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Resumen

Actualmente no existen dudas que los cambios a nivel del comportamiento y de la
funciones fisioldgicas inducidas por experiencias, como aquellas asociadas al aprendizaje
y a la memoria, involucra la reorganizacion de las conexiones sinapticas -plasticidad
estructural- en circuitos relevantes del cerebro. Uno de los ejemplos mds contundentes
son los que ocurren durante el desarrollo de la adiccién a drogas de abuso. El estudio de
la plasticidad sindptica estructural inducida por psicoestimulantes ha sido clasicamente
estudiada en areas del circuito de recompensa, ricas en inervaciones dopaminérgicas,
dejando de lado otras areas limbicas, como el hipocampo y que también participa en este
proceso. Un blanco de dicha plasticidad estructural son las espinas dendriticas, las cuales
son protrusiones ricas en actina, altamente dinamicas y constituyen el sitio donde reside
la plasticidad estructural dependiente de experiencias o estimulos. Varios estudios
sugieren que Cdk5 juega un rol importante en el proceso de plasticidad sindptica y
adiccién. Es por ello que en el presente trabajo nos propusimos indagar acerca de la
participacién de Cdk5 y sus activadores como modulador de estos procesos plasticos.

En esta tesis demostramos que el tratamiento con anfetamina (Anf) a animales
juveniles, en un nuevo contexto, provoca la generacién de espinas dendriticas en el
hipocampo. Asimismo, fuimos los primeros en replicar dicho efecto en cultivos de
hipocampo tanto en condiciones “in vitro” como “ex vivo”. A partir de la utilizacién de
diferentes estrategias, demostramos que es necesario que Cdk5 esté activa y a su vez
regulada por p25 para que dicho fendmeno se desarrolle. Mediante experimentos de
sobre-expresion de las formas quinasa inactiva y activa de Pak, proteina implicada en la
regulacion de la dindmica de actina y sustrato de Cdk5, mostramos su participacion en el
mantenimiento de la espinogénesis inducida por Anf. Finalmente, resultados preliminares
sugieren que la senalizacion a través de TrkB estaria involucrada en este proceso.

Dado el aumento en el consumo de estimulantes y considerando lo poco que se
conoce sobre las respuestas neuroadaptativas frente a estos agentes, es importante
conocer los mecanismos moleculares y celulares involucrados en el proceso de adiccidn,

para asi desarrollar terapias mas eficientes en el tratamiento de dicha patologias.
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Summary

Persistent changes in behavior and psychological function that occur as a function
of experience, such those associated with learning and memory, are thought to be due to
the reorganization of synaptic connections (structural plasticity) in relevant brain circuits.
Some of the most compelling examples of experience-dependent changes in behavior and
psychological function, changes that can last a lifetime, are those that accrue with the
development of addictions.

Traditionally, psychostimulant-induced structural plasticity has been studied in
brain regions related to reward, with high dopaminergic inputs, however these drugs also
produce alterations in other areas associated with higher-order associative learning such
as the hippocampus. One of the targets of such structural plasticity are dendritic spines,
which are dynamic, actin-rich protrusions. Several studies suggest that Cdk5 plays an
important role in the process of drug addiction and in synaptic plasticity. In the present
study we propose to investigate the involvement of Cdk5 as a key and its activators as a
modulator of these plastic processes.

Here we demonstrate an increase in dendritic spines density in a novel brain
region: hippocampus, in young animals using a two-amphetamine-injections protocol in a
novel context. Furtheremore, we are the first to show that amphetamine treatment
induces spinogenesis in primary hippocampal cultures under “in vitro” and “ex vivo”
conditions. Using different strategies, we report the crucial involment of Cdk5/p25
complex in this process. Since Pak is a Cdk5 effector and has been implicated in the
regulation of actin dynamic, here we demonstrate its participation in the maintenance of
amphetamine-induced spinogenesis, through the over-expression of constitutive-active
and kinase-death Paks mutants. Finally preliminary results suggest that signaling through
TrkB receptor, would be involved in this process.

The understanding of the cellular and molecular mechanisms underlyeing drug

addiction is of great importance to develop more effective treatments for these disorders.
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Introduccion

1.1 Plasticidad Sinaptica

1.1.1 Plasticidad Sinaptica Estructural y Funcional

La habilidad del Sistema Nervioso Central (SNC) para llevar a cabo funciones como
la memoria y el aprendizaje, se debe a la maleabilidad de su principal unidad de
procesamiento: “la sinapsis neuronal”. En este sitio, la liberacion de neurotransmisores
desde la membrana pre-sindptica provoca la activacidon de receptores en la membrana
post-sinaptica, desencadenando la activacién de complejas vias de sefializacién
intracelulares en la neurona post-sinaptica. El estado fisiolégico de las neuronas puede
alterarse a través de la modulacion de dichas vias de sefalizacion, modificando de este
modo la eficiencia sindptica (Kolb y Whishaw 1998; Rampon et al. 2000; Horner 1993;
Rusakov et al. 1996; Nimchinsky et al. 2002; Tsay y Yuste 2004) en otras palabras,
haciendo a las neuronas mds o menos sensibles al estimulo por el neurotransmisor. El
proceso mediante el cual una sinapsis puede ser fortalecida o debilitada se lo conoce
como plasticidad funcional y constituye un evento clave en la fisiologia del SNC. Otra
forma de plasticidad sindptica es la plasticidad estructural. Esta consiste en la eliminacion
y/o generacién de nuevos contactos sinapticos, lo cual conlleva a cambios en los circuitos
neuronales y en la conectividad neuronal.

Trabajos basados principalmente en el estudio de la morfologia de las dendritas y
de sus espinas, han establecido que aproximadamente el 90 % de las sinapsis excitatorias
son llevadas a cabo sobre espinas dendriticas; y la sinaptogénesis asociada con

experiencias tales como el aprendizaje y la memoria, son reflejadas tanto en cambios en
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el nimero como en la forma de las espinas dendriticas, lo que lleva a modificar la
eficiencia sinaptica (Kolb y Whishaw 1998; Tsay y Yuste 2004; Nimchinsky et al. 2002;
Horner 1993) . Asi, dendritas y espinas dendriticas constituyen el sitio donde reside la
plasticidad estructural dependiente de experiencias o estimulos (Harris y Kater 1994;

Nimchinsky et al. 2002; Kasai et al. 2003; Bourne y Harris 2008).

1.1.2 Espinas Dendriticas

Las espinas dendriticas fueron descriptas por primera vez en 1888 por Santiago
Ramoén y Cajal utilizando para su visualizaciéon un protocolo de impregnacion de plata
desarrollado por Camillo Golgi. Las espinas son pequefias protrusiones dendriticas,
morfolégicamente dinamicas y ricas en actina, de longitudes que varian desde 0,2 hasta 3
um y volimenes de 0,001 a 1 um?®. Esta diversidad morfoldgica y el hecho de ser
pequenas proyecciones de la dendrita, es sumamente ventajoso para la neurona ya que
permite alojar mas sinapsis por neurita. Asi, la densidad de espinas dendriticas puede
variar de 1 a 10 espinas por cada micrometro dendritico y algunas neuronas, como las
hipocampales, contienen miles de espinas a lo largo del su arbol dendritico (Sorra y Harris
2000).

Hasta el momento, no se ha observado la presencia de espinas dendriticas en
neuronas inmaduras. Estas neuronas presentan en sus dendritas muchas protrusiones sin
cabeza, llamadas “filopodios”. Los filopodios recién formados, carecen de la maquinaria
post-sindptica necesaria para el correcto funcionamiento de la sinapsis. En ciertas
circunstancias, cuando el cerebro recibe informacidon y a medida que avanza el desarrollo
y madurez de la neurona, el nimero de filopodios disminuye y aumenta la densidad de

espinas (Sekino et al. 2007).

1.1.2a Estructura de las Espinas Dendriticas

La estructura de las espinas consta de tres dominios basicos: (1) una cabeza
bulbosa que es la encargada de hacer contacto con el axén y alberga en su interior a la

densidad post-sindptica (PSD, por sus siglas del inglés), (2) una base en la unién con el eje
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de la dendrita y (3) un angosto cuello que vincula la cabeza con la base de la espina y
cumple la funcién de aislar y restringir la difusién de moléculas de sefializacion post-
sindpticas del resto de la dendrita, protegiéndola de eventos de excito-toxicidad (Newpher
y Ehlers 2009)(fig. 1). Una forma simple de clasificar las espinas segun su morfologia, se
basa en la relacién ente la constriccion de su cuello y en el tamafio de su cabeza
guedando agrupadas en tres categorias: “tipo Ill” o “thin” (thin, del inglés) que poseen un
estrecho cuello y una pequefa cabeza; las “tipo 1I” 0 “mushroom” (mushroom, del inglés)
gue poseen un cuello corto y una cabeza relativamente grande; y las “tipo I” o “stubby”
(“stubby”, del inglés) que no poseen cuello (Sekino et al. 2007; Harris et al. 1992). Estas
caracteristicas proveen rasgos distintivos a cada tipo de espina, los cuales pueden ser
medidos y podrian estar reflejando diferentes historias funcionales de las espinas
dendriticas. Asi, las espinas “mushroom” son consideradas como las mas estables y el tipo
de espina menos plastico. Presentan PSD mas grandes y complejas con una mayor
densidad de receptores glutamatérgicos (Harris et al. 1992; Matsuzaki et al. 2001;
Nicholson-Dykstra et al. 2005; Golden y Russo 2012). Las espinas “stubby”, son las mas
abundantes durante el desarrollo, se las considera como estructuras plasticas que se
encuentran fuertemente acopladas al eje dendritico (Schmidt y Eilers 2009); por lo que los
cambios en la densidad de espinas “stubby” pueden impactar de manera desproporcional,
la excitabilidad neuronal en comparacion a otros tipos de espinas. Ademas se cree que la
falta de un cuello evita las conexiones inhibitorias (Noguchi et al. 2005). Las espinas del
tipo “thin” son consideradas como estructuras plasticas e inmaduras.

