explicarse por qué si los

animales de 30, 40 y 60 días responden en forma homogénea desde el punto de vista del

comportamiento asociativo, sólo los animales de 30 días experimentan las variaciones

neuroquímicas. Además, el grupo de animales de 20 dias de edad, debería presentar
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alteraciones neuroquímicas que los distingan de todos los demás grupos de edad

testeados.

Además se analizaron las mismas variables neuroquímicas utilizando el TPG, para

producir estimulación motora fisiológica 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 ultimo representa una clara diferencia respecto al TEC, ya que aquí los

animales no sufren estrés hídrico. 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 dirección opuesta al sentido de giro del animal mientras que en el TEC el piso

está fijo. Además 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 sesión 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 reducción significativa en la

fosforilación endógena 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. Además esta

estimulación motora también produjo una variación asimétrica en la actividad total de la

PKC la cual no se observa cuando se comparan los estn'ados izquierdo vs. derecho o ipsi

vs. contralateral de los animales controles. Estos cambios fiJeron observados 30 minutos

después de realizar una única sesión de actividad motora (150 metros en 7 a ll

vueltas/minuto).

Estas variaciones neuroquímicas 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

transducción de señales en el cuerpo estriado. También el TPG mostró una correlación
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significativa entre el porcentaje de caída en la fosforilación endógena de la GAP-43 y la

velocidad desarrollada por los animales. El TPG también produce a la edad de 30 días

cambios permanentes en los niveles de receptores (Ibarra y col, 1995). Esto sugiere

fuertemente que las modificaciones en la PKC y en la fosforilación endógena de la GAP­

43 podrian mediar los cambios permanentes relacionados con la plasticidad motora. El

TPG realizado en ausencia de condicionamiento hídrico genera por lo tanto una

estimulación motora voluntaria en el animal ejercitado. Esta es una clara modificación

respecto al procedimiento utilizado por Freed y Yamamoto (1985) en el cual los

animales están sujetos a una estimulación motora forzada dado que corren detrás de una

mamadera inclinada la cual no pueden alcanzar. Por lo tanto el TPG resulta similar, como

modelo inductor de cambios plásticos 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 señalar que este test no presenta una estimulación 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 estimulación motora

simétrica. Estudios realizados con la rueda giraton'a permitieron demostrar que el

ejercicio fisico aumenta los niveles de mensajeros para BDNF y NGF en hipocampo

(Neeper y col, l995, ¡996). Estos cambios son indicadores de la presencia de

mecanismos plásticos desencadenados por la actividad motora funcional.

2.2. Inversión de los cambios neuroquímicos asimétricos. Evidencias de una

regulación interhemisférica de tipo plástica.

Con el objeto de evaluar la cinética de la fosforilacíón endógena de GAP-43 las ratas

fueron sacn'ficadas a los 0, 30, 45, 60 y 75 minutos después de finalizada la estimulación

motora circular. Este estudio demuestra la caracteristica plástica de estos cambios

neuroquímicos ya que animales sacrificados inmediatamente después de finalizar la

actividad motora (0 minuto) no muestran una modificación significativa en la

fosforilación in vitro de esta proteina. Por lo tanto estas van'aciones están relacionadas

con modificaciones neuroquímicas modulatorias, las cuales se disparan una vez

completada la actividad motora y no durante la estimulación motora per se.
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La cinética también pennitió observar que la resuesta es dinámica, asimétrica y está

caracterizada por una disminución y un “rebote” en la fosforilación endógena 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 caracten'zan por presentar una respuesta

sináptica con “rebote” en vías neuronales moduladas por sinápsis inhibitorias

gabae'rgicas. Trabajos realizados por Komatsu e lwakiri demuestran la participación de

mecanismos de LTP y LTD en las sinapsis inhibitorias de la corteza visual. La

modulación es consecuencia de la actividad de los elementos pre y/o postsinapticos. La

modulación sináptica se produce por una supresión de las corrientes inhibitorias

postsinápticas inducidas por despolarización y aumento de la concentración de Ca” en

la neurona postsináptica. En el hipocampo y cerebelo, esta inhibición transiente de la

eficacia sináptica puede involucrar un mensaje retrógrado dependiente de Ca” (Figura

26).

mensajero
retrógrado__;

Inhibición de
la liberación

Aumento
de [Ca"] Canal Receptor

de GABA

Despolanzación

Vla Neurona!

