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Estudio de la plasticidad sinaptica estructural inducida por estimulos espaciados

Resumen

La memoria inducida mediante sesiones de entrenamiento espaciadas en el tiempo
(entrenamiento espaciado) es mayor que la producida por sesiones de entrenamiento sin
intervalos (entrenamiento masivo). Este fendmeno, conocido como el “efecto del
espaciamiento”, es pobremente comprendido. El entrenamiento espaciado se caracteriza por
inducir una memoria de largo término, la cual depende de cambios sindpticos estructurales. Sin
embargo, poco se conoce sobre cémo se integra la informacién que proveen los periodos de
actividad neuronal y los intervalos de reposo para generar dichos cambios estructurales.

En este estudio, analizamos eventos de plasticidad sindptica estructural a nivel de una
sola sinapsis luego de distintos patrones de estimulacién en motoneuronas de Drosophila.
Nuestras investigaciones muestran que las sinapsis integran los estimulos de forma diferencial
dependiendo del grado de espaciamiento entre estimulos. Mientras que un solo pulso de
estimulacién de 16 min (masivo) indujo plasticidad sindptica estructural, separar dicha
estimulacién en tres estimulos espaciados no generé plasticidad. Dicho efecto inhibitorio
dependié de la duracién del intervalo y de la sefalizacién de Ras/MAPK dependiente de
actividad. En efecto, manipulaciones genéticas de Ras/MAPK cambiaron cédmo las sinapsis
decodifican los patrones de estimulacién. Por otro lado, dicha inhibicién fue superada por un
efecto de repeticidon de cuatro o mas estimulos. Esto se puso en evidencia al separar dicha
estimulacién de 16 min en cuatro pulsos 0 mas. Ademas, mientras que una estimulacién masiva
produjo una respuesta ambigua (alta variacion en el nimero de eventos de plasticidad),
multiples estimulos espaciados proporcionaron una respuesta precisa. Este efecto del
espaciamiento en la plasticidad sindptica fue indetectable en animales que expresaban un alelo
mutante ganancia de funcion de Ras asociado con discapacidad intelectual. En estos mutantes
distintos patrones de estimulacion se codificaron como una estimulacion masiva. Nuestros
resultados sugieren que el efecto de espaciamiento en memoria podria ser el resultado del
efecto de espaciamiento en plasticidad sinaptica, el cual no parece ser un fendmeno acotado a
neuronas involucradas en aprendizaje y memoria. En conjunto, nuestras observaciones
permitieron generar un modelo de modulacién de la plasticidad sindptica estructural

dependiente del espaciamiento.

Palabras Claves: Plasticidad sindptica estructural, Drosophila, placa neuromuscular,

efecto de espaciamiento, efecto de repeticidon, computacidn, integracién, precision.



Study of the structural synaptic plasticity induced by spaced stimuli

Abstract

Memory induced by training sessions spaced in time (spaced training) is higher than that
produced by training sessions without resting intervals (massed training). This phenomenon
known as “the spacing effect” is poorly understood. Spaced training is characterized by inducing
long-term memory, which is supported by structural synaptic plasticity. However, how it is
integrated the information provided by periods of neuronal activity and resting intervals to
generate such structural plasticity remains elusive.

Here, we analyzed events of structural synaptic plasticity at the single synapse level after distinct
stimulation patterns in motoneurons of Drosophila. Our studies show that synapses integrate
stimuli in a spaced-dependent manner. Whereas a single pulse of 16 min of stimulation (massed)
induced structural synaptic plasticity, separating such stimulus in three spaced stimuli
completely prevented it. This inhibitory effect depended on the length of the inter-stimulus
intervals and an activity-dependent Ras/MAPK signaling. Indeed, genetic manipulations of
Ras/MAPK changed how synapses decoded patterns of stimuli. On the other hand, such
inhibition was overcome by a repetition effect of four or more stimuli, which was evident by
separating the 16 min of stimulation in four pulses or more. Moreover, whereas massed
stimulation produced an ambiguous response (highly variable number of events of plasticity),
multiple spaced stimuli provided a precise response. A mutant Ras allele associated with
intellectual disability abolish the spacing effect and led neurons to decode distinct stimulation
patterns as massed stimulation. This evidence suggests that the spacing effect for memory may
results from the effect of the spacing in synaptic plasticity, which appear to be a property not
limited to neurons involved in learning and memory. Overall, our observations allowed us to

generate a spacing-dependent structural synaptic plasticity model.

Key words: Structural synaptic plasticity, Drosophila, neuromuscular junction, spacing

effect, repetition effect, computation, integration, precision.
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Abreviaturas

AMPA: Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico
Cy: Curly

Ca*: lon calcio

GluRs: Receptores de glutamato inotrépicos
ISI: Intervalos entre estimulos

ISN: Raiz nerviosa intersegmentaria

ITI: Intervalo entre sesiones de entrenamiento
K*: lon potasio

LTD: Depresién de largo término

LTM: Memoria de largo término

LTP: Potenciacién de largo termino

M2’: Masivo de 2 min

M4’: Masivo de 4 min

M6’: Masivo de 6 min

M10’: Masivo de 10 min

M16’: Masivo de 16 min

M32’: Masivo de 32 min

MAPK: Proteina quinasa activada por mitégeno
mCD8: Fragmento de sefializacién a membrana de ratén
NMDA: N-metil-D-aspartato

NMJ: Placa neuromuscular

NS: No Estimulado

PKA: Proteina quinasa A

PM: Pseudo-Masivo

PM ISI10’: Pseudo-Masivo con ISI de 10 min



PM ISI20’: Pseudo-Masivo con ISl de 20 min

PM+2’: Pseudo-Masivo + 2 min espaciado 15 min

pmf: Funcién de probabilidad

PS: Asimétrico Positivo

RasM’: Alelo de Ras dominante negativo

Ras'1>26: Alelo de Ras ganancia de funcidn

Ras"T: Alelo de Ras salvaje

RFP: Proteina fluorescente roja

rI’NA: RNA de interferencia para MAPK/rolled

S: Espaciado

S2x8: Espaciado de 8 pulsos de 2 min espaciados 15 min
S2x5: Espaciado de 5 pulsos de 2 min espaciados 15 min
S4x4: Simétrico

Sb: Stubble

Ser : Serrate

SN: Raiz nerviosa segmentaria

Sp: Sternopleural
STM: Memoria de corto término
TBS: Estimulo en forma de rafagas theta

TN: Raiz nerviosa transversal
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1. Introduccion

La plasticidad sinaptica dependiente de actividad es esencial para el reajuste del
comportamiento animal dependiente del aprendizaje. Estd bien establecido que patrones
especificos de entrenamiento producen distintos tipos de aprendizaje y memoria. Mientras que
un entrenamiento débil produce memoria de corto término (STM, por sus siglas en inglés),
basada en modificaciones postraduccionales, los entrenamientos fuertes producen memorias
de largo término (LTM, por sus siglas en inglés), basadas en cambios estructurales a nivel
sindptico (Bailey y Chen, 1988, 1989; Brunelli et al., 1976; Castellucci et al., 1982; Cedar et al.,
1972; Kandel et al., 1976). A pesar que se identificaron muchos mecanismos involucrados en
LTM, es poco claro como patrones de estimulacion diferentes codifican la informacién requerida
para generar cambios plasticos estructurales especificos (Fujii et al., 2013; Kramdr et al., 2012).

En los siguientes apartados se introducen los conceptos necesarios para abordar este problema.

1.1 El efecto del espaciamiento durante el aprendizaje

Incrementar el numero de sesiones de entrenamiento produce una respuesta
conductual mas perdurable en el tiempo. A su vez, multiples sesiones de entrenamiento son
mas efectivas para el aprendizaje cuando son presentadas de forma espaciada en el tiempo
(entrenamiento espaciado), comparado con la misma cantidad de entrenamiento sin intervalos
de reposo (entrenamiento masivo) (Ebbinghaus, 1913). Este efecto, conocido como el efecto de
espaciamiento, es un fendmeno robusto inicialmente descripto en memoria para recordar
silabas sin sentido y posteriormente en una gran variedad de paradigmas de aprendizaje que
involucran lenguaje y generalizacién en humanos (Cepeda et al., 2006; Ebbinghaus, 1913; Vlach
y Sandhofer, 2012). En modelos animales, el efecto de espaciamiento se detectd en distintos
phyla del reino animal y en distintos paradigmas de aprendizaje incluyendo sensibilizacién,
habituacion, condicionamiento, navegacion, habilidades motoras y extincién (Beck et al., 2000;
Carew et al., 1972; Ebbinghaus, 1913; Gerber et al., 1998; Hermitte et al., 1999; Philips et al.,
2007; Sutton et al., 2002; Tully et al., 1994; Urcelay et al., 2009).
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1.2 Mecanismos moleculares y sub-celulares del efecto de espaciamiento

El efecto de espaciamiento estd asociado a la formaciéon de LTM. Sin embargo, los
mecanismos subyacentes aln no son del todo claros. A pesar de ello, en los Ultimos afios se ha
logrado un progreso sustancial en la comprensién de los mecanismos moleculares y sindpticos

subyacentes. Esta evidencia se presenta a continuacion.

1.2.1 Plasticidad sinapticay el efecto de espaciamiento

La evidencia actual indica que el aprendizaje y memoria depende, al menos en parte, de
cambios en la fuerza sindptica (plasticidad sinaptica). Este concepto conocido como la hipotesis
de plasticidad sindptica y memoria se basa en una gran cantidad de evidencia (revisado en
Takeuchi et al., 2014). Experimentos recientes proveen fuerte evidencia a favor de esta
hipétesis. La manifestacién conductual de una memoria de condicionamiento de miedo puede
suprimirse mediante la reduccidn en la fuerza sinaptica, proceso denominado depresién de largo
termino (LTD) (Nabavi et al., 2014). A su vez, dichas memorias pueden recuperarse mediante un
aumento en la fuerza sindptica, proceso denominado potenciacion de largo término (LTP)
(Nabavi et al., 2014). Por lo tanto, la plasticidad sinaptica de largo término subyace la memoria
de largo término.

La induccién de LTP o LTD estd asociada al aumento o reduccién del volumen de las
espinas dendriticas, respectivamente. Las espinas dendriticas son pequefias protrusiones en
forma de hongo que emergen de la membrana plasmatica de neuronas, donde reside la mayor
cantidad de sinapsis excitatorias (Rochefort and Konnerth, 2012). Su peculiar forma y numerosos
experimentos fisioldgicos sugieren que las espinas pueden servir como compartimientos
postsinapticos autonomos que aislan las sefales eléctricas y quimicas (Harvey et al., 2008;
Murakoshi and Yasuda, 2012). La plasticidad estructural en espinas dendriticas es fuertemente
controlada por la dindmica de los filamentos de actina, uno de los principales componentes del
citoesqueleto que compone a la espina (Bosch y Hayashi, 2012). Luego del entrenamiento
masivo o espaciado, en un aprendizaje de adaptacion optocinética dependiente de cerebelo,
una reduccion en la densidad sinaptica correlaciona fuertemente con la persistencia de las

memorias producidas (Aziz et al., 2014) (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Correlaciéon entre densidad sinaptica y memoria de largo termino inducida por
entrenamiento espaciado o masivo. Curso temporal de la densidad sindptica en el
entrenamiento masivo (rojo; circulos llenos) y espaciado (azul; cuadrados llenos), mostrando
una imagen especular de la memoria inducida (circulos y cuadrados vacios, respectivamente),
normalizado al control. ANOVA de un factor, N=3, **P < 0.01, ***P < 0.001. (Modificado de
Aziz et al., 2014).

Estudios en rodajas de hipocampo de rata encontraron que la induccién de LTP,
mediante multiples trenes de estimulo en forma de rafagas theta (TBS), fue acompafiada por
una extensa remodelacion de la ultraestructura sinaptica (Bell et al., 2014; Bourne y Harris,
2011). A su vez, en dichos estudios se encontrd que subsecuentes trenes de TBS con intervalos
de 60 min o mas entre trenes, eran necesarios para un reforzamiento éptimo del LTP (Cao y
Harris, 2014). Las espinas dendriticas estimuladas se remodelaron en un periodo de mas de 1
hora, dando lugar al crecimiento de la densidad postsindptica existente (Bourne y Harris, 2011)
y a la zona activa presindptica (Bell et al., 2014). El incremento resultante en el numero de
receptores glutamatérgicos de tipo AMPA y tipo NMDA en la sinapsis correlaciond con la
magnitud del LTP.