Por otro lado, las espinas mas grandes tienen mayor probabilidad de contener
reticulo endoplasmico liso (REL) (Spacek y Harris 1997), polirribosomas (Ostroff et al.
2002; Bourne y Harris 2007), compartimiento endosomal (Cooney et al. 2002) y astroglia
perisindptica (Witcher et al. 2007). Estos rasgos sugieren que las espinas mas grandes
serian funcionalmente mds fuertes en su respuesta a glutamato, en la regulacion local del
calcio intracelular, en el reciclado endosomal, en la traduccién y degradacién de proteinas
y en la interaccion con la astroglia. Las espinas mas pequefias serian mas flexibles,

pudiendo alargarse o encogerse mas rdpidamente en respuesta a subsecuentes
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activaciones (Bourne y Harris 2007). Sin embargo, cabe destacar que las espinas son
estructuras dindmicas que pueden variar su morfologia rapidamente, sobretodo en el
desarrollo, y ademas existe una distribucidn continua de formas geométricas de espinas,
por lo cual dicha categorizacién en tres tipos morfoldgicos, debe ser considerada como
una fotografia instantdnea arbitraria de un sinfin de tipos de morfolégicos de espinas

dendriticas (Chapleau y Pozzo-Miller 2008).
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Filopodio Thin Stubby Mushroom

Espinas dendriticas

Figura 1. Morfologia del filopodio y de las espinas dendriticas. Representacion esquematica de
las morfologias de filopodio y de tres tipos de espinas dendriticas: espinas del tipo “thin”, espinas
del tipo “stubby” y espinas del tipo “mushroom”. Los disco grises representan la PSD y las
cadenas de circulos rojos representan la actina filamentosa. Modificado de Sekino vy
colaboradores, 2007.

1.1.2b Composicion de las Espinas Dendriticas
« Densidad Post-sinaptica
La cabeza de las espinas provee un sitio bioquimico donde los iones y las
moléculas de sefializacién se concentran luego de la activacién sinaptica. La PSD es un
engrosamiento electro-denso en la cabeza de las espinas y funciona como una estructura
organizadora donde recluta receptores como: N-metil-d-aspartato (NMDA), a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazo-propionato (AMPA) y receptores de glutamato
metabolotrépicos, proteinas de adhesion, proteinas de anclaje como PSD-95 (proteina de
la densidad pos-sinaptica de peso molecular 95) y proteinas de sefalizacién como la

guinasa calmodulina dependiente de calcio Il (CamKll), entre otras (Okabe 2007).
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Adyacente a la PSD se encuentra una zona endocitica, la cual es una porcidon de
membrana estable donde se produce la endocitosis dependiente de clatrina para el
reciclado de receptores post-sindpticos (Blanpied et al. 2002). La principal funcién de ésta
zona es capturar y reciclar el pool sindptico mévil de receptores, como lo es para los del
tipo AMPA, requeridos para la potenciacién a largo plazo (LTP, siglas del ingles “long term
potentation”) (Petrini et al. 2009). Un interesante mecanismo para regular la morfologia
de las espinas es la incorporacion o remocién de membrana sinaptica y el recambio de

receptores post-sindpticos (Sekino et al. 2007).
« Endosomas de Reciclado

Ha sido reportado que la morfologia de las espinas es modelada en parte, por la
actividad del sistema de endosomas de reciclado, ya que el bloqueo de dicho sistema
resulta en una disminucién del nimero de espinas (Park et al. 2006). Por otra parte, para
el desarrollo del LTP se requiere de la insercion de receptores AMPA mediada por
exocitosis (Lu et al. 2001; Park et al. 2004) junto con la endocitosis de las subunidades de
canales de K+ dependientes de voltaje del tipo A (Kv4.2), aumentando localmente la
excitabilidad dendritica (Kim et al. 2007). Ademds cuando se interfiere con la
internalizacidn de los receptores AMPA se provoca una excito-toxicidad, ya que aumenta
la sensibilidad al glutamato lo que conlleva a una eventual pérdida de espinas dendriticas
(Hasbani et al. 2001). Por lo tanto, debe existir un fino balance entre la endo y la
exocitosis, dependiente de la actividad, para responder de manera precisa.

* Polirribosomas

Las respuestas plasticas de la espinas dendriticas depende también de la habilidad
de regular la sintesis o degradacidn de proteinas mediante el sistema de proteosomas.
Steward y Levy (1982) demostraron que toda la maquinaria necesaria para sintetizar
proteinas, como polirribosomas, se encuentra en la base de las espinas (para mayor
informacion ver revision Bourne y Harris 2008). Estos polirribosomas generalmente se
redistribuyen preferencialmente a las cabezas de espinas mas grandes durante el LTP.

Ademads, varios estudios observaron la presencia de reticulo endopldsmico rugoso vy
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aparato de Golgi en las dendritas, donde podrian sintetizar y regular localmente la sintesis

de proteinas (Cooney et al. 2002; Horton y Ehlers 2004; Grigston et al. 2005).
* Reticulo Endoplasmico Liso

Ya hace 15 afios desde la primera vez que se observé REL en las espinas
dendriticas. Probablemente, esta organela participe en la regulacién del calcio. La entrada
de calcio a la neurona puede estimular la liberacién de mayor cantidad de éste, desde el
REL, provocando que el aumento de calcio se propague por toda la cabeza de la espina
(Sabatini et al. 2001; Spacek y Harris 1997). A su vez, el calcio facilita el modelado del

citoesqueleto de actina (Oertner y Matus 2005).
« Mitocondrias

Las mitocondrias rara vez se encuentran en las espinas dendriticas; sin embargo,
estan presentes abundantemente en el eje dendritico. Probablemente, el ATP producido
por estas organelas difunda desde el eje dendritico hacia las espinas proveyendo de esta
forma la energia necesaria para la traduccion de sefiales mediadas por proteinas quinasas

(Li et al. 2004; Bourne y Harris 2008).
« Citoesqueleto de Actina

La formacion y la morfologia de la espinas dendriticas se encuentra regulada por
los filamentos de actina (Matus et al. 2000; Zito et al. 2004). La actina es una proteina
globular de 43KD. La actina puede existir en forma monomérica (G-actina, del ingles
globular actin) o bién, las diferentes subunidades se pueden ensamblar dando lugar a la
formaciéon de actina filamentosa también conocida como F-actina que cuenta con
propiedades bioquimicas y biofisicas particulares. La transicion de un estado a otro le
confiere una gran flexibilidad y le permite participar de manera determinante en una gran
variedad de procesos. Por esta razén, la célula regula la actina que tiene disponible asi
como el estado (G-actina o F-actina) en que se encuentra. Para ello, ademas de las
propiedades de la molécula de actina y de los filamentos que conforma, cuenta con la
colaboracion de las proteinas que se unen a la actina (ABP del inglés actin-binding

proteins) (Gungabissoon y Bamburg 2003; Nicholson-Dykstra et al. 2005; Fukata et al.
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2003).

Numerosos estudios evidenciaron el importante papel que desempefia, en la
morfogénesis de espinas dendriticas, la dindmica de actina y los mecanismos que regulan
dicha dindamica. Ademas del “recambio rotatorio” de F-actina (del ingles “Treadmilling”),
gue es uno de los mecanismos propuestos de regulacidon de la dindmica de actina que
propone que la tasa de adicion de los mondmeros en el extremo barbado de los
microfilamentos es igual a la tasa de disociacidn en el extremo en punta, sin un aparente
cambio en la longitud total del filamento (Wegner 1976), en las espinas dendriticas
también son importantes otros procesos que regulan la dindmica de actina como: la
nucleacion que supone la formacion de nuevos filamentos y el trafico de pequenos
filamentos de F-actina (Allison et al. 1998; Fischer et al. 2005; Fischer et al. 2000; Zhang y
Benson 2001).

La organizacion de la actina en las espinas dendriticas varia segun la sub-regién de
la misma, pero tanto su base, cuello y cabeza presentan una mezcla de distinta proporcién
de filamentos lineales y ramificados. El cuello de la espina presenta principalmente una
red de pequeiios y largos filamentos de actina ramificados mezclado con filamentos
lineales, mientras que en la punta de la cabeza de las espinas se observa la mayor
cantidad de filamentos de actina ramificados justo por debajo de la PSD (Korobova vy
Svitkina 2010)(fig.1). Los filamentos de actina en la cabeza de las espinas son muy
dindmicos y presentan una alta tasa de recambio principalmente mediante recambio
rotatorio de los filamentos de actina (Honkura et al. 2008).