Figura 26: Modelo teórico propuesto para explicar la supresión de la inhibición

inducida por despolarización y potenciación por rebote en neuronas del hipocampo y

cerebelo moduladas por GABA.
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Estos mecanismos modulatorios de las sinápsis inhibitorias ocurren más fiJertemente en

animales en desarrollo que en animales adultos (Komatsu, 1994). Si bien este tipo de

modulación aún no fiJe descripta en el estriado, la alta proporción de sinápsis inhibitorias,

la existencia de mensajes retrógrados (Lin y col, 1995) y las evidencias aqui presentadas

sugieren que estos mecanismos plásticos podn'an desarrollarse en esta estructura

cerebral. La modulación por acetil-colina y por agonistas del receptor u de opiáceos

también participan en estos procesos (Marty y Llano, 1995). Debido a que las sinápsis

inhibitorias no generan un potencial de acción postsináptico que por si mismo pueda ser

usado como una señal neuroquímica plástica, este tipo de sinápsis no sen'a el sitio donde

ocurren las modificaciones Hebbianas o antihebbianas. Esto es una característica

importante que no excluye la posibilidad de que el TEC produzca cambios plásticos en

fibras dopaminérgicas y colinérgicas. Por lo tanto estas vías, influenciadas por GABA,

deberian ser las que modulen a las vias inhibitorias y permitirían generar la potenciación

por “rebote”.

Evidencias evolutivas para la existencia de redes neuronales caracterizadas por

inhibición recíproca y rebote post-inhibitorio fiJeron descriptas en el molusco Clione

limacina, en estos organismos estos circuitos participan en la generación de un patrón

locomotor relacionado con el nado. El circuito neuronal consiste de dos grupos de

intemeuronas de función antagónica que despliegan un fuerte rebote post-inhibiton'o y

que están unidas por conexiones inhibitorias recíprocas. Este circuito controla un

comportamiento que consiste de dos fases relativamente simétn'cas. Esta es una

evidencia para la existencia de un comportamiento locomotor de dos fases como el

observado a través de los mecanismos plásticos de fosforilación de GAP-43.

Por otra parte la inversión observada a lo largo de la cinética en la fosfon'lación

endógena de la GAP-43 evidencian una regulación interhemisférica de tipo plástica. Los

cambios observados en la capacidad de unión a sitios mAChR y en la actividad de PKC

también evidencian la participación de mecanismos regulatorios interestn'atales. Al

respecto estudios previos de un regulación interhemisférica fueron observados para la

inervación dopamine'rgicas de ambos estn'ados e hipocampos en ratas normales no

lesionadas. Estos trabajos describen una relación inversa entre el indice interhemisférico
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de DA y el índice interhemisfén'co del recambio presinaptico de DA (DOPAC/DA). Este

mecanismo permitiría compensar asimetrías interhemisféricas espontáneas (Rodríguez y

col, 1990). De la misma manera esta plasticidad asimétrica desfasada en el tiempo

evidencia la participación de procesos regulatorios interestriatales que permitirían

compensar las asimetrías neuroquímicas detectadas luego del comportamiento motor

circular. Esto concuerda con el hecho de que durante una administración unilateral de

óOH-dopamina (inductora de daños en neuronas nigroestriatales) los animales muestran

preferencias de lateralidad caracterizadas por un intenso comportamiento rotacional.

Este ejemplo representa un caso patológico en el cual se anula la regulación

interhemisfén'ca compensatoria debido a la lesión unilateral de la vía nigroestriatal.

Glick y colaboradores demostraron que la administración de apomorfma produce una

dirección preferencial de giro. Esta direccón preferida de rotación es contralateral al

estriado con mayor contenido de dopamina y mayor actividad metabólica (Glick y col,

1976). Actualmente existen evidencias que permiten suponer que el desbalance estn'atal

en la captación de DA produce un comportamiento asimétrico durante la rotación

espontánea. La destrucción de las neuronas GABAérgicas en la sustancia nigra también

participan en la generación de comportamientos rotacionales intensos y de larga

duración. Estas interferencias en el sistema GABAérgico afectan al comportamiento

motor, confirmando la importancia de este sistema inhibitorio en la modulación de la

fiJnción motora.

Asimetrías en el número de sitios de unión para GABA y a receptores dopaminérgicos

D2 fueron detectados en estriado de rata (Glick y col, 1988; Guameri y col, 1988).