En cultivos de neuronas hipocampales, estimulos espaciados producen activacion
sostenida de MAPK, que es requerida para la formacion y alargamiento de filopodios (Wu et al.,
2001). Mientras que un Unico pulso de alta concentracién de K* de 3 a 12 min no muestra ningun
efecto en la formacion de filopodios, cuatro pulsos de 3 min producen un nimero significativo
de filopodios (Wu et al., 2001). De forma similar, en la placa neuromuscular (NMJ) de larva de

Drosophila, 16 min de estimulacién con alto K* distribuidos en cinco pulsos espaciados producen

14



nuevos botones sinapticos, mientras que un protocolo mas masivo (16 min distribuidos en 3

pulsos) no produce plasticidad sindptica estructural (Ataman et al., 2008) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Plasticidad sinaptica estructural en la NMJ de Drosophila. (A) Ejemplo de plasticidad
sindptica estructural, definida como nimero de eventos de plasticidad (botones nuevos) en una
NMJ antes, durante y después de una estimulacién espaciada mediante cambios de
concentracién de K*. Las flechas sefialan los botones nuevos. La barra representa 24 um. (B)
Cuantificacion de los eventos de plasticidad (botones nuevos) luego de los distintos protocolos
de estimulaciéon. 0X K*: Sin estimular; 1X K*: un pulso de K* tnico de 2 min de duracidn; 3X K*
espaciado: tres pulsos de K*de 2 min con espaciados 15 min; 5X K* espaciado: cinco pulsos de K*
de distinta duracién (2;2;2;4;6 min; total 16min), espaciados 15 min; 3X K* pseudo-masivo: tres
pulsos de K* espaciados 15 min de distinta duracion (5;5;6 min; total 16 min) (Modificado de
Ataman et al., 2008).

Por consiguiente, el estudio de la plasticidad estructural luego de un patrén de estimulos
espaciados o masivos posibilita investigar los procesos sinapticos subyacentes a la efectividad

del entrenamiento espaciado.
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1.2.2 Remodelacién de espinas y la superioridad del entrenamiento espaciado

Existen dos hipdtesis que involucran la remodelacidén de espinas para explicar una mayor
eficiencia de las sesiones espaciadas en comparacién a las masivas para la formacién de la
memoria. Estas hipétesis tienen un factor en comun: El proceso de aprendizaje incluye un
periodo refractario durante el cual el segundo de dos estimulos poco espaciados seria
insuficiente para exaltar el efecto del primero (Figura 1.3A). Una hipdtesis propone que las
repeticiones espaciadas pero no masivas de un estimulo permiten sobrellevar el periodo
refractario e inducir el crecimiento de un set de espinas y el fortalecimiento de la conexién
sindptica mediada por dichas espinas (Kramar et al., 2012) (Figura 1.3B). La segunda hipdtesis,
no mutuamente excluyente, propone que procesos moleculares permiten a los estimulos
espaciados posteriores inducir LTP en espinas que no sufrieron el crecimiento inicial. En este
caso, los Intervalo entre sesiones (ITl) de entrenamiento espaciados, pero no masivos,
permitirian que un proceso molecular, denominado cebado, sea llevado a cabo en estas espinas.
Luego de ser cebadas, estas espinas serian fortalecidas por subsecuentes estimulos e
incorporadas a la traza de la memoria (Kramar et al., 2012; Lynch et al., 2012) (Figura 1.3C).
Actualmente, los componentes moleculares de dicho proceso de cebado son desconocidos. Sin

embargo, a continuacidon mostraremos evidencias que sustentan dicha hipotesis.
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Figura 1.3. Modelo e hipotesis que describen el fortalecimiento sindptico durante el
aprendizaje espaciado. (A) En el modelo de periodo refractario, los estimulos espaciados
(estimulo 1 seguido por un estimulos 2 espaciado) fortalece de forma cumulativa la traza de la
memoria (panel izquierdo). En contraste, estimulos masivos (estimulo 1 seguido por el estimulo
2 de forma inmediata) falla en fortalecer de forma cumulativa la traza de la memoria (panel
derecho). (B) Hipdtesis 1: El fortalecimiento de la sinapsis que se acumula en el entrenamiento
espaciado podria ser debido a una mejora progresiva del LTP, que podria resultar de un sucesivo
incremento en la fuerza sindptica de los mismos contactos sinapticos (mostrados en el grafico
como sucesivos incrementos en el volumen de la misma espina dendritica). Por lo tanto, cuando
los estimulos 1y 2 se presetnan en forma espaciada, puede aumentar aun mas el volumen de
las espinas de la misma poblacién. Sin embargo, si el segundo estimulo se presenta de forma
masiva, el segundo estimulo no puede afectar mas a las espinas. (C) Hipdtesis 2:
Alternativamente, la mejora del LTP puede resultar de sucesivas rondas de fortalecimiento de
nuevos contactos sindpticos. Por lo tanto, en esta segunda hipdtesis, el estimulo 1 solo
incrementa el volumen de un subconjunto de espinas afectadas, pero ceba a las otras espinas.
Si el estimulo 2 viene enseguida del primero (como en el entrenamiento masivo), no tiene
efecto. Si el estimulo 2 viene mas tardiamente (como en el entrenamiento espaciado), agranda
a las espinas que fueron cebadas por el primer estimulo pero no incrementa ain mas el primer
grupo de espinas. (Modificado de ,Smolen et al., 2016).

Mediante el uso de rodajas de hipocampo de rata, dos estudios han caracterizado el
reclutamiento de contactos sindpticos adicionales con la aplicacidon de estimulos espaciados

(Kramar et al., 2012; Lynch et al., 2012). La aplicacién de TBS con intervalos de 10 a 40 min no

17



incremento el LTP de forma cumulativa. Sin embargo, con intervalos mayores (60 o 90 min), se
observé un incremento cumulativo a lo largo de tres rafagas de estimulacion. Cada TBS dio lugar
a la polimerizacién de filamentos de actina en las espinas dendriticas, evento necesario para la
estabilizacion de LTP (Rex et al., 2009). Si el segundo estimulo tiene una separacién de 60 o 90
min con respecto al primero, produce polimerizacidon de actina en las espinas que no fueron
aparentemente afectadas por el primer estimulo. Esta evidencia no apoya la hipdtesis 1,
anteriormente mencionada (Figura 1.3B), por el contrario, sugiere que el primer estimulo inicia
el cebado en todos los contactos sinapticos estimulados pero solo inicia la estabilizacién y
fortalecimiento en un subconjunto de contactos. Las espinas que son sometidas a cebado pero
no consolidan exhiben un periodo refractario de ~60 min, por lo tanto, el cebado toma tiempo
de ser completado (Figura 1.3A). Si el segundo estimulo en rafaga theta es aplicado luego del
periodo refractario, algunas o todas las espinas cebadas consolidaran. Estas evidencias son
consistentes con la hipdtesis 2 (Figura 1.3C), ya que el primer estimulo en rafaga theta pareceria
estar agrandando y fortaleciendo algunas espinas, pero a otras solo las estaria cebando. Estas

espinas cebadas estarian siendo posteriormente fortalecidas por el segundo TBS.

1.2.3 Factores de transcripcion y el efecto de espaciamiento

Las propiedades dinamicas de los factores de transcripcidn y sus interacciones también
podrian explicar la eficacia superior del entrenamiento espaciado. El LTP que persiste por varias
horas o mas requiere de traduccidn y transcripcion (Nguyen et al., 1994; Scharf et al., 2002), lo
cual es dependiente de factores de transcripcion tales como la proteina de unién al elemento
responsivo al AMPc (CREB) (Kandel, 2001). El entrenamiento espaciado podria ser mas efectivo,
en parte, porque permitiria el tiempo suficiente para que los factores de transcripcion, tales
como CREB, se activen, se unan al promotor e induzcan una ronda de transcripcion para la
consolidacion del LTP (Silva et al., 1998). También podria permitir la facilitacion de largo término
(LTF) de las sinapsis (Liu et al., 2008). En el entrenamiento masivo, las sesiones serian muy
proximas en el tiempo como para iniciar rondas separadas de transcripcién. En efecto, en co-
cultivos de neuronas sensoriales y motoras de A. califdrnica, cinco estimulos espaciados de 5-
hydroxytryptamina (5-HT), cada uno de una duracién de 5 min con un ISI de 20 min (andlogo a
un entrenamiento espaciado), indujeron de forma robusta LTF que durd 24 h, mientras que 5-
HT aplicado de forma continua por 25 min (analogo al entrenamiento masivo) no indujo LTF
(Mauelshagen et al., 1998). En dichas neuronas sensoriales, los niveles de activacién del
activador de la transcripcién, CREB1, fueron elevados por al menos 24 h luego de la estimulacion

espaciada con 5-HT (Liu et al., 2008, 2011b). Este incremento en los niveles de activacién de
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CREB1, que se prolonga en el tiempo, es debido a un bucle de retroalimentacion positiva en el
cual esta proteina incrementd la expresidn de crebl y otros genes que son regulados por CREB1
(Liu et al., 2008, 2011b). Ademas, en estas neuronas sensoriales, el nivel del represor de la
transcripcién, CREB2, mostré una disminucién tardia aproximadamente 12 h después de la
estimulacién con 5-HT (Liu et al., 2011a).

El LTF en estas neuronas sensoriales-motoras estd asociado con una forma de
aprendizaje simple, la sensibilizacién de largo término (LTS) del reflejo de retirada. In vivo, cuatro
estimulos eléctricos espaciados (con intervalos de 30 min entre los estimulos) produjeron LTS
que perduré por mds de 24 h, con una persistencia débil detectable a los 4 dias post
entrenamiento. Repetir dicha estimulacion espaciada una vez por dia durante 4 dias produjo un
LTS aun mas fuerte, detectable a una semana o mas (Carew et al.,, 1972; Frost et al., 1985;
Wainwright et al., 2002). Estos datos sugieren que, en este sistema, las dindmicas de activacion
de la transcripcion y de expresion génica tienen componentes lentos que pueden sumarse
durante varios dias, produciendo LTM.

Datos recientes muestran que en el hipocampo CREB y la proteina de unién a promotor
CCAAT (C/EBP), otro factor de transcripcidon importante para el LTP, pueden permanecer activos
durante varias horas luego del aprendizaje. Luego de un entrenamiento de evitacion inhibitoria
en ratas, se observan picos tardios de expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) y de C/EBP ~12 h post entrenamiento. Si la accién de BDNF era inhibida a las 12 h post
entrenamiento, se bloqueaba el mantenimiento de la memoria (Bekinschtein et al., 2007). Estas
dindmicas de BDNF resultan de un bucle de retroalimentacion positiva en el cual las inducciones
de C/ebp llevan a una regulacidn positiva de Bdnf, con la resultante de un incremento en los

niveles de BDNF que activan la via de sefializacion de C/EBP (Bambah-Mukku et al., 2014).

1.2.4 Procesos moleculares y el efecto de espaciamiento

En una escala temporal mas corta, en el rango de las dindmicas de los mensajeros
secundarios, las quinasas y fosfatasas podrian contribuir en la superioridad del entrenamiento
espaciado. Un estudio en ratdn encontré fosforilacién y activacién de CREB en el hipocampo y
la corteza cuando los ensayos de reconocimiento de objetos eran separados por un intervalo de
15 min, pero no con intervalos de 5min (Genoux et al., 2002). La proteina fosfatasa 1 (PP1)
parece ser necesaria para dicho efecto de espaciamiento, dado que la inhibicién de PP1 permitio
el acortamiento de los intervalos efectivos para activar CREB (Genoux et al., 2002). Un estudio
en cultivo de neuronas sensoriales y motoras de A. californica encontré que la proteina quinasa

C (PKC) es activada en un mayor grado durante una estimulacién masiva (aplicacién continua de

19



5-HT) en comparacion a una espaciada (intervalos de 15 min entre aplicaciones) (Smolen et al.,
1998). Es también conocido que PKC actta regulando de forma negativa a la proteina quinasa A
(PKA) y que la activacion de PKA es necesaria para LTF (Michel et al., 2011). Por lo tanto, estos
datos delinean una interaccidn entre vias de sefializacidn tales que el LTF es suprimido, en parte,
por una activacién mas fuerte de PKC durante el masivo.