A continuacion se detallan las proteinas de unién a actina mas comunes de las
espinas dendriticas:

El complejo Arp2/3, se encuentra concentrado en espinas, el mismo se une a los
costados de filamentos de actina ya existentes y provoca la nucleacién de nuevos
filamentos resultando en una red de actina mas ramificada (Goley y Welch 2006). Este
complejo ha sido implicado en la formacién de la cabeza de las espinas dendriticas
(Wegner et al. 2008; Hotulainen et al. 2009). Asi mismo, la falta de alguno de sus

activadores, como cortactina, WAVE-1 (proteina 1 homologa a la familia WAS verprolina),
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N-WASP (proteina del sindrome neural Wiskott-Aldrich) y Abp 1 (proteina de unién a la
actina 1) provoca alteraciones en la densidad y morfologia de las espinas dendriticas
(Hering y Sheng 2003; Grove et al. 2004; Kim et al. 2006; Soderling et al. 2007; Wegner et
al. 2008).

Profilina |y profilina 1, son importantes en la polimerizacion de actina. Estas
favorecen la incorporacion de los mondmeros de G-actina-ATP promoviendo el
crecimiento del filamento (Pollard et al. 2000).

La proteina capping, cumple una importante funcién en el ensamblado de actina.
Esta se une al extremo barbado (+) del filamento restringiendo su polimerizacién cuando
ella no es requerida (Pollard y Borisy 2003).

El complejo ADF/cofilina (factor depolimerizante de la actina/cofilina) induce la
depolimerizacion de los filamentos de actina desde su extremo en punta (-) , provocando

I "

el aumento del “treadmillig”. La accién del complejo ADF/cofilina es esencial para
mantener el pool de mondmeros de actina (Hotulainen et al. 2009; Hotulainen et al.
2005). En neuronas, cofilina 1 es necesaria para el correcto ciclado de actina y se la ha
involucrado en la modulacién de la morfologia de espinas dendriticas (Hotulainen et al.
2009). Asi mismo, cuando la quinasa LimK1, que regula negativamente a ADF/cofilina, es
inhibida resulta en una alteracion de la morfologia de la espinas dendriticas (Meng et al.
2002).

Muchos receptores sinapticos como los receptores glutamatérgicos NVIDA y AMPA
intervienen en la dindmica de actina (Fischer et al. 2000). Los receptores NMDA regulan el
citoesqueleto de actina de al menos dos formas (1) mediando el flujo de Ca* en la
neurona post-sindptica, que modula la actividad de muchas proteinas de unién a actina,
como la proteina quinasa CaMKIIB (Lisman et al. 2002) y (2) uniéndose directamente a
proteinas de unidn a actina o regulando otras proteinas. Asimismo, varios receptores
tirosina quinasas participan en vias de seiializacién intracelulares que intervienen en la
dinamica de actina, como los miembros de la familia de receptores de factores tréficos
cerebrales (Trk), particularmente el receptor para el factor tréfico derivado de cerebro

(BDNF) (Menna et al. 2009; Lai et al. 2012). En este sentido, ha sido demostrado que la
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estimulacién por largos periodos de tiempo con BDNF, sobre cultivos organotipicos de
hipocampo promueve la generacion de espinas dendriticas, a través de la via de
sefializacién de las ERK (Alonso et al. 2004; Tyler y Pozzo-Miller 2001). Otras proteinas que
también han sido involucradas en la morfogénesis de espinas dendriticas son las
moléculas de adhesion celular (Yoshihara et al. 2009).

Otras proteinas importantes que regulan la dindmica del citoesqueleto de actina
son las pequefias Rho y Ras GTPasas, incluyendo Rho A, Rac y Cdc42 (Raftopoulou y Hall
2004). Estas son proteinas de unién a nucledtidos guanina, que ciclan entre un estado
activo, unido a guanosina trifosfato (GTP), y un estado inactivo, unido a guanosina
difosfato (GDP) (Nobes y Hall 1994). Dicha caracteristica, les confiere la capacidad de
filtrar, amplificar y temporalizar las sefiales que ellas reciben. El ciclado entre estos dos
estados funcionales esta altamente regulado por dos juegos de proteinas: (1) Factores de
Intercambio de Nucleotidos (GEFs, por sus siglas en inglés) que promueven el intercambio
de GDP por GTP y por lo tanto activan a las Rho GTPasas; y (2) Proteinas Activadoras de la
Actividad GTPasa (GAPs, por sus siglas en ingles) que estimulan la actividad GTPasa
intrinseca de las Rho GTPasas. La hidrdlisis del GTP a GDP vy liberacion de Pi provoca un
cambio conformacional en los dominios de unidn a los efectores, su liberacion y por lo
tanto una disminucion en su actividad (Heasman y Ridley 2008). Como ejemplo de GEFs
podemos mencionar: Tiam1, la cual activa especificamente a los miembros Rac-1, Rac-2 y
Rac-3 de la subfamilia de Rac, mientras que el GEF Lfc activa a RhoA (Birkenfeld et al.
2008; Kunda et al. 2001). Otros GEFs son menos especificos con respecto a que Rho
GTPasa activa, por ejemplo el GEF VAV1 que puede activar a RhoA, Rac-1 y Cdc42
(Heasman y Ridley 2008). Es importante destacar que cuando las Rho GTPasas se
encuentran en su estado activo, se unen a sus moléculas efectoras e inician una cascada
de eventos de sefializacién que median respuestas celulares, incluyendo la transcripciéon
de genes y la reorganizacién del citoesqueleto de actina.

Distintos estudios demostraron que Rac promueve la formacidn de espinas
dendriticas, a través de uno de sus efectores mas caracterizados, la quinasa activada p21

(del inglés, Pak) (Luo et al. 1996; Zhang et al. 2003; Nakayama y Luo 2000), una de las
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moléculas blanco de PAK involucrada en la regulacion de la morfogénesis de espinas
dendriticas, es la cadena liviana reguladora de miosina Il (MLC, del inglés) (Zhang et al.
2005). Asi mismo, Pak es capaz de fosforilar y activar a LimK, quien a su vez fosforila a
ADF/cofilina inhibiéndola, hecho que tenderia a estabilizar los filamentos de actina
(Bourne y Harris 2008; Blanchoin et al. 2000). A su vez, estudios realizados con ratones
transgénicos deficientes de LimK demostraron que estos animales presentan espinas
dendriticas con una morfologia anormal, como asi también déficits en pruebas de

aprendizaje espacial (Meng et al. 2002).

1.1.3 Espinogénsis: Tres Posibles Modelos

Existen diferentes hipdtesis que explican como se generan las espinas dendriticas
durante el desarrollo del sistema nervioso:
(1) El primer modelo, también llamado “Modelo de Sotelo” propone que no seria
necesario un contacto sindptico para la formacidon de espinas dendriticas (Sotelo 1990).
Este mecanismo ha sido observado en neuronas cerebelares de Purkinje, en donde se
crean estructuras dendriticas con forma de espina a través de mecanismos intrinsecos,
gue no dependen del contacto axonal (Sotelo 1990).
(2) El segundo modelo o “Modelo de Miller/Peters” propone que las espinas se
originan de sinapsis que se forman inicialmente en el eje dendritico (Harris et al. 1992;
Miller y Peters 1981). Esta idea surge de la observacion de que la mayoria de las sinapsis
en neuronas en desarrrollo se establecen sobre el eje dendritico y no en los filopodios
(Harris et al. 1992). A medida que el circuito neuronal madura, el nUmero de sinapsis en
las espinas aumenta y disminuyen las sinapsis en el eje dendritico. En definitiva, en este
modelo es el filopodio axonal y no el dendritico el que busca una regién apropiada para
establecer el contacto sinaptico en el eje dendritico.
(3) El dltimo modelo, “el modelo del filopodio”, propone que las espinas dendriticas se
originan a partir de un precursor: los filopodios dendriticos, los cuales predominan en las
neuronas jovenes en desarrollo. Una vez que estos filopodios hacen contacto sinaptico

(con la membrana pre-sindptica) maduran a espinas (Marrs et al. 2001; Ziv y Smith 1996).
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Durante el desarrollo, las dendritas se encuentran densamente pobladas con estos
filopodios, los cuales son sumamente dindmicos y presentan una vida media corta, de
solo unos minutos. A medida que se forman las sinapsis, el niumero de filopodios
disminuye mientras que el nimero de estructuras del tipo espinas aumenta, sugiriendo
que los filopodios podrian ser los precursores de dichas espinas. Ziv y Smith (1996)
observaron en cultivos disociados de hipocampo una secuencia de eventos, en donde un
filopodio encuentra un axdn, crea un contacto sindptico y sufre una transformacion de
filopodio a espina. Dicha transformacién, involucra disminucion en la motilidad y en su
longitud junto con un engrosamiento de la parte distal del filopodio. En este modelo, la
gran motilidad del filopodio estaria dirigida a sensar el espacio alrededor de la dendrita en
busca de un sitio apropiado para hacer contacto con un axén. Ha sido demostrado que la
liberacién de glutamato promueve la extension del filopodio sugiriendo que este podria
ser un mecanismo de guia para el filopodio hacia el sitio de liberacién de vesiculas pre-

sinapticas (Portera-Cailliau et al. 2003)(fig. 2.).
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Figura 2. Tres posibles modelos para la espinogénesis. El diagrama ilustra las caracteristicas
esenciales de los tres modelos de espinogénesis. En el modelo de Sotelo (a) las espinas
emergen independientemente del terminal axdnico. En el modelo de Miller/Peters (b) es el
terminal axdnico quien induce la formacion de la espina. Finalmente en el modelo del filopodio
(c) un filopodio dendritico captura la terminal axonal y se convierte en una espina. Modificado
de Yuste y Bonhoeffer, 2004.
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1.2 Plasticidad Sinaptica Asociada a la Exposicion a Drogas

de Abuso

Se cree que los cambios conductuales y psicolégicos que se suscitan como
consecuencia de una experiencia, son mediados por una reorganizacion o fortalecimiento
de las conexiones sinapticas en circuitos neuronales especificos. (Robinson y Kolb 2004).
Actualmente, hay un gran interés en este campo de estudio dado a que todavia los
mecanismos moleculares involucrados en la reorganizacion estructural de dichos circuitos,
no se encuentran del todo dilucidados (Lamprecht y LeDoux 2004).