La dominancia presináptica observada en el sistema dopaminérgico contralateral a la

preferencia espacial del comportamiento permitin'an relacionar los cambios asimétricos

observados en la fosforilación endógena de la GAP-43 con modulación presináptica de

vías dopaminergicas nigroestriatales. Sin embargo la fuerte interacción funcional

colinérgico-dopaminérgica (Coyle y Campochiaro, 1976; Di Chiara y col, 1994) permiten

hipotetizar que los cambios observados en la fosforilación endógena de la GAP-43

podn'an relacionarse también con los terminales coline'rgicos. Presisamente los receptores

mACh y dopaminérgicos Dl y D2 son modificados en forma permanente luego de

realizar una estimulación motora circular durante un período crítico del desarrollo

estriatal.
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A largo plazo este tipo de comportamiento motor no modificó asimétricamente a los

mAChR (Ibarra y col,l995). 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 inversión

observada a corto plazo en la fosfon'lación de GAP-43, en la actividad de PKC y en la

capacidad de unión a sitios muscarinicos revelan la complejidad de secuencias de eventos

celulares y/o circuirtales involucrados en la respuesta plástica 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

unión a sitios muscarinicos fiieron determinados sólo en condiciones de subsaturación,

por lo tanto los cambios estan’an relacionados con una variación en la afinidad del

receptor más que con un cambio en el número total de sitios de unión.



CONCLUSIONES

A partir de este trabajo pueden extraerse las siguientes conclusiones:

l) Se demuestra que, en el estriado de rata, la fosfon'lación de la proteina GAP-43/ B­

50 mediada por PKC puede ser modificada en forma plástica por la actividad fisiológica.

2) Esta participación plástica de la GAP-43 ocurre a través de un cambio en su estado

de fosforilación en el residuo Ser-4| (sitio específico de PKC)

3) Se demuestra la participación de la PKC y de su sustrato neuronal GAP-43/B-SO en

los mecanismos plásticos dependientes de la actividad motora durane un período critico

del desarrollo postnatal del estriado de rata. Esto confirma que marcadores generales de

plasticidad neuronal participan durante el pen'odo crítico en el cual se generan cambios

permanentes de neuroreceptores.

4) La inversión de los cambios neuroquímicos asimétn'cos es la primera evidencia de

una regulación interhemisférica de tipo plástica.
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SWGAP-AJ; lhus, in SI‘M the degree of fl-SOIUAP-fl
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cipilnlinn III). The idenlily nf Ilie [nu-live "JH/(¡AP­
4] plunplmhamlwn! “de hy innnnnmpreeipiluliun
of phosphoryleled SI'M protein hy mina en Ifl'lnily pu­
rified ¡mi D-SOIGAP-U nbbil Iniibody (Fi; l). Fin. 2

romb.)una- bhhlwynoth m. The¡"lili-Il
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nttttlil'tcalion in the in vitro phnsphoryiatinn ot’ l'I.
Wii/HM] when compared with naive controls.

This learning-associated increase ln pitospitoryltt­
tinn in vitro of a specific presynaptic stthstntc nt’ i'KC
tl0.l I). ctmld he due to increased I‘KC :tetivity. an ln­
creaserl antt-mt nl' li-SWOAP-U. or a change in the in
vivo pimsphttrylstirtn state of this pmtcin.

The increased phosphtwylarion of IJ-SW(iAi'-4) oh­
terveti in the present study does not seent to be dtte to
s diifurcnee in ii-SWUAF-GJprotein levels hearts: tierr­
sitornelric quantitatinn ol' the western biots performed
with two different antihotiics against ii-SWUAP-l] tlld
not show any diit’erence between controls Ind trained
groups ll-‘ig. J).

To test if the change in the endogenous phospho­
ryiatt'onof n-SWGAP-CJ caused by inhihitory svoidance

trainln¡ eotrltl be due to an increased PKC activity. Si‘M
prepa iona of nalve. shocked and trainetl ¡roups were
in vitro phosphorylstetl ln the presence of an escess of
eso‘enously ctidcd hnvine purilled PKC (29) or ln the
presencenfthe I'KC lnhihitorCGP “Ill. Under these
conditions. the differences observed ln Fis. l Ind Fis.
4A sntl I! (lunes l and 2) were completely shoiished
(Fin, 4A and li. Innes J and 4: in both cases p > 0.l lrt
two-taited Student t test. n - J). Nuestin' lhnl the
incressed "¿WAP-4) ln vitro phosphorylation oh­
served ln trained animals is probably due to s difference
In I'KC activity.

o further determine this anumption. we messured
total PKC activity in SI'M from the tlifl'erent groups. in
the presence of an escess ol’ itistonc IliS lts strltslrrtte.
Fis. 5 shows Ihc results ni’ this set of esperirncttts: a
signiiicsnt lncrense nf 14% (with respect to naive anti

tirne point. rnoretwer. the temporal course of this in­
cresse par-aliciathe tentporsi course of the changes oh­
served ln the pimsphorylatlnn of n-SOIGAP-IJ.