Otros estudios encontraron que hay activacién de la proteina quinasa activada por
mitégeno (MAPK) unos pocos minutos luego del entrenamiento espaciado o masivo (Pagani et
al., 2009; Philips et al., 2007). Es de destacar que, en experimentos con Drosophila, la segunda
sesion de entrenamiento remueve la activacién de MAPK producida por la primera sesiéon. Como
resultado, el protocolo espaciado produce multiples picos de activacién de MAPK (un pico por
cada intervalo entre sesiones), mientras que el protocolo masivo solo produce un uUnico pico de
activacion de MAPK al final del protocolo (Pagani et al., 2009) (Figura 1.4A). A su vez, la

D61Y

sobreexpresidon en neuronas del cuerpo pedunculado de alelos ganancia de funciéon, csw”*!" y

CSWE76K

gue codifican la proteina CSW (ortélogo de la proteina SHP2) generd picos de activacion
persistentes (Figura 1.4B). Dicha persistencia en los niveles de actividad de MAPK
correlacionaron con una reduccién en la LTM (Pagani et al., 2009). En contraste, si en lugar de
sobreexpresar un alelo ganancia de funcién, éste era un alelo silvestre, la LTM era exaltada y los
intervalos del entrenamiento masivo eran suficientes para generar los picos de activacidon de

MAPK, que a su vez no eran persistentes (Figura 1.4C) (Pagani et al., 2009).

20



A 900" 900"
N

Entrenamiento Espaciado p-MAPK A /\ M A/\/\/\A/\

Entrenamiento Masivo . l l 1 l l l 1 l l l/\

g OO T T O

Entrenamiento Espaciado /
o : ; p-MAPK
Sobreexpresion de csw ganancia de funciéon see
C

45" 45"
L
Entrenamiento Masivo
Sobreexpreesion de csw silvestre P-MAPK /\/WW\/\/\/\

Figura 1.4. Esquema de la dindmica de activacion de MAPK ante distintos protocolos de
aprendizaje y manipulaciones genéticas. (A) Esquema de los niveles de activacion de MAPK
durante el entrenamiento espaciado y masivo en un condicionamiento olfativo cldsico en
Drosophila. (B) Esquema de los niveles de activacion de MAPK durante el entrenamiento
espaciado en moscas con sobreexpresion de un alelo ganancia de funcion de la proteina CSW.
(C) Esquema de los niveles de activacién de MAPK durante el entrenamiento masivo en moscas
con sobreexpresion de un alelo silvestre de la proteina CSW. p-MAPK: Niveles de activacién de
MAPK. Las flechas representan las sesiones de entrenamiento. (Modificado de Pagani et al.,,
2009)

La sefalizaciéon de MAPK es un componente clave para la formacién de LTM vy la
plasticidad neuronal asociada, tanto en vertebrados como invertebrados (Alonso et al., 2002;
Atkins et al., 1998; English and Sweatt, 1996; Feld et al., 2005; Impey et al., 1998; Kelleher et al.,
2004; Martin et al., 1997; Pagani et al., 2009; Philips et al., 2013, 2007, 2011). Sin embargo,
mientras que el primer pico de activacion de MAPK requiere mecanismos de sefializacion
sindpticos dependientes de factores de crecimiento, el segundo pico parece ser independiente
de la sefializacion por factores de crecimiento en la sinapsis (Kopec et al., 2015). Alin mas, la
activacion coordinada de la proteina quinasa A (PKA) y MAPK es requerida para la LTF y la
memoria de largo término luego de un entrenamiento espaciado (Zhang et al., 2012).

En experimentos con A. califérnica, cuando dos descargas eléctricas fueron dadas para
inducir LTS, el maximo nivel de LTS fue producido con un ISl de 45 min. EI LTS no se produjo con
intervalos de 15 o 60 min (Philips et al., 2007). Este intervalo 6ptimo de 45 min fue asociado con

activacion de MAPK, dado que, MAPK tuvo un pico de activacidn cercano a los 45 min luego de

21



un solo pulso de 5-HT o una sola estimulacidn eléctrica (Philips et al., 2007, 2013). Por lo cual,
un intervalo de 45 minutos seria el éptimo para reforzar el efecto de MAPK. Este pico de
activacion de MAPK requiere de sintesis de proteinas (Philips et al., 2013). Sin embargo, los
mecanismos rio arriba subyacentes a la dinamica de dicho pico de activacion de MAPK no son
del todo comprendidos. Por otro lado, el hallazgo clave de estos estudios es la activacidon
retrasada de MAPK que esta intimamente asociada con la efectividad de los estimulos
espaciados para inducir LTM.

De forma similar, entrenar con intervalos de 60 minutos, pero no 20 o 120 minutos,
aumenta el aprendizaje de reconocimiento de objetos en ratones silvestres y en ratones modelo
del sindrome de fragil X (Seese et al., 2014). Este aumento se debe, en parte, a la activacién en
la sinapsis de MAPK3 y MAPK1 (Seese et al., 2014). Los estimulos repetidos con intervalos de 60
min mostraron ser éptimos para exaltar el LTP en roedores silvestres. A su vez, dicho intervalo
entre sesiones de entrenamiento resultd ser éptimo para el aprendizaje (Nabavi et al., 2014).
Por lo tanto, la activacion de MAPK parece ser un componente de la maquinaria molecular que
subyace el efecto de espaciamiento tanto en A. califérnica, D. melanogaster, y en mamiferos.

También se ha hipotetizado otro mecanismo basado en la fosforilacién para explicar la
eficacia de los intervalos. Dos isoformas de CREB en D. melanogaste (dCREB2-a y dCREB2-b)
pueden activar y suprimir la transcripcion, respectivamente (Yin et al., 1995). Los autores
proponen que la cinética de fosforilacién de estas isoformas difieren tal que la activacidn de
quinasas por sesiones espaciadas, es suficientes para fosforilar y activar dCREB2-a, mientras
dCREB2-b solo podria ser efectivamente fosforilada por sesiones masivas. Por lo tanto, el
entrenamiento involucra intervalos espaciados que podrian activar de forma maxima la
transcripcién y posiblemente inducir la formacién de LTM activando a dCREB2-a pero no a su
represor dCREB2-b. Si bien dicho modelo carece de evidencia experimental a nivel bioquimico,
efectos similares de CREB en memoria y aprendizaje se han mostrado en Aplysia y ratén. Ratones
knockout para CREB mostraron un pobre desempefio en un Water Maze (Bourtchuladze et al.,
1994) y en Aplysia el condicionamiento asociativo fue disminuido en animales con supresion de

la transcripcion de genes dependiente de CREB (Bartsch et al., 1995).
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1.2.5 Integracion espacio-temporal durante la plasticidad estructural

En experimentos de estimulacién de espina dendritica Unica se ha estudiado Ia
activacion espacio-temporal de distintas moléculas de sefializaciéon durante la induccién de la
plasticidad (Harvey et al., 2008; Lee et al., 2009; Murakoshi et al., 2011; Patterson et al., 2010).
Al alinear dichas senales en multiples escalas temporales, podemos visualizar como una
sefializaciéon como la de Ca%, que dura solo 0,1 segundos, puede llevar a cambios de largo
término en las espinas dendriticas. En primer lugar, la sefial inicial de Ca?* es integrada por la
activacion de CaMKIl a lo largo de varios segundos (6-45 segundos) (Lee et al., 2009). Luego,
proteinas G pequefias, incluyendo a Cdc42, RhoA y HRas son activadas por CaMKII, lo cual
expande la escala temporal a decenas de minutos (Murakoshi et al., 2011). Al igual que el pico
de actividad de proteinas G pequenas, el agrandamiento de la espina dendritica también tiene
su maximo a los 2 minutos. RhoA y Cdc42 muestran una activacion sostenida en el tiempo al
igual que el cambio de volumen de la espina (Murakoshi et al., 2011).

Mientras que el aumento de Ca®* y la actividad de CaMKIl y Cdc42 estadn
compartimentalizadas en la espina estimulada, la actividad de HRas y RhoA se propaga fuera de
la espina estimulada, mas de 5 um aproximadamente, invadiendo espinas y dendritas
adyacentes. En particular, la actividad de Cdc42 es especifica de espina y dura mas de 30 min,
sugiriendo que la via de sefializacién Ca?*/CaMKIl/Cdc42 constituye una sefial espina-especifica
que abarca desde los 0,1 segundos hasta los 30 min (Figura 1.5A-B). Otras moléculas de
sefializacion como RhoA y HRas activadas, se propagan a las dendritas desde la espina activada
(Figura 1.5A-B). Estas sefiales de propagacidon podrian ser importantes para la plasticidad
heterosindptica, tal como el cebado del LTP en espinas adyacentes, (seccidn 1.2.1, Figura 1.3C)
y la formacién de espinas dendriticas adyacentes (Kwon y Sabatini, 2011).

En conjunto, esta evidencia sugiere que existen diferentes escalas temporales para el
efecto del espaciamiento, a nivel conductual, fisiolégico y molecular. A su vez, dichos estudios
muestran diferencias fundamentales en la plasticidad sindptica luego de estimulos espaciados y
masivos. Sin embargo, no es claro como una sinapsis computa e integra estimulos espaciados
requeridos para generar cambios plasticos estructurales. Para contestar esta pregunta,
utilizamos la preparacién ex vivo de NMJ de larva de Drosophila, que es un sistema modelo muy
poderoso para investigar la funcidn y la plasticidad sindptica (Ataman et al., 2008; Koon et al.,

2011; Korkut et al., 2013; Menon et al., 2013).
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Figura 1.5. Transduccidon de seiales subyacentes a la plasticidad estructural de espinas
dendriticas y el LTP. (A) Regulacién espacio-temporal de las cascadas de sefalizacidn activadas
por la activacion de receptores NMDA (NMDAR) en una Unica espina dendritica, en respuesta al
desenjaulado de glutamato. La activacion de NMDAR incrementa la concentracién de Ca?* en la
espina, llevando a una activacidon de CaMKIl (Lee et al., 2009). Esto lleva a la activacion de Ras
(Harvey et al., 2008), Cdc42 y RhoA (Murakoshi et al., 2011). La quinasa de Rho (ROCK) y la
quinasa activada por p21 (PAK) son activadas rio abajo de Rho y Cdc42, respectivamente. La
exocitosis de receptores AMPA (AMPAR) muestran un patrén similar a los de actividad de Ras
(Makino y Malinow, 2009; Patterson et al., 2010). La punta de fleche blanca indica la espina
estimulada. (B) Difusion espacial de la actividad de proteina G pequefia en una Unica espina
estimulada. Un estimulo con glutamato desenjaulado mediante dos-fotones (indicado con el
circulo amarillo sobre la espina), desencadena una activacion de Cdc42 focalizada en la espinay
una actividad de RhoA y HRas que difunde a lo largo de la dendrita. (Modificado de Murakoshi
y Yasuda, 2012).
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1.3 Placa neuromuscular de Drosophila

El sistema neuromuscular de la larva de Drosophila es un sistema relativamente simple,
conteniendo solo 32 neuronas motoras en cada hemisegmento abdominal, y sus NMJs han sido
estudiadas extensamente. La NMJ exhibe plasticidad funcional y de desarrollo mientras
despliega conexiones estereotipadas. Las NMJ de tipo | son glutamatérgicas, mientras que en
los vertebrados las NMJs utilizan acetilcolina como su neurotransmisor principal. Las NMJs de |a
larva usan receptores de glutamato inotrépicos (GluRs) que son homdlogos a los GluRs de tipo
AMPA en el cerebro del mamifero, y tienen proteinas de andamiaje postsindptico, similares
estructural y funcionalmente a las que se encuentran en la densidad postsindptica de
mamiferos. Estas cualidades son las que hacen al sistema neuromuscular de Drosophila un

excelente modelo genético para el estudio de sinapsis glutamatérgicas (Menon et al., 2013).