La mayoria de los estudios llevados a cabo sobre plasticidad sinaptica, involucran
procesos como el aprendizaje, el LTP, el estrés, las manipulaciones ambientales, etc., que
cambian las sinapsis o la estructura dendritica. Sin embargo uno de los ejemplos mas
sorprendentes de plasticidad dependiente de un estimulo es la adiccién, en donde la
experiencia con una droga puede provocar cambios conductuales y psicoldgicos que
pueden perdurar toda la vida (Robinson y Kolb 2004). Asimismo, cada vez existe mas
evidencia que las drogas de abuso usurpan muchos de los mecanismos celulares y
moleculares involucrados en otras formas de plasticidad sindptica (Berke y Hyman 2000;
Nestler 2001; Hyman y Malenka 2001). Se piensa que estos mecanismos involucran
cambios iniciados, en parte, por la entrada de calcio via receptores NMDA, la activacion
de cascadas de sefializacion intracelulares que alterarian la expresion de genes, moléculas
de adhesién, de proteinas relacionadas al citoesqueleto y de otras proteinas necesarias
para la formacién de las sinapsis (Lamprecht y LeDoux 2004). Asimismo numerosos
estudios encontraron un aumento de la liberacion del factor neurotréfico BDNF, cuando se
estimula con psicoestimulantes; por ejemplo los niveles del ARNm de BDNF aumentan en
la corteza prefrontal luego de una sola inyeccion con cocaina (Le Foll et al. 2005) y en
amigdala basolateral, corteza piriforme e hipotdlamo paraventicular, luego de Ia
administracion repetida con Anf (Meredith et al. 2002); otros trabajos observaron que la
administracién con una sola inyeccién de Anf incrementa la inmuno-marcacién con un

anticuerpo que reconoce al receptor fosforilado de TrkB (el mismo sufre auto-
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fosforilacion, luego de ser activado por BDNF) en NAc y Cpu, dos horas después de dicha
administraciéon (McGinty et al. 2011; Saylor y McGinty 2008).

La plasticidad sindptica y el area donde se expresara dicha plasticidad inducida por
los psicoestimulantes, varia seglin el protocolo de administracién (tratamiento crénico 6
agudo, auto-administracién 6 administracion por el experimentador, administraciones
ininterrumpidas o con un periodo de abstinencia, ambiente novedoso versus jaula hogar,
etc. ), tipo de droga y la dosis de la misma.

La administracién repetida de psicoestimulantes modifica la morfologia dendritica,
la excitabilidad de membranas, la expresion diferencial de genes y la liberaciéon de
neurotransmisores en distintas areas del cerebro (Sorg et al. 1997; Crombag et al. 2005;
Norrholm et al. 2003; Robinson y Kolb 2004; Dong et al. 2005). Estudios realizados por
Robinson y Kolb (1997), encontraron que el tratamiento crénico con Anf provoca cambios
prolongados en el comportamiento, incluyendo una sensibilizacion a los efectos
locomotores y de recompensa. Estos cambios se ven reflejados en adaptaciones
estructurales en areas del cerebro que median los efectos de activacién motora y de
recompensa, como lo son el Nucleo Acumbens (NAc) y la corteza prefrontal (CPf). Mas
aun, observaron un incremento en la longitud dendritica, un aumento en la densidad de
espinas dendriticas y un incremento de espinas bifidas. Asimismo, el aumento en Ia
densidad de espinas ha sido reportado en dendritas distales del NAc, lo cual sugiere que la
Anf provocaria cambios estructurales en dareas donde interacciona la dopamina y el
glutamato (Li et al. 2003). Otro trabajo llevado a cabo por estos mismos autores (Robinson
y Kolb 2004), demuestran que animales entrenados para auto-administrarse Anf de
manera crénica, presentan un aumento de espinas dendriticas en neuronas del NAc,
mientras que en hipocampo, encuentran un incremento de espinas en ambas condiciones
experimentales: ratas que se auto-administran cocaina o sacarosa. Por otra parte, un
estudio mas reciente llevado a cabo por Nestler y colaboradores (2012), en el cual
administran cocaina de manera crénica a ratones y sacrifican a diferentes horas de
abstinencia, observan una plasticidad sinaptica diferencial a subregiones del NAg,

mostrando un aumento en la densidad de espinas de la corteza del NAc (en dendritas
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proximales) pero no en el centro en NAc.

En un interesante estudio, observan que en rebanadas de hipocampo provenientes
de animales administrados con cocaina por 5 dias, hay un aumento en LTP en la regién de
CA1 versus rebanadas de hipocampo de animales controles (Thompson et al. 2002). Otro
estudio también llevado a cabo por Thompson y colaboradores (Thompson et al. 2005)
encuentran que en rebanadas agudas de hipocampo, cocaina tiene un efecto bifasico
sobre la magnitud del LTP dependiente de la dosis. A dosis moderadas de cocaina (5-10
UM) provoca un aumento del LTP y a dosis altas (30 uM) inhibe el LTP. A su vez observan
gue para que aumente el LTP a dosis moderadas es necesaria la sefalizacién de
receptores del tipo D2, ya que al inhibirlos se previene dicho efecto. Lo cual sugiere que la
dopamina liberada en presencia de cocaina puede actuar via receptores del tipo D2 para
provocar un aumento significativo del LTP en la regién CA1 del hipocampo.

Hasta el momento existen pocos antecedentes donde se estudie el efecto de
drogas de abuso in vitro. Experimentos realizados en cultivos de la linea celular PC12
tratadas por 5 dias con Anf, muestran un incremento en el porcentaje de células con
neuritas respecto a los cultivos controles. Este efecto lo observan a los 10 dias posteriores
al retiro de la droga del medio de cultivo, y concluyen que no es necesaria la integracion
de un circuito sindptico como asi tampoco una neuroanatomia intacta para que se

desarrolle dicho fendmeno (Park et al. 2002).

1.2.1 Las Drogas de Abuso

La adiccion se define como una enfermedad cronica del cerebro con recaidas,
caracterizada por la busqueda y el uso compulsivo de drogas, a pesar de sus
consecuencias nocivas. La adiccién, es un desorden devastador acompanado de grandes
costos sociales y médicos, que hoy en dia es aceptada como una enfermedad neurolégica
gue comprende factores genéticos y sociales (London 2005; Nestler 2001; Kreek 2001).
Los cambios que provocan pueden durar largo tiempo y llevar a comportamientos
peligrosos.

A partir de datos estadisticos se puede estimar que por ejemplo en los EEUU, el
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abuso y la adiccion al alcohol, la nicotina y a las sustancias ilegales provocan un gasto de
mas de 500 mil millones de ddlares al afio, si se suma su impacto médico, econémico,
penal y social. A su vez, cada ano el abuso de drogas ilicitas y del alcohol contribuye a la
muerte de mas de 100.000 personas en ese pais (Rehm et al. 2009).

A pesar de las graves consecuencias que representa esta patologia para los
individuos y los altos costos que le implican a la sociedad, los precisos mecanismos
moleculares y celulares subyacentes al proceso de adiccién a drogas quedan aun por ser
dilucidados. Por todo lo expuesto es importante determinar dichos mecanismos, para asi

encontrar potenciales blancos para el tratamiento de este tipo de desordenes.

1.2.2 Anfetamina

La Anf es un psicoestimulante, mas precisamente es una fenilisopropilamina, cuyo
isémero mas potente a nivel central es el dextro. Esta puede ser consumida por via oral,
siendo absorbida por tracto digestivo y sus efectos euforizantes aparecen entre los 30 y 60
minutos, perdurando de 8 a 24 horas. En humanos, la forma mas corriente de
administracién es por via intravenosa, por inhalacion o fumada (Scott y Aperia 2009)
(Fernandez E., 2006), mientras que en animales de experimentacion, es administrada de
manera intraperitoneal, auto-administracion o mediante la colocacién de bombas
subcutdneas.

La Anf y sus variantes quimicas (metanfetamina, metilfenidato, éctasis, y hierbas
como la efedra), tienen un importante rol medicinal y social en muchas culturas. Estas
ejercen importantes efectos sobre la funcién mental y el comportamiento, pudiendo

producir neurodegeneracién y adiccion (Sulzer et al. 2005).