These resulta are in well agreement with recent
i'indlnnsdemomtnlittl lhll ntts submitted to an inhibi­
tnry svoidance taslt showed a learning-specific. struc­
rttre-seicctive entl tttnc-tlepentlent increase in the amount
of rrternht'sne-assueiated l'KC ii7). Furthermnre. it has
heen reported that al'ler classical eonditionin. in the rnb­
bit there is sn Increase in I'lllphnrboi dlhutyrste hindi".
(t!) and in synapiosnmal PKC activity ttti) t'n tlte hip­
pnesrnptts. Two diiTerenr |clrnin¡ paradigms in the
chick are associated with an increase in i'KC activity
and an increrrrent ln PKC substtare phospttorytntion ln
selected brain regions "2.10). Associative learning in
Iierrnissentla is accnmnied by an activation ot’ t'KC
(Ji.11)snd phosphorylntion oi' s low molecular weight
CIpttttein (JJ-M). in addition. spalill but not cuett dis­
criminetion is relsted trrilh siter-stions ln membrane-as­
aocisted i'KC (16).

I‘KC nnly phosphorylstea thc SER 4| residtte nf l'i­
WGAP-fl (11.1“). This protein is slso in vitro pitos­
phorylated by Caseln Kinase ll on SER |92. l9l and
on Till! II. U9 and 95 (39.40). ln oriler to eaclude a
dos! participstion of i'KC and Cssein Kinase ll ¡n nttr
in vitro phosphorylation ssssy, Ire performed endoge­
nous phosphorylotion nl' SPM ln the presence of Ileps­
ritt. Irhicli is ltttowtr tn he a [ment inhihitnr of Cascin
Kinase ll activity. The presence of heparin did nttt alter
the differences ln D-SNOAP-U phosphorylation among
naire. shochetl end trttined groups or the apparent tem­
poral course nf these modifications (data not shown!

ll is generally assunch that sn increase in post-hoc
phosphoryistion esperiments is associsted tvith a de­
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I'KL'III s J ¡mi 4|. Thu¡nous nn ¡he le" Indiana "¿INIAP-u
ll. Aunmdhvgnm nf phmphopvouinl nl SI'M Iluclimu fmm nliw
¡nd nivml n'molq(¡me llum u h! A . ¡n the ¡Menu (luna l Ind
1) m ¡n the presence of IM ulccllve I‘KClnhihíuw('ÍII' 4| DI “0"
M) (lam J ¡nd 4).
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Flg S. Inhihümy"old-nc: luminruíaltd thln'fl ln PKCmMIy
crcnscd phosphorylnlíon ¡n vivo. llnwcvcr. ¡l muy Msn ln sr“ rvgmnu nom un f. unan :ml Hanna].mlmnl; Day m
num nn incrense ¡u phosplmryínlíunof Ihe suhslrnle in "mm" ."'"mm "f "ÏMÏM‘Ï' .m m',"’7' "". ""1"" '"Ï'
vivo. ns sug esleLl by sludie! on plmsnlunylaliou nm! "Jaime. '"p guru-¡{In ¡«unlimígulg ¡nu ANOVA, v

P (K9). LTP inucnsell the in vivo Inlwlling ul' Il­
50/0AP»4J (9). These ¡n vivo dnln pnmllcl Illc findings
of íncrcnscd Ii-SO/GM'JJ phosphurylnlíun ¡n vilrn nflcr
LTI' using lhe ídcnlícal assny n! ¡n Il": ["L'SL‘IIÍstudy (N). pvulullniy Iclluul! :m innczmc in nu: in ví“) plmsphmy­
indícnling ¡ha! Ihe lncrensed phosphnrylnlion o rved Imion un). Future sludies using quanlilmive immum­
in vitro (Fig. I and lane: I nnd 2 ol‘ Fig. 4A nml ID pvecipímtion following "I’ in vivo lahellng (6.9) will
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"ohnth ha"; tlncidnle Ihe in vivo pinnplmrylnlínn“¡le
nf l'l-SWGAI'JJ in ¡Iil'l'elenlplllmphyliolugiul condi­
IIW‘I

Inocínlcd with
ln conclusion In h ilnry Ivnidnnce lnming ls

meten: in holh Ihe in vilm pinn­
phorylnlítm ol' Il-SNGAP-¡J ¡ml in ¡he ¡Clivin nf I‘KC
in Iynlpmsomnl memhnnes [mm lhc hinmcalnpnn. The

preum (null: ¡Im endone lhe hypotlwsit ¡ha! Mmm­
Campal I‘KC i! Involved In the early III es nf memory
pvnceuing of ln lnlnihilorynvoichnce ¡uk (1.IJ.I4.I1).
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