1.3.1 Desarrollo de la placa neuromuscular de Drosophila

Durante los estadios 13 — 15 del desarrollo embrionario las motoneuronas extienden sus
axones hacia los musculos, los cuales salen del sistema nervioso central (SNC) en tres vias: la raiz
nerviosa segmentaria (SN), la intersegmentaria (ISN) vy la transversal (TN). En la periferia, la SN
y ISN se dividen en cinco vias nerviosas, designadas como la SNa (inerva los musculos laterales),
SNc (inerva los musculos ventrales), ISN (inerva los musculos dorsales), ISNb (inerva los musculos
ventrolateral), e ISNd (inerva otros musculos ventrales) (Hoang y Chiba, 2001). Cada una de estas
via esta determinada genéticamente orientando a los axones hacia una fibra muscular especifica

0 a un grupo de fibras (Ruiz-Cafiada y Budnik, 2006) (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Inervacion del Sistema neuromuscular de la larva. (A) Patron de inervacién de los
nervios intersegmentales (ISN) y sus ramas ISNb e ISNd en la larva de estadio tres. Esta es una
composicion de varias imdagenes confocales de neuronas marcadas con GFP en un
hemisegmento abdominal. Los nimeros indican el musculo inervado por las diferentes ramas
del ISN. (B) Esquema representando las tres rutas nerviosas: ISN, el nervio segmental (SN), y el
nervio transverso (TN), y sus respectivos patrones de inervaciéon. En esta representacion
esquematica no se muestran todos los musculos y las ramas nerviosas. Para la raiz SN, solo
mostramos el nervio SNa (el SNc no esta representado). La rama del ISNb de la raiz ISN, visible
en A, también se omitié del diagrama. Las lineas punteadas indican las secciones de nervios que
yacen debajo del musculo (Modificado de Menon et al., 2013).

Luego de que un cono de crecimiento axonal hace contacto con su musculo blanco,
comienza el agrupamiento de las proteinas postsindpticas GluRs y Dlg (Disc large), ortélogo de
la proteina postsindptica de andamiaje PSD-95 de mamiferos (Chen y Featherstone, 2005).
Luego, el cono de crecimiento se diferencia en un terminal presindptico. Para el final del
desarrollo embrionario las NMJs funcionales, cada una conteniendo unos pocos botones
sindpticos, se habran formado en cada fibra muscular. Los botones son estructuras ovaladas que
contienen multiples sitios activos (sitios de liberacién del neurotransmisor). Cada sitio activo
presindptico se encuentra exactamente enfrentado con los agrupamiento de GluRs
postsinapticos. Estos botones presinapticos eventualmente son rodeados por una estructura

membranosa envuelta llamada reticulo subsindptico, el cual contiene receptores de
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neurotransmisores, proteinas de andamiaje, y complejos de sefializacion postsinapticos (Kumar
et al., 2009).

El desarrollo neural temprano es usualmente caracterizado por una sobreproduccion de
conexiones sindpticas inicial, seguido por un periodo de eliminacién selectiva de procesos y
contactos sinapticos. Este fendmeno fue descubierto en vertebrados (Zhang y Poo, 2001) y se
estudié de forma extensa en el sistema visual y muscular. En la NMJ de vertebrados, inicialmente
multiples motoneuronas inervan la misma fibra muscular. A medida que el desarrollo avanza,
las motoneuronas son eliminadas hasta que queda solo una inervando al musculo (Fox, 2009).
Este fendmeno de eliminacién sindptica es dependiente de actividad neuronal, mediando la
estabilizacidon del contacto sinaptico y el mantenimiento de las motoneuronas mds activas
(Buffelli et al., 2003). El refinamiento sindptico también ocurre en la NMJ de Drosophila. Sin
embargo, este refinamiento es mads similar al proceso que ocurre en el sistema visual de
vertebrados. En el desarrollo embrionario temprano de Drosophila, las motoneuronas forman
contactos ectépicos en musculos que no son el blanco definitivo. Estas sinapsis ectdpicas son
luego eliminadas en estadios embrionarios tardios mediante un proceso dependiente de
actividad (Jarecki y Keshishian, 1995; Keshishian et al., 1993, 1994). Un paso adicional de
refinamiento ocurre luego de la embriogénesis a nivel del control de la ganancia sindptica una
vez que la motoneurona alcanzo su musculo blanco correspondiente. En dicho refinamiento el
arbol de la NMJ crece de modo de mantener una estructura sindptica adecuada ya que la fibra
muscular sufre un incremento dramdtico en su tamafio durante el desarrollo. Desde la eclosién
del embridn hasta el tercer estadio larvario, el drea superficial de cada fibra muscular se
incrementa hasta 100 veces (Figura 1.7). Durante este periodo de crecimiento, los botones son
continuamente afiadidos (y algunos son eliminados). De dicho proceso resulta el incremento de
hasta 10 veces el numero de botones y zonas activas por botén (Atwood y Govindy, 1984;
Schuster et al., 1996). El incremento final en el nimero de zonas activas de hasta 100 veces

coincide con el incremento en el drea muscular final (Figura 1.7B).
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Figura 1.7. Crecimiento de la larva y de su sistema neuromuscular. (A) Diseccion del dltimo
estadio embrionario marcado con anti-peroxidasa de rdbano picante (anti-HRP), el cual tifie la
membrana de las neuronas. La estructura central es el corddn nervioso ventral, con el cerebro
en la parte superior. En cada segmento se extienden los axones de las neuronas sensoriales y
motoras. (B) Diseccidn de una larva estadio tres, con sus neuronas marcadas con anti-HRP. El
cerebro y el corddn nervioso central estdn ahora posicionados en el extremo anterior, y los
nervios salen desde esa zona hacia cada segmento. El recuadro (derecha inferior) muestra al
embrion mostrado en (A) en la misma escala que la larva, ilustrando el drastico crecimiento de
la larva durante su desarrollo. (C) Esquema representando el crecimiento de los botones de tipo
1b en el musculo 6 y 7 durante el desarrollo larvario desde una larva del primer estadio (panel
izquierdo) al tercer estadio (panel derecho). Mientras el musculo crece de tamafio, la NMJ agrega
nuevas ramificaciones y botones. (Modificado de Menon et al., 2013).

Ademas de los cambios estructurales que resultan debido a la expansion de tamafio del
musculo, las NMJs de Drosophila también sufren cambios plasticos en respuesta a
perturbaciones en la actividad neuronal y muscular. Algunos de éstos implican alteraciones

estructurales en la NMJ, los cuales seran el foco de interés en el presente estudio.
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2 Objetivos e Hipotesis

El objetivo general de este proyecto es comprender los mecanismos involucrados en la
plasticidad sinaptica estructural inducida por un patréon de actividad neuronal con intervalos de
reposo entre estimulos (actividad espaciada).

Los antecedentes presentados mads arriba proporcionan una serie de conceptos clave
para el objetivo de nuestro estudio. En general el tipo de memoria que se forma depende de
manera especifica del patron de entrenamiento. La memoria de largo término se almacena
como cambios en la fuerza sindptica mediada por remodelacién de la estructura sindptica (Aziz
et al., 2014; Lamprecht y LeDoux, 2004). A su vez, la respuesta en la plasticidad sinaptica
depende de forma especifica de la arquitectura del patrén de estimulacién (Ataman et al., 2008;
Kramar et al., 2012; Wu et al., 2001). Las sinapsis pueden computar el nimero y frecuencia de
los pulsos de estimulacién por medio de mecanismos moleculares (Fujii et al., 2013).

Estas evidencias sugieren la siguiente hipdtesis de trabajo: Las sinapsis integran los
pulsos de actividad neuronal de forma diferencial dependiendo del espaciamiento entre los
pulsos y generan una respuesta plastica estructural especifica.

Para poner a prueba esta hipdtesis nos planteamos los siguientes objetivos particulares:
i Caracterizar la plasticidad sindptica estructural inducida por patrones de estimulacién
espaciados y masivos, con el objetivo de comprender como son integrados los estimulos

gue componen dichos patrones.

i Identificar componentes moleculares involucrados en la integracion de dichos patrones

de estimulacion.

Estos objetivos seran luego presentados en detalle a lo largo de la tesis en la seccidn de

resultados correspondiente (4.1-4.5 y 4.6-4.10).
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3 Materiales y Métodos

3.1 Modelo de estudio: Drosophila melanogaster

A fin de hacer comprensible los genotipos y construcciones utilizadas en los sistemas de
expresién, a continuacion se presenta brevemente nomenclaturas, ciclo de vida y el sistema de

expresion de transgenes utilizado.

3.1.1 Nomenclatura

La nomenclatura incluida en esta tesis fue tomada del consorcio flybase (Attrill et al.,

2016) http://flybase.org/wiki/FlyBase:Nomenclature:

1 El genotipo de un cromosoma es identificado solo si hay una mutacién o modificacidn
respecto del animal silvestre. Al escribir un genotipo con modificaciones en dos o mas
cromosomas, estos siempre son presentados en el siguiente orden X/Y, 2, 3,y 4.

1 Todo lo que no se muestra o escribe se presume que esta en estado salvaje.

i Los genotipos se escriben en cursiva, ya sea mutaciones o nombre de genes.

1 Abreviaturas en minuscula indican fenotipos recesivos y en mayuscula indican
dominantes. Esto también aplica para cromosomas balanceadores (Ej.: TM3).

1 Los genotipos de diferentes cromosomas estan separados por punto y coma.

1 Los genes dentro de un mismo cromosoma son separados por coma.

1 Elgenotipo de un cromosoma en homocigosis se escribe en una linea (Ej.: RFP) y cuando
son heterocigotas se escriben en dos lineas (Ej.: RFP/Cy). Cada linea representa el
genotipo de cada cromosoma homélogo.

1 Los genes de fusién se definen como la fusidn de regiones codificantes de proteina de
distintos genes construidos mediante ingenieria genética. Estos son nombrados
utilizando el simbolo de los genes que lo componen separados por un doble dos puntos

(Ej.: mCD8::GFP).

3.1.2 Ciclo de vida de Drosophila

Drosophila es un insecto que sufre metamorfosis completa (holometdbolo), experimentando
cuatro fases de desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto (Figura 3.1). La duracién del ciclo de vida
depende fuertemente de la temperatura de cultivo, siendo de 10 dias a 25 °Cy de 20 dias a 18

°C.
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Figura 3.1. Ciclo de vida de Drosophila. Una vez que la mosca hembra deposita el huevo
fecundado, a 25 °C, éste sufre secuencialmente etapas de desarrollo larvario (Larva 1 a 3).
Posteriormente, la larva de estadio 3 se convierte en pupa, la cual permanece en ese estadio
por 3-4 dias hasta que se completa el desarrollo a través de un proceso de metamorfosis
completa, eclosionando el individuo adulto al dia 9-11.

3.1.3 Sistema GAL4/UAS

Para la expresion de los trasngenes en larvas de Drosophila se utilizé el sistema binario
GAL4/UAS (Brand y Perrimon, 1993). Este sistema permite dirigir la expresidon de un transgen de
interés a tejidos o células especificas. El sistema de expresién se basa en la afinidad del factor
de trascripcion de levaduras GAL4 por la secuencia promotora UAS (Upstream Activating
Sequence, por sus siglas en inglés). Para obtener la expresion del transgen de interés en el
patrén deseado se debe cruzar una linea que posea la secuencia que codifica para GAL4 bajo el
promotor de tejido especifico (por ejemplo neuronas motoras), con la linea que contiene el
transgen de interés bajo la secuencia UAS (por ejemplo UAS-Ras). La descendencia de esa cruza
(F1, ofilial 1) que contenga las secuencias promotor-GAL4 y UAS-Transgen, expresara la proteina

codificada por el transgen de interés en el patrén deseado (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Sistema de expresion GAL4/UAS. La linea que expresa la proteina GAL4 bajo un
promotor deseado se cruza con la linea que posee la secuencia del transgen de interés bajo
control UAS. La descendencia (F1) que contenga las secuencias GAL4 y UAS expresard el gen de
interés en los tejidos u 6rganos donde se exprese el promotor de GAL4.