1.2.3 Modo de Accion
Los psicoestimulantes actian a nivel de los terminales axdnicos de neuronas
liberadoras de monoaminas (dopamina, serotonina y norepirefrina) (Berke y Hyman 2000)
aumentando la concentracion de estos neurotransmisores en el espacio sinaptico por

diferentes mecanismos. Por ejemplo, la cocaina aumenta la concentracidn extracelular de
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dopamina (DA) por bloqueo de la recaptacién en el terminal presindptico, inhibiendo al
transportador de DA (DAT). Mientras que el mecanismo de accién de Anf es mas
complejo, esta actia como un inhibidor competitivo del DAT, ya que funciona como un
sustrato de este, transportando la Anf al interior del terminal sinaptico. Una vez dentro
del terminal, Anf es trasportada al interior de las vesiculas sinapticas por medio de
difusion y a través del transportador vesicular de monoaminas tipo 2 (VMAT-2), donde
aumenta el pH de estas y produce que la DA se libere dentro del terminal sindptico, donde
finalmente escapa de la célula mediante un trasporte reverso a través del DAT (Sulzer et
al. 2005; Leviel 2001; Kalivas 2007; Nestler et al. 1999; Sulzer 2011). Este mecanismo
resulta en un dramatico incremento de la DA extracelular, el cual se lo relaciona con las
propiedades psicoestimulantes de Anf (ver fig. 3).

Asimismo, la Anf posee otros mecanismos por los cuales puede alterar los niveles
extracelulares de DA, regulando dos enzimas que intervienen en la sintesis y catabolismo
de esta: Anf promueve la actividad de la tirosina hidroxilasa (TH), que es la enzima
limitante en la sintesis de DA (sintetiza el precursor de DA, L-DOPA) e inhibe la actividad

de la monoamina oxidasa (MAQO) enzima citosélica que degrada la dopamina(fig. 3).
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Figura 3. La anfetamina ejerce muiltiples efectos que en conjunto actiian para aumentar los niveles de
DA extra-sinapticos por un mecanismo de liberacién que es independiente de la fusién de vesiculas
sinapticas e inhibe la recaptacion de DA. La Anf es sustrato del DAT y actuda favoreciendo la liberacion
de DA citosdlica a través del transporte reverso. Ademas, actia como inhibidor competitivo del DAT, y
por lo tanto hace mas lenta la recaptacion de DA a través del DAT. Una vez en el citosol, Anf aumenta la
DA citosolica,por tres mecanismos: (1) activando la TH; (2) inhibiendo la MAO vy (3) redistribuyendo la
DA vesicular al citosol. Abreviaturas: DA, Dopamina; VMAT-2, transportador vesicular de monoaminas
tipo 2; DAT transportador de dopamina; TH, tirosina hidroxilasa, MAO, monoamina oxidasa. Modificado
de Sulzer y colaboradores, 2011.
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1.2.4 Dopamina y su Transportador

DA es un neurotransmisor que esta involucrado en una variedad de funciones
cognitivas, motivacionales, neuroenddcrinas y motoras (Greengard et al. 1999). Los dos
grupos mas grandes de neuronas dopaminérgicas en el cerebro de un mamifero se
encuentran en la substancia nigra pars compacta (SN) y en el drea tegmental ventral
(VTA). Las neuronas de la SN forman la via nigroestriatal que proyecta principalmente al
estriado dorsal, controlando los reflejos posturales y la iniciacion del movimiento. Desde
el VTA parten dos vias: la via mesocorticolimbica, que proyecta a dreas subcorticales y
nucleos limbicos y la via mesocortical, la cual proyecta principalmente al cingulado vy
cortezas entorrinal y prefrontal medial.

Una vez liberada la DA en respuesta a la llegada de los potenciales de accidn, ésta
es retirada rapidamente del espacio sindptico nuevamente hacia el interior de la neurona
a través del transportador de alta afinidad DAT, regulando de este modo tanto la
duracién,como la intensidad de la transmision sindptica. DAT se expresa selectivamente
en la membrana plasmdtica de axones, dendritas y soma de las neuronas dopaminérgicas,
encontrandose altamente enriquecido en la periferia de las sinapsis, pero ausente dentro
de las areas sinapticas activas (Nirenberg et al. 1996; Nirenberg et al. 1997). DAT es parte
de una familia de transportadores Na+/Cl- de la que también forman parte el
transportador de noradrenalina, el transportador de serotonina y un transportador de
acido y-aminobutirico (GABA) con los cuales comparte homologia y mecanismos de
regulacion (Torres 2006). Dada su importancia, la funcidon de DAT es altamente regulada
por una amplia gama de moléculas, que incluyen a la proteina quinasa A (PKA), la proteina
guinasa C (PKC), CAMKII, TrK y a-sinucleina, entre otros (Chang et al. 2001; Torres 2006).

El principal mecanismo de regulacion de la funcién de DAT es llevado a cabo a
través de la modulacidn de sus niveles en la membrana plasmatica, mediante endocitosis
(Melikian y Buckley 1999). Esta endocitosis, es realizada en vesiculas cubiertas de clatrina,
pudiendo responder tanto a mecanismos constitutivos de reciclaje o ser regulada también
por diversas proteinas y sefiales intra o extracelulares (Melikian 2004; Sorkina et al. 2005).

El mecanismo mas estudiado y aparentemente mas importante en la regulacion de la
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funciéon del DAT es la endocitosis por medio de la activacién de PKC en respuesta a
estimulos como despolarizacién o aumentos en los niveles de Ca2+ (Loder y Melikian
2003). Por otro lado, la insulina o el BDNF producen aumentos en los niveles de insercion
de DAT en la membrana plasmatica a través de receptores TrK, los cuales activan vias de
sefializacién que incluyen a la quinasa de fosfoinositol 3 (PI3K) y MAPKs(proteina quinasas
activadas por mitégenos) (Hoover et al. 2007).

Los niveles de insercion del DAT en la membrana plasmatica son también
regulados por los niveles de DA en la sinapsis. Estudios realizados en lineas neuronales y
en sinaptosomas de cuerpo estriado, demostraron que la administracién de dosis
fisiolégicas de DA producen un aumento rapido de los niveles de DAT en la membrana
plasmatica (Furman et al. 2009). Por otro lado, ha sido demostrado que dosis mayores de
DA producen una disminucion de los niveles del DAT en la superficie celular (Chi y Reith
2003; Richards y Zahniser 2009). Estos resultados podrian ser explicados si se tiene en
cuenta que inmediatamente después de la liberacién de DA, seria necesaria una mayor
capacidad de recaptacion de DA por lo que se favoreceria la insercién de DAT en la
membrana (Furman et al. 2009). Por otro lado, la disminucidon de DAT luego de periodos
prolongados de altas concentraciones de DA podria representar un mecanismo de
proteccién, dado que la DA citosdlica puede ser téxica para las neuronas (Ziv et al. 1994).
Ademds, ha sido demostrado que moléculas que actian como sustrato para DAT,
especialmente Anf, producen efectos en el trafico de DAT desde y hacia la membrana en
una manera muy similar a lo observado con DA, es decir un aumento transitorio a bajas
dosis, y una disminucidn créonica a mayores dosis y tiempos de administracion (Kahlig y
Galli 2003; Furman et al. 2009; Richards y Zahniser 2009). Contrariamente, farmacos que
bloquean al DAT, como cocaina y metilfenidato, producen aumentos en los niveles de
expresidn de dicho transportador y un aumento en los niveles de recaptacion de DA luego

de la eliminacidn de estos (Little et al. 2002; Kahlig y Galli 2003).
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Figura 4: Circuitos dopaminérgicos mesoestriatal, mesocortical y mesolimbico. En la imagen de la
izquierda se observan un diagrama de las aferencias de cadas circuito. En el panel de la derecha se
observan imagenes de la ubicacion de los somas dopaminérgicos y las areas hacia donde éstos
proyectan sus axones. Modificado a partir de Bjorklund y Dunnett, 2007b y Lammel y col., 2008.

1.2.5 Receptores de Dopamina

La accidn de DA se encuentra mediada por receptores pertenecientes a una familia
de siete proteinas G transmembrana (GPCR). Existen cinco genes que codifican para
receptores dopaminérgicos: D1, D2, D3, D4 y D5, los mismos son clasificados en dos
grupos D1 y D2 basado en la homologia de secuencias de aminoacidos y segun su perfil
farmacoldgico y funcional.

Los receptores D1 (rD1) , que incluyen los receptores D1 y D5, estan acoplados a
proteinas GaS que estimulan a adenilato ciclasas, incrementando la producciéon de
adenosin  monofosfato ciclico (AMPc) que luego provoca la activacion de PKA,
desencadenando subsecuentemente la activacion de diversas cascadas de senalizacén,
incluyendo la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK, del inglés). Los receptores
D2, incluyen D2, D3 y D4, se encuentran acoplados negativamente a la via de sefializacién,
AMPc/PKA. Asimismo, los receptores del tipo D2, modulan los niveles de Ca**y un variado
nimero de procesos intracelulares dependientes de la sefializacion de Ca™. Asi la DA, a
través de diversos mecanismos dependientes e independientes de Ca™ y AMPc, influencia
la actividad neuronal, plasticidad sinaptica y el comportamiento (Nicola et al. 2000;
Seamans y Yang 2004; Surmeier et al. 2007).