3.1.4 Lineas de moscas utilizadas

Las moscas utilizadas en esta tesis fueron las siguientes: La linea D42-Gal4 fue segregada
de la linea de Bloomington Stock Center D42-Gal4, UAS-n-syb-GFP. Las lineas UAS-mCD8::mRFP,
UAS-mCD8::GFP, UAS-Ras85D.K, UAS-Ras85D.N17, UAS-Ras.RNAi (TRiP.HMS01294) se
obtuvieron de Bloomington Stock Center. La linea Ras::GPF se obtuvo de Vienna Drosophila
Resource Center. La linea UAS-RasV152G-1 fue generada en el laboratorio de Bruce D. Gelb
como en Oishi et al. 2006. La linea doble balanceador Cy/Sp;Ser/Sb fue donada por Yi Zhong.

Para mas informacidn sobre los esquemas de cruzamientos utilizados para obtener las

lineas experimentales ver el anexo | (Esquemas de cruzamiento).

34



3.1.5 Criay Mantenimiento de los animales

Las moscas utilizadas en esta tesis fueron criadas en viales POLISTOR #96 de 37 ml (2,4
cm de diametro por 8,2 cm de alto) con aproximadamente 7 ml de medio de cultivo estandar.
Dicho medio de cultivo se prepard con agua destilada y contiene los siguientes ingredientes:
6,65 % harina de maiz, 2 % levadura, 1 % Agar-Agar, 4 % sacarosa, 0,45 % acido propionico y
0,64 % Nipagin. Previo a la colocacion de las moscas en el vial se vertié unos granulos de levadura
deshidratada LEVEX en su interior para optimizar la ovoposicion (Becher et al., 2012).

En los casos que se necesitd un gran nimero de animales se realizaron cultivos en

frascos de 250 ml de 5 cm de ancho por 13 cm de alto conteniendo 70 ml de medio de cultivo.

3.1.6 Cruzamientos genéticos

Los cruzamientos se realizaron en viales, seleccionando un promedio de 10 hembras y
10 machos. Los viales se mantuvieron a temperatura y humedad controlada (29 °Cy 70 %
humedad) con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h. La separacidon de machos y hembras adultos se
realizé bajo anestesia con CO, y discriminacidon bajo lupa del aparato genital y morfologia
general de las moscas (Figura 3.3A). Las cruzas fueron disefiadas para que el macho siempre
fuera la linea portadora del transgen D42-GAL4 (expresion con predominancia en
motoneuronas) y el gen reportero (Proteina fluorescente roja, RFP, fusionado al segmento de
localizacién en membrana de ratén, mCD8, bajo el promotor UAS, UAS-mCD8::RFP) (Linea:
mCD8::RFP;D42-Gal4/Ser). Estos machos se cruzaron con hembras portadoras de los distintos
transgenes bajo el promotor UAS (ejemplo: UAS-Ras85D.K). Una vez obtenidas la F1 se
determind el genotipo de las larvas mediante la expresidon de RFP utilizando un microscopio
estereoscopico con fluorescencia Olympus SZX7. Los animales de la F1 que contenian el
promotor y el gen reportero tenian fluorescencia visible en su ganglio ventral y en las gandulas
salivales (Figura 3.3B). De esta forma, nos aseguramos que la descendencia provenga de la cruza
(Las larvas que mostraban fluorescencia son descendientes de los machos mCD8::RFP;D42-

Gal4/Ser).
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Figura 3.3. Seleccion de moscas por dimorfismo sexual y de larvas por fenotipo. (A)
Caracteristicas morfolégicas de machos y hembras. A la izquierda una hembra y a la derecha una
macho en vista ventral (panel izquierdo) y vista lateral (panel derecho). En la foto puede
observarse una clara diferencia entre la genitalia de ambos sexos. (B) Larvas de estadio tres de
gentipo control. (C) Larvas de estadio tres con expresion de fluorescencia en las glandulas
salivales y el ganglio ventral.

3.1.7 Cromosomas balanceadores

Para los cruzamientos se utilizaron animales conteniendo cromosomas balanceadores.
Los cromosomas balanceadores, son cromosomas con multiples modificaciones. Dichas
modificaciones consisten en: 1) Inversiones y translocaciones que evita la segregacion de
distintas partes del cromosoma balnceador por entrecruzamiento con su cromosoma homalogo
durante la meiosis. 2) Un marcador fenotipico para evidenciar la presencia de dicho cromosoma
mediante un fenotipo claramente visible (Ej.: Cy, Ser, Sb, Sp; Figura 3.4). 3). Una mutacion que
concede letalidad recesiva, para evitar que el cromosoma balanceador pueda estar en
homocigosis. Algunos cromosomas balanceadores ampliamente utilizados son nombrados

directamente por su fenotipo como algunos de los usados en este trabajo Cyo, Sp, Sb y Ser.
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Figura 3.4. Marcadores fenotipicos de los cromosomas balanceadores utilizados. Imagenes
representativas de los fenotipos. Curly (Cy): Alas curvadas hacia arriba. Serrate (Ser): Alas con
bordes similares a dientes en la porcidon distal. Sternopleural (Sp): Cerdas de la esternopleura
aumentadas en numero. Stubble (Sb): Cerdas de menor longitud y mayor grosor. Fotografias

obtenidas de Childress et al., 2005.
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3.2 Diseccion y estimulacion de la placa neuromuscular

3.2.1 Camara de Diseccion y Registro de larvas de Drosophila

Las camaras de diseccién para larvas de Drosophila fueron construidas como en
Ramachandran y Budnik (2010). Estas consisten en una plancha de iman rectangular de 3 x 5
cm con un orificio en el centro pegada a un portaobjetos con pegamento Poxipol®. El
portaobjeto constituye el fondo del pocillo donde se diseca la larva y el imdn la superficie de
adhesidn magnética de los pines que sostienen la larva (Figura 3.5A-B). Luego del pegado se
espera a que el pegamento se seque. Una vez seco se lo sumerge en agua destilada durante toda
una noche para limpiar la camara, y eliminar cualquier sustancia que pueda liberar el
pegamento.

Por otro lado se prepararon pines de acero inoxidable (de 0,27 mm, #00) para sujetar el
tejido de la larva. Estos pines son doblados y pegados a unos soportes metalicos, que se unirdn
magnéticamente a la plancha de iman (Figura 3.5C-D). De esta forma se logra sujetar la larva por
medio de los pines sin perforar o danar la pared del cuerpo del animal y al mismo tiempo
permite desplazar los pines de forma precisa sin soltar la larva durante el proceso de diseccion.
Esto constituye una clara ventaja con respecto a la metodologia tradicional utilizando una placa

de Petri con Silgar.
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Figura 3.5. Camara de diseccidon de larvas. (A) Fotografia de la cdamara de diseccién (vista
superior). (B) La cdmara de diseccion esta compuesta por una plancha de iman de 52x77 mm
con un orificio en el medio de 18 mm de didmetro, un portaobjetos y tres planchas de
poliestireno de alto impacto, una de 51x76 mm con un orificio en el centro, igual a la plancha de
iman y dos de 13x76 mm, todas ellas unidas por pegamento (Poxipol®). (C) Se utilizaron pines
para insectos de acero inoxidable de 0,27 mm de grosor para confeccionar los ganchos de
diseccién. A los pines se les dobla la cabeza y se pegan a un soporte metalico realizados con
ganchos de carpeta. Esto permite manipular los ganchos de diseccién con facilidad y le dan
adhesion al iman. (D) Luego de pegar el pin al soporte metdlico se doblan de modo que la punta
del pin sujete a la larva.
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3.2.2 Diseccién de la preparacion de unién neuromuscular de larva (estadio tres)

La diseccidon de larva se realizd como en (Ramachandran y Budnik, 2010), la cual consiste
en cuatro pasos: 1) Colocar la larva en la cdmara de diseccion y sumergirla en solucion salina
tipo hemolinfa (HL-3) con bajo Ca?* (Tabla 3.1. Solucién salina tipo hemolinfa (HL-3):Tabla 3.1;
Figura 3.6A). 2) Cortar la pared muscular por la linea media dorsal (entre las dos traqueas
dorsales) con una tijera de iridectomia (ROBOZ #RS5618) (Figura 3.6B-E). 3) Remover los érganos
internos, con pinzas de diseccidon de punta muy fina (DUMONT #5) (Figura 3.6F-G). 4) Estirar la
pared muscular con cuidado de no desgarrar los musculos (Figura 3.6H-J). De esta forma se logra
exponer el sistema nervioso central (SNC) y los musculos de la pared ventral y lateral con sus

respectivas placas neuromusculares (Figura 3.6K).

Tabla 3.1. Solucidén salina tipo hemolinfa (HL-3):

Bajo Ca?* (mM) Alto K* (mM)

Diseccion Estimulacion

Cl,Ca 0,1 1,5
NaCl 70 40

KCI 5 90
MgCl; - 6 H20 20 20
NaHCO3 10 10
Sacarosa 115 5
Trehalosa 5

HEPES 5

Para la visualizacion de las motoneuronas se expresé RFP de membrana (CD8::mRFP) o
GFP de membrana (CD8::GFP) por medio del inductor D42-Gal4, cuyo patrén de expresidon es

predominante en motoneuronas (Sanyal, 2009) (Figura 3.6K, Panel inferior).
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Figura 3.6. Pasos sucesivos de la diseccidon de pared muscular de larva. (A) Larva colocada en
una gota de solucién HL-3 de bajo Ca%** en medio de la cdmara de diseccidn. (B) Larva sujeta por
sus extremos mediante pines. En rojo se indica la primera incisién a realizar. (C) Larva con el
primer corte realizado. En rojo se indica la segunda incisién a realizar. (D) larva con ambas
incisiones realizadas. (E) larva relajada para facilitar la remocién de los drganos internos. (F)
Larva con los drganos desprendidos en la zona posterior. (G) Larva con sus érganos internos
completamente removidos. (H) Larva sujeta por las esquinas posteriores. (1) Larva sujeta por las
esquinas posteriores y anteriores. (J) Diseccidon de pared muscular de larva finalizada, con los
drganos internos removidos, con el sistema nervioso intacto y la pared musculas bien sujeta y
estirada. (K) Vista superior de la larva disecada. Arriba: Fotografia en campo claro, donde puede
observarse la pared muscular expuesta y el SNC completo. Abagjo: La misma fotografia tomada
con epifluorescencia, donde puede observarse la expresion de RFP bajo el promotor D42-Gal4,
cuyo patron de expresion es predominante en motoneuronas. (L) Esquema representativo de la
larva disecada. En rojo el sistema nervioso central (SNC) y las motoneuronas. En verde un
recuadro indicando la NMJ del musculo 6/7 del segmento A3 que utilizaremos en este estudio.

3.2.3 Estimulacion de la placa neuromuscular de larva

Luego de realizar la diseccion como se menciona anteriormente, procedimos a registrar
fotograficamente la placa neuromuscular que inerva al musculo 6/7 del segmento A3 del
hemisferio izquierdo y derecho (Figura 3.6L; Figura 3.7A). Las fotografias fueron tomadas con un
microscopio de epifluorescencia Olympus BX53 equipado con una camara digital Olympus Q-

Color5, con un objetivo Olympus 40X/0.8 de inmersion en agua.

Figura 3.7. Terminal motor visible por expresion de RFP de membrana. (A) NMJ luego de la
diseccién y antes de la estimulacion. (B) NMJ 40 min luego de la estimulacién con alta
concentracién de K* (90mM), se puede observar la aparicion de botones nuevos luego de la
estimulacién (Puntas de flecha). La barra representa 24 um.
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Luego de tomar la fotografia antes de la estimulaciéon, se retiraron todos los pines
laterales y acercaron los pines cefdlico caudal para relajar la pared muscular. Esto permite que
la larva se contraiga libremente durante la estimulacién sin que se dafien los musculos. Dichas
contracciones se produjeron de forma paulatina, alcanzando su grado maximo de contraccién
alrededor de los dos minutos y medio (Figura 3.8).