Los receptores de dopamina se encuentran distribuidos en el soma vy a lo largo del

arbol dendritico de neuronas receptoras de DA. Sin embargo, una poblacién Unica y
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desproporcionadamente grande de receptores de DA se localizan en las espinas
dendriticas, donde ocurren la mayoria de las sinapsis glutamatérgicas excitatorias.
Ademads, un subgrupo de espinas que presentan receptores de DA se encuentran
inervadas por terminales glutamatérgicas y dopaminérgicas simultaneamente (Levey et al.
1993; Bergson et al. 1995). Los receptores de DA que estan en las espinas dendriticas
difieren de los receptores extra-sindpticos, en que se encuentran fisica y tal vez
funcionalmente confinados al pequefio volumen de las espinas. Estos receptores podrian
moldear las propiedades biofisicas de las espinas individuales en respuesta a procesos
cognitivos y motivacionales. Por otra parte, existen evidencias que demuestra que los
receptores de DA que se encuentran en las espinas estan asociados al PSD (Zhang et al.
2007).

El rD1 se expresa en varias regiones del cerebro como la corteza, hipocampo,
amigdala y mas intensamente en el estriado, bulbo olfatorio y substancia nigra. El 50% de
las neuronas espinosas medias (NEM, neuronas estriatales) del estriado expresan rD1.
Estos receptores se localizan principalmente en la cabeza de la espina, eje dendritico y
menos frecuentemente en el soma de dichas neuronas. En la corteza y el hipocampo los
rD1 se expresan principalmente en neuronas piramidales, predominantemente con
localizacién subcelular en espinas de dendritas apicales, dichos receptores también se
encuentran presentes en una subpoblacién de interneuronas (Bergson et al. 1995). En
neuronas piramidales de la corteza, los receptores D5 (rD5) se encuentran co-expresados
con los rD1 y se localizan predominantemente en el eje dendritico, donde las neuronas
gabaérgicas (de tono inhibitorio) forman principalmente contactos post-sinapticos. La
distribucién de los rD1 y rD5 a nivel subcelular sugiere que podrian estar mediando
distintas funciones, excitatoria e inhibitoria respectivamente. La localizacion subcelular de
los rD2 es post y pre-sinaptica. Pre-sinapticamente en el estriado y corteza prefrontal, se
encuentran asociados con regiones que proyectan aferentes dopaminérgicas vy
glutamatérgicas. Post-sindapticamente estan concentrados en los ejes dendriticos y en

espinas de neuronas piramidales de la corteza y en NEM del estriado.
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1.2.6 Inervacidon Dopaminérgica y Localizacion de Receptores

Las neuronas dopaminérgicas hacen contacto con una gran variedad de células
post-sindpticas en multiples regiones del cerebro como el estriado, la corteza, el
hipocampo y la amigdala (fig. 4). La regidén que se encuentra mas densamente inervada es
el estriado, donde casi la totalidad de las NEM se encuentran inervadas por DA debido a la
extensa ramificacion de los axones dopaminérgicos. El 90-95 % de las células estriatales
son NEM, y son el principal blanco de las inervaciones provenientes de corteza y talamo.
Estos estimulos glutamatérgicos regulan la densa poblacién de espinas que presentan las
NEM. La mayoria de las varicosidades dopaminérgicas estan en contacto con las espinas y
en menor medida con el eje dendritico y con el soma neuronal, formando de esta manera
sinapsis axo-somaticas, axo-dendriticas y axo-espinales. Las sinapsis axo-dendriticas
generalmente se forman en los ejes dendriticos proximales, mientras que las sinapsis axo-
espinosas se dan predominantemente en dendritas distales. Una subpoblacién de espinas
es inervada simultdaneamente por terminales dopaminérgicas y glutamatérgicas |,
formando el “circuito microestriatal” o la “triada sindptica” (fig. 5). En las neuronas
piramidales de la corteza y del hipocampo, se observa una arquitectura de inervacion
dopaminérgica similar. Este arreglo en “triada” puede funcionar como un detector de
coincidencia heterosindptico mediante el cual la activacidon de terminales dopaminérgicas
puede influenciar selectivamente la convergencia glutamatérgica a nivel de la espina

dendritica (Yao et al. 2008).
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Figura 5. Configuracién hipotética de las espinas segtin el contenido de rDA. Las triadas sinapticas,
reciben inervaciones dopaminérgicas en el cuello de la espina y puede servir como detector de sefial
dopaminérgica tanto ténica como fasica. Las espinas que contienen rD1, rD2 y rD1/rD2 responden de
manera diferente a la estimulacién por DA, por lo tanto pueden presentar una fisiologia sindptica
distintiva. La activacion de rD1 aumenta los niveles de AMPc, mientras que la activacién de rD2 los
disminuye. La activacién de rD2 puede contribuir a la sefializacién de Ca*2 en la espina. Los tamafios

de fuente de letra representan los niveles hipotéticos de cAMP o Ca+2. Modificado de Yao, Spealman,
y Zhang 2008.

1.2.7 Seiializacion Dopaminérgica

Un integrante importante de la sefializacion dopaminérgica es la fosfoproteina
regulada por AMPc y dopamina, PM-32 kD (DARPP-32). La sefializacion de dopamina a
través de los rD1, activa la adenilato ciclasa, resultando en una produccién de AMPc y una
consecuente fosforilacion de DARPP-32 en la treonina 34 mediada por PKA. Esta
fosforilacion convierte a DARPP-32 en un potente inhibidor de la proteina fosfatasa 1
(PP1, del inglés)(Nairn et al. 2004; Nishi et al. 2000). PP1 es una serina/treonina fosfatasa
gue regula muchas fosfo-proteinas en el cerebro de los mamiferos. Por lo tanto, la
activacion de rD1 puede llevar a un aumento del estado de fosforilacién de una serie de
fosfo-proteinas, incluyendo receptores de neurotransmisores, canales idnicos, bombas
idnicas y factores de transcripcidon a través de la regulacidon de la actividad de PP1. La
estimulacién de rD2 lleva a la inhibicion de la sefializacién de PKA, por lo tanto una

disminucion de DARPP-32-treonina 34 (ver fig. 6).
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1.2.8 Circuitos Neuronales Importantes que Intervienen en la
Adiccion a Drogas

« Anatomia Basica del Circuito de Recompensa

Los sustratos neurobioldgicos naturales que modulan la recompensa del
aprendizaje y del comportamiento motivado, son algunas de las funciones evolutivamente
mas conservadas en el cerebro de los mamiferos y funcionan para dirigir todos los
recursos a procurar comida y reproduccion (Walker y col., 1996). Las drogas de abuso
usurpan estas funciones basicas, esencialmente secuestrando muchos de los mecanismos
celulares y moleculares fisiolodgicos de la plasticidad sindptica (Kauer y Malenka 2007;
Kalivas 2009; Russo et al. 2010; Sulzer 2011). El NAc, también llamado estriado ventral,
juega un rol fundamental en el circuito neuronal responsable de las conductas motivadas,
en otras palabras, del tipo de comportamiento que subyace a la busqueda compulsiva de
droga en los adictos a psicoestimulantes. Este tipo de conducta se origina a partir de
proyecciones glutamatérgicas en areas limbicas y corticales (las mas importantes son: la
amigdala basolateral, el hipocampo y la corteza prefrontal) y convergen en el mismo
blanco post-sindptico: NEM del NAc. Luego de la integracién de estas inervaciones, el NAc
proyecta hacia el Palidum ventral y en el mesencefalo ventral, quienes son los

responsables de la ejecucién motora del comportamiento motivado. Por lo tanto, el NAc
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sirve de interface entre regiones limbicas y sistemas motores y el comportamiento de
busqueda de la droga depende, en ultima instancia de la transmisién glutamatérgicas en
el NAc (Wolf 2002; Golden y Russo 2012).

La DA ha sido el foco de estudio en la investigacion de adiccidén a cocaina y Anf, ya
gue estos psicoestimulantes actlan inicialmente aumentando la liberacién de DA y
también porgue las neuronas dopaminérgicas participan en la ejecucién de
comportamientos normales relacionados a la motivacion y la recompensa. De hecho, la
DA se encuentra frecuentemente presente en modelos de adicion basados en el
glutamato, dado a que el glutamato y la DA convergen en muchas dareas del cerebro,
incluyendo el NAc. Por lo tanto, las mismas NEM que reciben aferencias glutamatérgicas
limbicas y corticales también reciben proyecciones dopaminérgicas del VTA (Floresco et al.
2001). La DA regula la interaccidon entre las proyecciones glutamatérgicas que llegan al
NAc, influenciando la transmisién sindptica (Rosenkranz y Grace 2001). Las neuronas
dopaminérgicas del VTA también proyectan a regiones limbicas y corticales importantes
para la adiccion, como lo son la CPF, el hipocampo y la amigdala. La transmision
dopaminérgica en estas regiones modula la actividad de circuitos relacionados a la

adiccién y es necesaria para algunos tipos de conductas de busqueda de la droga.

* Hipocampo

El hipocampo es un area de particular interés, ya que tiene un rol central en
muchos aspectos del proceso adictivo, incluyendo la recaida al uso de drogas (Eisch y
Harburg 2006).

El nombre hipocampo proviene por la similitud de dicha regidon cerebral con el pez
de mar (caballito de mar o hipocampo). Se encuentra localizado en el |6bulo temporal del
cerebro y en estrecha comunicacidn con diversas regiones de la corteza cerebral en lo que
se denomina sistema o formacion hipocampal. EIl mismo estd constituido por el
hipocampo (propiamente dicho), el giro dentado, subiculum y corteza entorrinal
(Andersen et al. 2006).

En el hipocampo propiamente dicho, una capa de células piramidales (denominada
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capa principal) describe una trayectoria en forma de “C” invertida en la que se distinguen
tres regiones denominadas “Cuerno de Amoén” (CA) CA1l, CA2 y CA3. A su vez, en el
hipocampo se pueden distinguir tres capas corticales: la capa stratum oriens, la capa
stratum radiatum y stratum lacunosum-moleculare. La capa celular principal consiste
primariamente de células piramidales. Las células piramidales de CA3 son mas grandes y
la capa es mas gruesa que la de CAl. Cada célula piramidal tiene un arbol dendritico
apical que se extiende a través del stratum radiatum y del stratum lacunosum-moleculare
y también presentan un arbol dendritico basal que se extiende en el stratum oriens. En el
giro dentado se encuentran: una capa principal de células granulares, una capa molecular
celular, ubicada sobre la anterior y una capa de células polimodrficas o hilus, ubicada
debajo de la capa principal (fig. 7 )(Tresguerres 2005; Burwell y Agster 2008).

El criterio primordial para incluir a las estructuras corticales dentro de la formacién
hipocampal, es poseer una estructura trilaminar. A su vez, estas estructuras se encuentran
conectadas por un gran circuito unilateral que comienza en las células granulares del giro
dentado y envian proyecciones a CA3. En respuesta, las células piramidales de CA3 envian
proyecciones unilaterales a CAl. Las neuronas de esta capa proyectan al subiculum y
corteza entorrinal. La corteza entorrinal, es la estructura que provee las principales
proyecciones hacia el hipocampo (proyecta a toda la formacién hipocampal: giro dentado,
CA3, CA1 y subiculum). Dicha corteza, proyecta al giro dentado a través del via perforante
y asi provee la entrada de aferentes criticas de cortezas asociativas hacia el hipocampo. El
pasaje de las fibras perforantes desde la corteza entorrinal forma conexiones excitatorias
con las células granulares del giro dentado. Las células granulares llevan los axones que

forman el via de las fibras musgosas (“mossy fibers”, del inglés), el cual conecta con las

células piramidales de CA3. Las células piramidales de la regiéon de CA3 proyectan a las

células piramidales de CA1 por el pasaje de las colaterales de Schaffer. Las colaterales de

Schaffer forman sinapsis a distintos niveles de las dendritas de células de CA1 cerca del
cuerpo celular y niveles mas distantes. Las conexiones formadas por las colaterales de
Schaffer se llaman “sinapsis en passant” debido a que los axones de CA3 contintan

pasando a través del striatum radiatum, haciendo contacto con dendritas de muchas otras
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células piramidales.
Ademas, el hipocampo recibe otras aferencias mas débiles como las provenientes

de los nucleos del rafe, del locus coeruleus, amigadala, tdlamo (Neves et al. 2008).
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Figura 7. Anatomia basica del hipocampo. Tradicionalmente, el diagrama de inervacién del
hipocampo es presentado como un circuito trisindptico. La inervacion principal es llevada a cabo por
axones del via perforante, que transportan informacion sensorial polimodal de neuronas de la capa Il
de la corteza entorrinial hacia el giro dentado. Los axones del via perforante forman contactos
sindpticos excitatorios con dendritas de células granulares. Estas ultimas, proyectan a través de sus
axones (fibras musgosas), a dendritas apicales de neuronas piramidales de CA3 quienes luego
proyectan ipsilateralmente a células piramidales de CA1l a través de las colaterales de Schaffer y
contralateralmente a células piramidales de CA3 y CA1, a través de conexiones comisurales. Ademas
del circuito secuencial trisindptico, también hay una densa red asociativa interconectando células de
CA3 del mismo lado. Las células piramidales de CA3 también son inervadas por aferencias de células
de la corteza entorrrinal de la capa Il. Las dendritas apicales distales de las neuronas piramidales CA1
reciben aferencias de neuronas de la capa Ill de la corteza entorrinal. Modificado de (Neves et al.
2008).

1.3 Quinasa Dependiente de Ciclina 5

Las quinasas dependientes de ciclina (Cdks, del inglés), llamadas asi por requerir
proteinas ciclinas para su activacién, fueron inicialmente identificadas y caracterizadas por
participar en la progresion del ciclo celular. La quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5, del
inglés), es un miembro de la familia Cdk, que fosforilan residuos serina y treonina. Sin

embargo, esta quinasa difiere del resto de las Cdks por dos motivos: no requiere de
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ciclinas para su activacidon y no desempeiia ninguna funcién, al menos conocida hasta el
momento, en el ciclo celular (Cheung y Ip 2007). La actividad de Cdk5 es regulada
fundamentalmente por la asociacidon con dos proteinas activadoras p35 y p39, aunque
también puede ser activada por la Ciclina | (CCNI, del inglés) (Brinkkoetter et al. 2009). A
pesar de que Cdk5 se expresa en todos los tejidos, su actividad y expresidon es mas alta en
el sistema nervioso (Dhavan y Tsai 2001). Durante el desarrollo, los niveles de Cdk5 y p35
se encuentran regulados espacial y temporalmente. En el cerebro adulto los niveles de
expresion mas elevados se encuentran en el hipocampo de(Delalle et al. 1997). La
expresion de p35 y p39 es predominantemente en neuronas post-mitéticas del sistema
nervioso. A su vez, el patrén de expresion temporal y espacial de las mismas parece ser
complementario (Humbert et al. 2000)(Niethammer et al. 2000). Curiosamente, p39
puede compensar algunas de las funciones de p35, mientras que p35 es capaz de suplir la
falta de actividad de p39, como fue demostrado en el ratdn transgénico carente de p39, el
cual no presenta disfunciones aparentes, siendo p35 capaz de enmascarar su ausencia (Ko

et al. 2001).

1.3.1 Regulacion de Cdk5.

Como ya se menciond anteriormente, la actividad de Cdk5 depende de la
asociacién con uno de sus dos activadores p35 o p39. Estas proteinas pueden sufrir un
clivaje por la proteasa calpaina. Por lo tanto, una sefial que llegue a la célula e induzca un
aumento intracelular de calcio puede provocar la transformacion de p35 6 p39 a p25 6
p29, respectivamente (Barnett y Bibb 2011).

La subunidad activadora p35 es una proteina inestable con una vida media de 20-
30 minutos. Esta, es ubiquitinilada y de este modo degradada a través de la via de
proteosoma-ubiquitina. Cdk5 es capaz de fosforilar y regular de manera negativa a p35, ya
gue las mutantes de p35 que carecen del sitio de fosforilaciéon por Cdk5 presentan una
vida media mas larga . Por otra parte, p25 carece de la sefial de ubiquitinilacién necesaria
para ser degradada por proteosomas y es por lo tanto mas estable que p35 (Patrick et al.

1998; Shah y Lahiri 2014).
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Las Cdks pueden estar hiperactivadas si ademas de estar unidas a su activador
(ciclinas), también son fosforiladas en su bucle de activacion en la treonina 160/161 (del
inglés, T-loop). Sin embargo, este no es el caso de Cdk5, ya que la interaccién de la
guinasa con el fragmento proteolitico p25 es suficiente para la maxima activacion de Cdk5
(Poon et al. 1997). A su vez, la fosforilacién en la treonina 14 y tirosina 15 de las Cdks lleva
a la inhibicién de estas quinasas (Gu et al. 1992). Lo mismo se respeta en Cdk5 para la
treonina 14 (Matsuura y Wang 1996), mientras que la fosforilacién en la tirosina 15 de
Cdk5 es estimulatoria. Esta fosforilacion es llevada a cabo por varias tirosina-quinasas
como por ejemplo: c-Abl y puede ser facilitada por la asociacion de Cdk5 con la proteina
cable, la cual es una proteina de unidn a Abl (Zukerberg et al. 2000). Sin embargo,
recientemente ha sido publicado que dicha fosforilacién en la tirosina 15 de Cdk5 ocurre
solo cuando la quinasa se encuentra en su forma monomeérica, ya que la co-expresion, en
cultivos de neuronas, de cualquiera de sus activadores p35/p25, p39 o CCNI, inhibe dicha
fosforilacion. Este estudio sugiere que la fosforilacién en la tirosina 15 no seria un
mecanismo de activacion de la quinasa Cdk5 (Kobayashi et al. 2014). Por otra parte, Cdk5
puede ser inhibida por la ciclina D1 (Modi et al. 2012), ciclina E y por la glutation S
transferasa P (GSTP1) (Sun et al. 2011).