La estimulacién propiamente dicha se realizé mediante cambios de solucién, con pipetas
Pasteur. Para lograr esto se utilizaron dos pipetas Pasteur, una para succionar el liquido y la otra
para agregar la soluciéon nueva en simultdneo. La solucién de estimulacién es HL-3 con alta
concentracién de K* (90 mM) (Tabla 3.1) y la de reposo HL-3 con K* normal (5 mM). De esta
forma se generé los distintos protocolos de estimulacidn (Ej.: 5 pulsos espaciados 15 min). Una
vez terminado el protocolo de estimulaciéon se dejé reposar la larva en solucién HL-3 de diseccion

por un periodo de 40 min o mas (dependiendo del protocolo especifico).

Figura 3.8. Contraccion de la pared muscular de la larva luego de cambiar a la solucion con
alto K* a lo largo del tiempo. Contraccidn paulatina de la pared muscular a lo largo de los
minutos. Escala temporal indica minutos : segundos.

Transcurrido el tiempo correspondiente se tomd una segunda fotografia de la NMJ para
analizar la presencia de cambios pldsticos estructurales en dicha NMJ producto de la
estimulacién (Figura 3.7B). El registro fotografico de la NMJ se llevé a cabo por medio de la
obtencidn de 3 a 4 imagenes de distintos planos del eje Z y su reconstruccidn con el programa

Helicon Focus 6.0.18. (ver seccién 3.5).
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3.2.4 Ensayo de integridad de la membrana plasmatica

La diseccién de la NMJ se realizd como se describié mas arriba. Las preparaciones fueron
incubadas 30 min con ioduro de propidio (1mg/ml) 4 h luego de los distintos protocolos de
estimulacién (16 o 32 min de estimulacidn con alto potasio o control sin estimular). La tincidn
fue seguida por un paso de lavado y luego se procedié a tomar las imagenes. El control sin
estimulacion se realizé con HL-3 conteniendo 0 mM de Ca** y EGTA 1 mM. Las imdagenes fueron

tomadas después de la tincién con ioduro de propidio.

3.3 Ensayo de actividad locomotora en larvas

El ensayo de locomocion dependiente de temperatura se realizd como se describio
anteriormente (Tsai et al., 2012). La actividad locomotora se midié en larvas de estadio tres
criadas a 29 °C. Los experimentos se realizaron a temperatura controlada de 29 °Cy 70 % de
humedad. Las larvas fueron colocadas en placas de Petri de 8 cm de didmetro conteniendo agar
1,8 % tefiido de azul para un mejor contraste. La actividad locomotora de las larvas fue registrada
con una camara web por un periodo de 10 min (muestreo a 30 Hz). El rastreo del animal se
realizé de forma automatizada con el programa Any-Maze 5.14. La inmovilidad fue estimada
como la persistencia de la posicién del cuerpo del animal (65% o mas del cuerpo) por un periodo

igual o mayor a 4 segundos.

3.4 Electrofisiologia

Las larvas fueron disecadas y estimuladas con alto K* como se indicé anteriormente
(Seccidn 3.2.2-3.2.3). Los registros se realizaron en solucion salina HL-3 (Stewart et al., 1994)
conteniendo 0,5 mM de calcio a temperatura ambiente como se realizd con anterioridad
(Ataman et al., 2008). La pared muscular se visualizé con un microscopio Nikon FN1 equipado
con epifluorescencia, utilizando un objetivo de inmersidén en agua 40X (NA: 0.8; WD: 2 mm). Se
registro el musculo 6 y 7 en el segmento abdominal 3 a una distancia aproximada de 50 mm del
terminar motor, identificado por fluorescencia, con una micropipeta (25-40 MQ) de vidrio de
borosilicato (ID: 0,58 mm, OD: 1 mm) (WPI # 1B100F-4) confeccionada con un puller (P-97,
Sutter Instruments) y llenada con KCL 3M. Las sefiales fueron apmplificadas utilizando un
amplificador Multiclamp 700B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) en modo current-clamp, filtro

pasa bajo de 200 Hz, digitalizado a 20-25 kHz (Digidata 1200, Molecular Devices) y adquirido con
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el software pClamp 9 (Molecular Devices). Solo se utilizaron células musculares que tuvieran un
potencial de reposo de al menos -50 mV y una resistencia de entrada de al menos 3 MQ. La
resistencia de entrada fue determinada por el cambio en el potencial de membrana producido
por un pulso de corriente de -1 nA, 500 mseg. La frecuencia de potenciales miniaturas (mEJP) se
calculé de un segmento de 120 segundos registrados. Los conteos de frecuencia de mEJP se
realizaron sobre los registros sin conocer el tratamiento. Los datos fueron normalizados a la

frecuencia del tratamiento no estimulado del mismo dia.

3.5 Cuantificacidn y analisis estadistico

3.5.1 Deteccién de la plasticidad estructural luego de la estimulacién

Una vez tomadas todas las fotografias se inicid el procesamiento de datos. Este consistié
primero en apilar todas las fotos de una misma NMJ de distintos planos focales en el eje Z en
una Unica foto (Figura 3.9).

Para realizar esto se utilizo el programa Helicon Focus 6.0.18 (© Helicon Soft Ltd.). El
apilamiento se realizé utilizando el método C (piramidal), con un radio de 8, que fue el que
proporcioné mejores resultados. Este método utiliza un enfoque de pirdmide para representar
la imagen dividiendo la sefial de la imagen en frecuencias altas y bajas. Da buenos resultados en
casos complejos (objetos que se cruzan, bordes, pilas de profundidad), pero aumenta el

contraste y el brillo (http://www.heliconsoft.com/helicon-focus-main-parameters/).

Una vez reconstruida la imagen de la NMJ con el programa, se procedié a comparar las
fotos antes y después de la estimulacién. Contando el nimero de estructuras nuevas con forma
de botones (estructuras redondeadas o engrosadas en la punta), y se ignoraron estructuras tipo
filopodios (sinaptopodas; alargadas sin engrosamientos de la punta). El tamafio de los botones
fue determinado mediante la seleccion del botédn con un ROI, sin incluir el cuello, utilizando el

programa Imagel 1.49v (http://imagej.nih.gov/ij/). Las medidas fueron tomadas en unidades

arbitrarias (pixeles).
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Figura 3.9. Ejemplo del apilamiento de 4 fotos de distintos planos focales del eje Z. Puede
observarse distintas areas de la placa en foco en cada fotografia (Foto 1-4), y el resultado final
del apilamiento con todas las areas del terminal motor en foco (Apilado). La barra representa 24
pum.

3.5.2 AnAlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con GraphPad 6.01, excepto por el método de resampleo
de boostrap y el test de Monte Carlo que se realizaron en MatLab 7.8.0.347 (R2009a). Dichos
analisis se realizaron luego de la obtencidn de una imagen nitida de la NMJ mediante el
apilamiento de las distintas fotos en el eje Z (como se describié anteriormente). Se utilizo el test
de Shpairo-Wilk para evaluar normalidad y el test de Bartlett para testear homogeneidad de
varianzas. Para comparar el nimero de botones nuevos se utilizé tests no paramétricos, debido
a la falta de homogeneidad de varianzas y al alto nimero de ceros. Utilizamos el test no

paramétrico Mann-Whitney (para comparar dos grupos) o el test de Kruskal-Wallis seguido de
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comparaciones multiples con el test de Dunn (para mas de dos grupos). Para comparar el
numero total de botones se utiliz6 un ANOVA de un factor. El ajuste a las Distribuciones
Binomiales Negativas se realizé mediante la funcidn fitdist de Matlab. El método de resampleo
fue realizado con el método de boostrap y las comparaciones multiples con el test de

permutacién de Monte Carlo.
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Resultados



4 Resultados

4.1 Estimulos espaciados pero no pseudo-masivos producen plasticidad
sindptica estructural.

El objetivo de esta tesis es comprender los mecanismos involucrados en la plasticidad
sindptica estructural inducida por un patrén de actividad neuronal con intervalos de reposo
entre estimulos. Para contribuir a este objetivo, se utilizé un abordaje descripto previamente
(Ataman et al., 2008). La estrategia basica consistié en realizar preparaciones ex-vivo de NMJ de
larvas de Drosophila. Las motoneuronas de dichos animales expresaban la proteina fluorescente
roja (RFP) monomeérica fusionada al fragmento de sefializacion a membrana (mCD8). De este
modo, pudimos observar la membrana de las motoneuronas antes y después de los diferentes
protocolos de estimulacién, y apreciar asi cualquier cambio morfoldgico. Utilizando esta
estrategia cuantificamos el nimero de botones inmaduros generados luego de distintos
protocolos de estimulacidn (plasticidad estructural dependiente de actividad).

En primer lugar, se analizé el efecto de un protocolo control sin estimulacion (NS) (Figura
4.1A), un protocolo Espaciado (S), conformado por 5 pulsos separados por 15 min entre si, que
suman un total de 16 min de estimulacién (Figura 4.1B) y en un protocolo Pseudo-Masivo (PM)
que consiste en reducir el nimero de pulsos a 3, manteniendo el tiempo total de estimulacion
de 16 min (Figura 4.1C). Lo que obtuvimos fue consistente con lo observado anteriormente
(Ataman et al., 2008). El protocolo NS no generd botones nuevos, mientras que el protocolo
espaciado produjo un numero significativamente mayor de botones. El protocolo Pseudo-
Masivo no mostré un numero significativo de nuevos botones en comparaciéon con la
preparacion no estimulada, tanto 40 como 74 min después de la estimulacion (Figura 4.1D-F).

De este modo, en nuestras condiciones experimentales se pudo replicar los resultados
obtenidos previamente y comprobamos la robustez de dichos datos (Ataman et al., 2008). A su
vez, concluimos que la plasticidad sinaptica estructural es un fendmeno dependiente de
actividad, dado que en ausencia de estimulaciéon no observamos nuevos botones (Figura 4.1F).
El protocolo Pesudo-Masivo proveyd de forma efectiva una estimulacion mds masiva que el
protocolo espaciado, lo cual nos llevé a confirmar la conclusion de que la induccion rapida de la
plasticidad sindptica estructural requiere de estimulos espaciados (Ataman et al., 2008; Wu et

al., 2001)
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Figura 4.1. Estimulos espaciados producen plasticidad sinaptica estructural. (A-C)
Esquemas de los protocolos de estimulacién con alto potasio utilizados. (A) NS: No
Estimulado. (B) S: Espaciado. (C) PM: Pseudo-Masivo. (D) Imagen representativa de un
terminal motor, antes y 40 min después de una estimulacidon espaciada. La barra
representa 24 um. (E) Ejemplo de una fotografia antes y 40 o 74 min después de una
estimulacién Pseudo-Masiva. La barra representa 24 um. (F) Nimero de botones nuevos
luego de las distintas estimulaciones. Diagrama de dispersién mostrando la mediana
(linea gris) y el rango intercuartil. Los puntos negros representan cada una de las réplicas.
Test de Kruskal-Wallis, n=10, *** p<0,001, **** p<0,0001.

4.2 Laestimulacién masiva produce plasticidad sinaptica estructural

La evidencia indica que la estimulacién espaciada genera nuevos botones en la placa
neuromuscular de la larva de Drosophila, mientras que el protocolo pseudo-masivo no. No
obstante, el protocolo pseudo-masivo contiene dos intervalos entre estimulos (ISI, por sus siglas
en ingles), por lo que no es un protocolo verdaderamente masivo (Figura 4.1C). Por lo tanto, no
se puede hacer una interpretacién simple del efecto del intervalo entre estimulos al comparar
dicho protocolo con el protocolo espaciado. Es de nuestro particular interés entender por qué,

a diferencia de los estimulos masivos, los estimulos espaciados son capaces de producir cambios
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fisiolégicos y estructurales. Es por esto que decidimos realizar un protocolo completamente

Masivo (M16’), constituido por 16 min de estimulacién continua (Figura 4.2A).
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Figura 4.2. Estimulos masivos producen plasticidad sinaptica estructural. (A) Esquema del
protocolo de estimulacion Masivo (M16’) con alto potasio. (B) Ejemplo de una fotografia antes
y 40 0 104 min después de una estimulacién Masiva. La barra representa 24 um. (C) Numero de
botones nuevos luego de los distintos protocolos de estimulacién, control no estimulado (NS) y
protocolo masivo (M16’). Diagrama de dispersién mostrando la mediana (linea gris) y el rango
intercuartil. Test de Mann-Whitney, n=10, **** p<0,0001. (D) Tamafo de los botones nuevos
generados con el protocolo espaciado o masivo. El tamafio se estimé como el rea del botdn sin
cuello expresado en unidades arbitrarias (pixeles). Diagrama de dispersion mostrando la media
(linea gris) con el error estandar. Test t de Student, n=48 de 4 NMJ.

Para nuestra sorpresa, el protocolo M16’ generd un numero de botones nuevos
significativamente mayor al NS, a un nivel comparable al producido por el protocolo espaciado
(Figura 4.2B-C). Los botones generados con el protocolo espaciado y masivo mostraron el mismo

tamafio (Figura 4.2D). Ademas, confirmamos que esta estimulacién prolongada no dafiaba la
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preparacion (Figura 4.3). Para ello, analizamos la morfologia de la placa y de los nervios motores
antes y 4 h después de una estimulacion de 16 y 32 min (M16’ y M32’) y lo comparamos contra
un control sin estimular (Figura 4.3A). Tanto para M16’ como para M32’, no observamos ningun
indicio de degeneracidn en la NMJ (discontinuidad y cuentas de collar) ni en el nervio motor
(varicosidades o discontinuidad) (Xiong y Collins, 2012) (Figura 4.3B-C). Al mismo tiempo,
medimos la integridad de membrana mediante una técnica de tincién vital con ioduro de
propidio (IP) 4 h luego de las mismas estimulaciones antes mencionadas. Pudimos observar un
aumento en la tincién de IP 4 h posterior a la estimulacion M32’ pero no de M16’ comparado
con el control NS. Sin embargo, en ningln caso vimos colocalizacidon de dicha tincién con los
somas de las motoneuronas, indicando que la integridad de membrana no se perdié inclusive
con 32 min de estimulaciéon masiva (Figura 4.3D).

Este resultado nos presentd una situacion paraddjica: Un Unico pulso de 16 min genera
plasticidad sindptica. Sin embargo, al dividir los 16 min de estimulacidon en tres pulsos la
capacidad de generar plasticidad se pierde, pero si se divide en cinco pulsos la capacidad de

generar plasticidad se recupera.
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Figura 4.3. La estimulacion masiva de 16 min con alto K* no daiia la integridad de
membrana. (A) Protocolos de estimulacion utilizados en el experimento. NS: No Estimulado;
M16’: Masivo de 16 min y M32’: Masivo de 32 min. (B) Ejemplo de una fotografia de la NMJ
antes y 4 h después de las estimulaciones. (C) Ejemplo de una fotografia del nervio motor
antes y 4 h después de las estimulaciones. (D) Tincidn vital representativa con ioduro de
propidio (IP) en el ganglio ventral 4 h después de las distintas estimulaciones (M16’, NS y
M32’). Izquierda: Ganglio ventral expresando proteina fluorescente verde (GFP) de
membrana en motoneuronas (CD8.GFP/+; D42/+). Centro: Ganglio ventral después de la
tincidn. Derecha: Superposicion de imagenes. Las barras representan en (B) y (C) 24 umy en
(D) 20 pm.

Una posibilidad para explicar dichos resultados es, que en el protocolo Pseudo-Masivo
cada uno de los pulsos no sean lo suficientemente largos para generar plasticidad por si solos.

Para poner a prueba esta idea evaluamos la plasticidad sinaptica estructural luego de
estimulaciones masivas de distinta duracién (de 2 a 16 min). Sorprendentemente, un Unico pulso
de 6 min de duracién generd un nimero de nuevos botones significativamente mayor que el
control NS (Figura 4.4A-B). Por otro lado, el tiempo total de estimulacién y el nimero de nuevos
botones mostrd una relacién sigmoidea (Figura 4.4C).

Estos resultados sugieren, por un lado, que la ausencia de botones nuevos luego de un
protocolo PM no se debe a una insuficiencia de los pulsos para generar plasticidad debido a su
corta duracidn. Por otro lado, los resultados indican que no hay un umbral de tiempo de
estimulacién continua para producir nuevos botones, sino una relacién sigmoidea entre el
tiempo de estimulaciéon y la probabilidad de generar botones nuevos. Esta relacién sigmoidea

sugiere mecanismos cooperativos que median estos cambios pldsticos (Salazar et al., 2010).
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Figura 4.4. Caracterizacion del estimulo masivo. (A) Protocolos de estimulacidn utilizados en el
experimento. NS: No Estimulado; PM: Pseudo-Masivo; M2’: Masivo de 2 min; M4’: Masivo de 4
min; M6’: Masivo de 6 min; M10’: Masivo de 10 min y M16’: Masivo de 16 min. (B) NUmero de
botones nuevos luego de las distintas estimulaciones con alto potasio. Diagrama de dispersion
mostrando la mediana (linea gris) y rango intercuartil. Test de Kruskal-Wallis, n=9,
comparaciones contra NS, ** p<0,01. (C) Regresién no lineal para el numero de botones
generados en funcidn de la duracién de un Unico pulso de estimulacion masiva. Los puntos
representan cada réplica, las cruces grises representan la media, la banda gris representa el
intervalo de confianza (95%).

Estos resultados generan una situacién intrigante. ¢ Cémo es posible que un Unico pulso
de 6 min generara plasticidad estructural, mientras que el protocolo PM, que contiene un pulso
final de 6 min, no lo hace? Una posible explicacién a estos resultados surge de hacer
comparaciones ldgicas entre los protocolos que producen plasticidad con respecto al protocolo
que no lo hace (Figura 4.5). En dicha comparacion puede observarse que el protocolo PM
contiene dos ISIs mientras que el M16’ no. Por lo tanto, los ISIs serian los responsables de
producir un efecto negativo sobre la generacidn de botones nuevos, previniendo la plasticidad
sindptica luego del protocolo PM (Figura 4.5). Por otra parte, en el protocolo S la inhibicién

mediada por el ISI seria superada por un efecto de repeticion (dos pulsos adicionales en
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comparacién al PM) (Figura 4.5). Para testear esta hipdtesis de trabajo realizamos experimentos

descriptos en las siguientes dos secciones.

16" Plasticidad
16' -Sin ISI
K* 90 mM _,—| -Sin Repeticion
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Figura 4.5. Comparacion de la estructura de los protocolos y su capacidad para generar
plasticidad estructural. 1) El protocolo Masivo (M16’) genera una cantidad significativa de
botones nuevos mientras que el protocolo Pseudo-Masivo (PM) no los genera. 2) El protocolo
Pseudo-Masivo (PM) no genera una cantidad significativa de nuevos botones mientras que el
protocolo Espaciado (S) si los genera. En el esquema puede observarse como en la comparacion
(1) la diferencia principal es la inclusion de dos intervalos, mientras que en la comparacion (2) la
principal diferencia es un mayor nimero de pulsos.

4.3 Elintervalo inter-estimulo inhibe la formacion de nuevos botones

El hecho de que un Unico pulso de 6 min sea capaz de generar plasticidad (Figura 4.4B)
mientras que el protocolo PM, que contiene un pulso final de 6 min, no sea capaz de generarla,
sugiere que el ISl tiene un rol inhibitorio activo y no pasivo. De ser esto cierto, uno esperaria que
durante el intervalo existiesen mecanismos subyacentes que produzcan esta inhibicion de forma
activa. Por lo tanto, deberia existir una duracion minima del intervalo en la que estos
mecanismos sean efectivos. De este modo, acortar la duracion del ISI haria inefectiva la
inhibicidn y por lo tanto el protocolo se decodificaria como un estimulo masivo. Para poner esta
idea a prueba se comparé el protocolo PM (que contiene intervalos de 15 min) con un protocolo
PM con sus intervalos reducidos a 10 min (PM 1SI110’) (Figura 4.6A). Este nuevo protocolo PM
ISI10’ generd un numero significativo de botones nuevos (Figura 4.6B). Por otro lado, al

aumentar la duracion del ISI a 20 min no se observé ningun efecto, indicando una persistencia
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del efecto inhibitorio (Figura 4.6A-B). Esto sugiere que la informacidn contenida por dos pulsos
separados 20 min puede integrarse, ya que de otra forma no se veria el efecto inhibitorio y
obtendriamos la suma de los botones producidos por cada pulso en forma individual. En
conjunto, estos resultados sugieren que existe una duracién minima del intervalo (~¥15 min)
necesaria para inhibir la formacidn de botones y que los diferentes pulsos se estan integrando
por al menos 20 min. A su vez esto implica la presencia de procesos durante los ISls, un aspecto

gue evaluamos mds adelante en esta tesis.
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Figura 4.6. Inhibicidn de la formacién de botones mediada por el intervalo inter-estimulo. (A)
Protocolos de estimulacién utilizados en el experimento. (B) Nimero de botones nuevos luego
de las distintas estimulaciones con alto potasio. Diagrama de dispersion mostrando la mediana
(linea gris) y el rango intercuartil. Test de Kruskal-Wallis, n=8, * p<0,05. PM: Pseudo-Masivo; PM
ISI10’: Pseudo-Masivo con un ISl de 10 min y PM ISI20’: Pseudo-Masivo con un ISI de 20 min.

4.4 Larepeticion de estimulos supera la inhibicién mediada por los ISI

A continuacién procedimos a evaluar si la inhibicidn que se evidencia en el protocolo PM
podia ser superada por pulsos adicionales, ya que el protocolo espaciado de 5 pulsos genera
plasticidad estructural. Para evaluar la existencia de este efecto de repeticién analizamos el
efecto de agregar un pulso adicional, incrementando lo menos posible la duracién total de la

estimulacién. Para ello utilizamos un pulso de 2 min (protocolo PM+2’), espaciado 15 min al final
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del protocolo PM (Figura 4.7A). Cabe recordar que un pulso de 2 min no genera plasticidad
estructural (Figura 4.4). Sorprendentemente, este protocolo produjo una cantidad significativa
de botones en comparacién al PM (Figura 4.7D). Esto sugiere que cuatro pulsos de estimulacion
ya son suficientes para superar la inhibicién del protocolo PM. Sin embargo, el tiempo total de
estimulacién de este nuevo protocolo es mayor al del PM (18 min vs. 16 min). Por lo tanto,
decidimos generar dos nuevos protocolos manteniendo la estructura de cuatro pulsos con 15
min de intervalo pero con un tiempo total de estimulacién de 16 min. Por un lado generamos
un protocolo simétrico (los pulsos tienen igual duracidn) que denominamos Simétrico (S4x4), el
cual nos permitiria ver de forma mas clara el efecto de espaciamiento y repeticion (Figura 4.7B).
Por otro lado generamos un protocolo de asimetria positivo, es decir que la duracion de los
pulsos decrece a lo largo del protocolo denominado Asimétrico Positivo (PS, por sus siglas en
inglés) (Figura 4.7C), en contraposicién al protocolo espaciado estandar, donde la duracion de
los pulsos se incrementa a lo largo del protocolo. Tanto el protocolo S4x4 como el PS fueron
capaces de generar un numero significativo de botones luego de la estimulaciéon (Figura 4.7D).
Esto sugiere que la clave relevante para promover la formacién de botones es la presencia de

un cuarto pulso y no la asimetria o el incremento en la duracién de los pulsos.
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Figura 4.7. La repeticion de estimulos promueve la formacion de botones. (A-C) Esquemas de
los protocolos de estimulacidn utilizados en el experimento. (A) PM: Pseudo-Masivo vs. PM+2’:
Pseudo-Masivo mas un pulso de 2 min espaciado 15 min. (B) S4x4: Simétrico, conformado por 4
pulsos de 4 min espaciados 15 min. (C) PS: Asimétrico Positivo, compuesto por 4 pulsos donde
los pulsos sucesivos poseen menor duracion. (D) Numero de botones nuevos luego de las
distintas estimulaciones. Diagrama de dispersion mostrando la mediana (linea gris) y el rango
intercuartil. Test de Kruskal-Wallis, n=10, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

En conjunto, los datos indican la existencia de una integracién de dos efectos en el
protocolo espaciado: 1) el efecto de espaciamiento, que es inhibitorio para la formacién de
botones y 2) el efecto de repeticidn, que promueve la formacidn de nuevos botones luego de 4
o0 mas pulsos de estimulacién. Por lo tanto, en el protocolo PM los intervalos tienen un efecto
inhibitorio. Cuando estos no son lo suficientemente largos (Ej.: < 10 min), el efecto inhibitorio

mediado por el ISI se pierde y el patrén de estimulos se codifica como un estimulo masivo.
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4.5 Lainhibicién producida por el intervalo inter-estimulo esta mediada

por Ras

Si el intervalo inhibe de forma activa la formacidn de botones nuevos, la pregunta que
surge a continuacion es ¢ Cudles son los mecanismos que median dicha inhibicién? Estudios de
memoria en Drosophila mostraron que la proteina SHP2 (CSW en Drosophila) modula el efecto
de espaciamiento a través de regular la actividad de MAPK (rolled en Drosophila, Biggs et al.,
1994) durante los intervalo entre sesiones de entrenamiento (ITl) (Pagani et al., 2009). A su vez
MAPK parece estar regulada de forma diferencial durante estimulos espaciados o masivos, y su
inhibicion o la inhibicidon de Ras en neuronas hipocampales de mamiferos previene la
potenciacion de largo termino (LTP) y la plasticidad estructural en espinas dendriticas (Harvey
et al., 2008; Oliveira y Yasuda, 2014; Wu et al., 2001). Por otro lado, manipulaciones en los
componentes de la via Ras/MAPK alteran la formacién de botones durante el desarrollo en las
NMJ de Drosophila (Fischer et al., 2009; Koh et al., 2002).

Dada esta evidencia, decidimos analizar el efecto de manipular la via de sefalizacién
Ras/MAPK sobre la formacion de botones dependientes de actividad. Las manipulaciones
genéticas se realizaron mediante la sobreexpresion de transgenes en motoneuronas por medio
del inductor GAL4-D42. Primero se redujo la actividad de Ras por medio de un alelo dominante
negativo, Ras"*” (UAS-Ras.N17/+; CD8.mRFP/+; D42/+). Este grupo de animales y el genotipo
control (+; CD8.mRFP/+; D42/+) fueron sometidos a los protocolos de estimulaciéon usados
previamente, NS, Sy PM.

Sorprendentemente, el alelo dominante negativo (RasM’) no generé un efecto
significativo luego de una estimulacién espaciada comparado con el genotipo control (Figura
4.8A). Sin embargo, a diferencia del genotipo control, la inhibicidn de Ras produjo un nimero
significativo de botones luego del estimulo PM (Figura 4.8A). Esta evidencia sugiere que Ras
participa en la inhibicién mediada por el ISI, ya que el efecto inhibitorio del PM desaparece ante
la expresidn de un dominante negativo de Ras. Para confirmar dicho resultado utilizamos un
RNA de interferencia para Ras (Ras.RNAi). Como esperabamos, el resultado fue similar al de

expresar el dominante negativo de Ras (Figura 4.8B).
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Figura 4.8. Plasticidad estructural luego de protocolos Espaciados y Pesudo-Masivos con
manipulaciones de Ras/MAPK. Niumero de botones nuevos luego de distintos protocolos de
estimulacidn (NS, S y PM) para los cinco genotipos testeados: (A-D) Control: +; CD8.mRFP/+;
D42/+; (A) Ras.N17: UAS-Ras.N17/+;CD8.mRFP/+;D42/+; (B) Ras.RNAi: +;CD8.mRFP/+;
D42/UAS-Ras.RNAi; (C) Ras.WT: CD8.mRFP/UAS-Ras.WT; D42/+; D) rl.RNAi: CD8.mRFP/+;
D42/UAS-rI-RNAi). Diagrama de dispersion mostrando la mediana (linea gris) y el rango
intercuartil. Test de Kruskal-Wallis, n=9, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. NS: No Estimulado;
S: Espaciado; PM: Pseudo-Masivo. Nota: Se realizé un Unico test estadistico para las figuras A-D,
pero se graficaron de forma separada para mejorar su visualizacion.

Por otro lado, se analizé el efecto de la sobreexpresion del alelo silvestre de Ras
(CD8.mRFP/UAS-Ras.WT; D42/+). Dicha manipulacion no tuvo efecto en el nimero de botones
nuevos luego de una estimulacion PM (Figura 4.8C). Sin embargo, la sobreexpresién de Ras
impidio la formacién de nuevos botones luego de un protocolo espaciado, sugiriendo que la
inhibicion mediada por el ISI se encuentra aumentada. Por lo tanto los niveles de actividad de
Ras podrian estar determinando como las sinapsis decodifican los patrones de actividad, y en
consecuencia, los cambios plasticos especificos que estos generan.

Luego, examinamos si la supresion de rolled, el ortélogo de MAPK, producia un efecto en
la plasticidad estructural similar a la supresion de Ras. Reducir la actividad de rolled en las

motoneuronas expresando un rl.RNAi (CD8.mRFP/+; D42/UAS-rI-RNAI), no tuvo efecto en la
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plasticidad luego de un protocolo espaciado y promovid la plasticidad de forma significativa
luego de un protocolo Pseudo-Masivo (Figura 4.8D), de forma similar al efecto de Ras. Esto
sugiere que la via de sefializacién Ras/MAPK controla el efecto de espaciamiento en la

plasticidad sinaptica estructural.

Si bien los resultados muestran que el ISl inhibe la formacién de botones (Figura 4.3 -
Figura 4.5) y que Ras también inhibe la formacién de botones (Figura 4.8), no podemos concluir
que la inhibicion mediada por Ras y el ISl son dos aspectos del mismo fenédmeno. Si Ras inhibiera
la formacidn de botones mediante el ISI, las manipulaciones genéticas de Ras no deberian tener
un efecto sobre la formaciéon de botones luego de una estimulacién masiva, ya que este
protocolo no contiene ISls. Testeamos dicha predicciéon y encontramos que ni exaltar a Ras ni
suprimir a Ras o a MAPK produce un efecto significativo con respecto al genotipo control en el
numero de botones luego de la estimulacidon masiva (Figura 4.9). Esto sugiere, que Ras media la

inhibicion de la formacion de botones a través de un mecanismo dependiente del ISI.
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Figura 4.9. Efecto de las manipulaciones de Ras/MAPK sobre la plasticidad estructural luego
del protocolo Masivos. Numero de botones nuevos luego de un protocolo Masivo para los cinco
genotipos testeados. Control: +;CD8.mRFP/+;D42/+. Ras.N17: UAS-Ras.N17/+;CD8.mRFP/+;
D42/+. Ras.RNAi: +;,CD8.mRFP/+;D42/UAS-Ras.RNAi. Ras.WT: CD8.mRFP/UAS-Ras.WT;D42/+.
rl.RNAi: CD8.mRFP/+; D42/UAS-rl-RNAi. Diagrama de dispersién mostrando la mediana (linea
gris) y el rango intercuartil. Test de Kruskal-Wallis, n=10, * p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,0001.
NS: No estimulado; M16’: Masivo.

Las manipulaciones de Ras anteriormente mencionadas se realizaron utilizando el
sistema transgénico GAL4/UAS, es decir que se expresaron con un promotor diferente al que
naturalmente induce la expresién de Ras. Por lo tanto, cabe la posibilidad de que Ras no esté
presente en las motoneuronas y obtengamos efectos inespecificos con nuestros transgénicos.

Reportes previos mediante inmunohistoquimica mostraron que Ras estd presente en
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motoneuronas de larva de Drosophila (Koh et al., 2002). Para confirmar esto, utilizamos una
herramienta genética mas especifica que la inmunohistoquimica. Dicha herramienta consistio
en una linea transgénica que expresa Ras fusionado a GFP por medio del promotor enddgeno
permitiendo la visualizacion de Ras en un patrén nativo mediante microscopia fluorescente
(Sarov et al., 2016). Esta linea fue cruzada con la linea D42; CD8.mRFP para poder observar la
membrana de motoneuronas (Figura 4.10A) y al mismo tiempo Ras fusionado a GFP (Figura
4.10B). Este experimento confirmé la presencia de Ras en los terminales motores y enriquecida
en los botones sindpticos (4.10Figura 4.10B-C). Dicha observacién coincide con los reportes
previos (Koh et al., 2002). Por ende, nos permite concluir que los efectos reportados luego de

las manipulaciones de Ras fueron especificos.

Figura 4.10. Presencia endégena de Ras en motoneuronas. Imagen de una NMJ del musculo
6/7 del segmento A3 de una larva de genotipo CD8.mRFP/+;D42/Ras::GFP. (A) Expresion de
CD8.mRFP bajo patron D42. (B) Expresion endégena de Ras fusionado a GFP (Ras::GFP) bajo
patron endogeno. (C) Superposicidon de la sefial fluorescente de CD8.mRFP (rosa) y Ras::GFP
(verde). En los recuadros (inferior izquierdo) se muestran botones sindpticos con mayor
magnificacidn. La barra grande representa 24 umy la barra del recuadro representa 6 um.
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4.6 RAS ganancia de funcién elimina el Efecto de Espaciamiento

Un grupo de desdrdenes, conocidos como RASopatias, son causados por mutaciones en
genes que codifican para componentes de la via de sefializacién de Ras/MAPK, incluyendo
SHP2, Ras y NF1, conducen a una hiperactividad de MAPK. La sobreexpresidon de estos alelos
ganancia de funcién producen una actividad mayor y mas persistente de MAPK, a diferencia de
la sobreexpresion de alelos salvajes que solo presentan mayor actividad (sin generar mayor
persistencia en la actividad de MAPK). En modelos animales, la sobreexpresién de estos alelos
ganancia de funcién presentes en las RASopatias alteran el efecto de espaciamiento y la
memoria de largo término (Costa et al., 2002; Cui et al., 2008; Li et al., 2005; Pagani et al., 2009;
San Martin y Pagani, 2014). Mas especificamente, en Drosophila se identificé una dinamica
compleja de activacion e inactivacion de MAPK dependiente de la duracion del intervalo
durante el entrenamiento espaciado (como se presentd en la seccion 1.2.4) (Pagani et al., 2009).
Dicha activacion se iniciaba luego de una sesién de entrenamiento y se inhibia con la siguiente

sesion (Figura 1.4A). Al sobreexpresar en neuronas del cuerpo pedunculado alelos ganancia de

D61y E76K

funcién, csw y cswt®® que codifican la proteina CSW (ortdlogo de la proteina SHP2) los
niveles de activacién de MAPK persistian a la siguiente sesidn (Figura 1.4B) (Pagani et al., 2009).
Dicha persistencia en los niveles de actividad de MAPK correlacionaba con una reduccién en la
LTM. En contraste, si en lugar de sobreexpresar un alelo ganancia de funcién se sobreexpresaba
un alelo silvestre, la LTM era exaltada y los niveles de actividad de MAPK era mayores
inmediatamente después de la primer sesidon de entrenamiento, pero no persistian a la
siguiente sesion de entrenamiento (Figura 1.4C). Esto correlacionaba con un aumento de la LTM
luego de un entrenamiento masivo (Pagani et al., 2009). Estos resultados sugieren una clara
diferenciacidon entre una exaltacidon de la via de sefializacién de Ras/MAPK mediante alelos

ganancia de funcidon con respecto a la exaltacién mediante alelos salvajes.
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Figura 4.11. Efecto del alelo Ras