De manera interesante, Cdk5 y p35 también pueden ser reguladas a nivel
transcripcional. Estudios llevados a cabo en cultivos neuronales en presencia de la
glicoproteina de la matriz extracelular, laminina, revelaron que aumenta la actividad de
Cdk5, por lo que la asociacion de lamina con receptores de integrinas podria inducir la
expresion de p35 (Pigino et al. 1997; Paglini et al. 1998; Li et al. 2000). Por otra parte, el
factor de crecimiento neuronal (NGF, del inglés) induce la expresidon de p35 a través de la
via de seiializaciéon de ERK (Harada et al. 2001). Ademds, BDNF induce la actividad quinasa
de Cdk5 en cultivos primarios de neuronas (Tokuoka et al. 2000) (fig. 8).

En relacién a la tematica desarrollada en esta tesis, los psicoestimulantes, como
cocaina y Anf, también incrementan la expresién de p35 y Cdk5 (Bibb et al. 2001). Un
aumento del factor de transcripcion AFosB es observado luego del tratamiento crénico

con cocaina y los niveles de ARNm y la expresidon de Cdk5 estan aumentados en el cuerpo
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estriado e hipocampo de ratones transgénicos que expresan AFosB. Asimismo, la sobre-
expresion de este factor de transcripcion en células induce la expresion del promotor de
Cdk5, lo que podria indicar que Cdk5 podria ser un blanco de AFosB por el cual mediaria

alguno de los efectos fisioldgicos a largo plazo en el cerebro (Bibb et al. 2001).
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Figura 8. Regulacion de Cdk5. Cdk 5 es reclutada a la membrana a través de su interaccion con
p35, quien se encuentra miristoilada, p35 presenta una vida media corta, como consecuencia de
ser fosforilada por Cdk5, lo cual la convierte en blanco para ser degradada por proteosomas
mediado por ubiquitina. Modificaciones transcripcionales como ser fosforilada por c-Abl, puede
regular la actividad de Cdk5. La unién de laminina a receptores de integrinas puede estimular la
transcripcién de p35 y p39. El tratamiento a neuronas con el factor neurotréfico derivado de
cerebro (NGF) o con BDNF induce la sefializacién a través de ERK, quien media la expresion de
p35. El factor de transcripcion 6FOSB promueve la expresion de Cdk5 en respuesta al tratamiento
con psicoestimulantes. Las flechas verdes y rojas representan mecanismos regulatorios
estimulantes o inhibitorios, respectivamente. Modificado de Dhavan y Tsai, 2001.

1.3.2 Localizacion Subcelular de Cdk5

Cuando Cdk5 es sobre-expresada no muestra un patrén de distribucion especifico,
pero al ser co-expresada con p35 se ve enriquecida en la periferia celular. Por lo tanto la
localizacidn subcelular de Cdk5, esta determinada por p35 (Niethammer et al. 2000; Fu et
al. 2001). Tanto p35 como su isoforma altamente homdloga p39 se encuentran

enriquecidas en fracciones de membrana y experimentos de inmunocitoquimica revelan
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una sefal intensa de p35 en la periferia de la célula (Ko et al. 2001). Esto se debe
principalmente a que los activadores p39 y p35 presentan un motivo aminoterminal con
una sefal para ser miristoiladas, lo que les confiere una localizacion en membrana.
Cuando p35 es clivada, el fragmento remanente p25, pierde una pequefia porcion N-
terminal y de este modo su seifial de localizacion en membrana provocando que el
complejo Cdk5/p25 se trasloque a citosol pudiendo cambiar asi sus blancos (Greengard et
al. 1999). Este cambio en la localizaciéon de Cdk5 ha sido fuertemente asociado con la
hiperfosforilacion de componentes del citoesqueleto como Tau, MAPs y neurofilamentos,
llevando a la célula a la muerte (Pei et al. 1998). Por lo que, el complejo Cdk5/p25 ha sido
relacionada con enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y esclerosis lateral
amiotrofica (ALS) . Sin embargo, hay nuevas y crecientes evidencias que relacionan a p25
con procesos de plasticidad sinaptica, cuando esta se expresa de manera transitoria
(Fischer et al. 2005; Mlewski et al. 2008). Ha sido demostrado que la entrada de Ca+2
inducida por la activacion de receptores NMDA, provoca la generacién de p25, y dicha
formacién es dependiente de la proporcién de Ca+2. Asi, un alto influjo de calcio produce
una prolongada activacién de Cdk5 por la formaciéon de p25 (Kerokoski et al. 2004).

Por otra parte, el complejo Cdk5/p35 también estd presente en membranas del
aparato de Golgi donde se asocia con una fraccién insoluble a detergente enriquecida en
actina. La inhibicién de la actividad de Cdk5 disminuye la formacién de vesiculas de
membrana desde el aparato de Golgi, sugiriendo un rol de este complejo en el trafico de

membranas (Paglini et al. 2001).

1.3.3 Funciones de Cdk5

Desde que fue identificada, hace ya mas de veinte afios, Cdk5 ha emergido como
un regulador fundamental en la migracion neuronal durante el desarrollo del SNC.
Ademas Cdk5 fosforila numerosos sustratos, involucrados en la regulacion de una
variedad de procesos, desde adhesion y motilidad hasta plasticidad sindptica y adiccién a
drogas (fig. 9). Como asi también, ha sido involucrada en enfermedades

neurodegenerativas. A continuacién detallaremos solo aquellas funciones que sean

46



pertinentes para este trabajo
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Figura 9. Funciones celulares de Cdk5. Modificado de Dhavan y Tsai, 2001.

* Regulacion de la dinamica del citoesqueleto.

Como vimos anteriormente, la familia de las pequefias Rho GTPasas son
importantes en la regulacién de la dindmica de actina y algunos miembros de esta familia
estan directamente involucrados en la guia axonal, crecimiento de las neuritas y motilidad
celular (Luo 2000). En cultivos de neuronas, p35 y Cdk5 se encuentran mayormente en la
periferia de los conos de crecimiento, colocalizando con F-actina, con Rac y su efector
Pakl (Nikolic et al. 1998). Cdk5 fosforila de manera Rac dependiente a Pakl en la treonina
212 (Rashid et al. 2001) provocando que se hiperfosforile y como consecuencia disminuya
la actividad de Pak, esto promueve en ultima instancia, la dindmica del citoesqueleto de
actina (Rashid et al. 2001). Estudios recientes proponen que Cdk5 interacciona
directamente con G-actina inhibiendo su actividad, de manera independiente de la
interaccidén con cualquiera de sus activadores. Cabe destacar que esta asociacién de la
quinasa con la actina, no impide la formacién del complejo Cdk5/p35 o Cdk5/p25 (Xu et

al. 2011). A su vez, otros estudios demostraron que solo p35 y no p25 es capaz de
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interactuar con con F-actina a través de su region N-terminal provocando la formacién de
haces de actina y estabilizando el filamento (He et al. 2011).

Cdk5 también se asocia con el citoesqueleto de microtubulos, por ejemplo con
algunas proteinas asociadas a microtubulos (MAPs, por sus siglas del inglés) incluyendo
MAP1B y Tau (Pigino et al. 1997; Paglini et al. 1998). Se ha observado que la fosforilacién
de MAP1B por Cdk5 en macroneuronas cerebelares, interviene en la extensidon neuritica.
Asimismo, la fosforilacién de Tau por Cdk5, reduce la uniéon de esta proteina a los
microtubulos, en consecuencia inhibe la habilidad de Tau de promover el ensamblaje

microtubular y disminuye la actividad de nucleacién (Evans et al. 2000).

* Funciones Sinapticas de Cdk5 y Plasticidad Sinaptica.

Ha sido descripto que tanto Cdk5 como p35 se encuentran enriquecidos en las
sinapsis, a su vez se sabe que Cdk5 regula una gran cantidad de proteinas sinapticas, lo
cual implicaria que esta quinasa desempefia un importante rol en la transmisién sinaptica
(Tomizawa et al. 2002). De manera interesante, la induccion de plasticidad sindptica como
también el aprendizaje espacial dependiente de hipocampo, se encuentra alterado en
ratones transgénicos inducibles deficientes para Cdk5 y p35 (Lai y Ip 2009; Guan et al.
2011). A su vez, experimentos llevados a cabo en ratones transgénicos inducibles para
p25, revelaron que el aumento de la expresion de manera transitoria de p25 en el
hipocampo aumenta el LTP y facilita la memoria dependiente de hipocampo (Fischer et al.
2005). De acuerdo con este estudio, Angelo y colaboradores. demostraron que una baja
expresion de p25 en hipocampo de ratones transgénicos, mejora el aprendizaje espacial
(Angelo et al. 2003). Llamativamente, las mutaciones con ganancia de funcidon de Cdk5
resultaron en un incremento del nimero de sinapsis in vivo y la facilitacién del LTP en
rebanadas agudas (Fischer et al. 2003), mientras que la perdida de la actividad de Cdk5 en
los ratones deficientes para p35, resulté en una reduccion del LTD en el hipocampo
(Ohshima et al. 2005). En contraste, un modelo de ratén inducible deficiente en CdkS5,
exhibidé una reduccion de la degradacion de las subunidades NR2B de receptores NMDA,

resultando en una facilitacidon del LTP y un aumento de la formacién de memoria(Hawasli
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et al. 2007) .

Cdk5 también esta involucrada en la plasticidad estructural inducida por la
neurotrofina BDNF. La estimulaciéon de cultivos primarios hipocampales con BDNF
promueve el crecimiento dendritico y este efecto es dependiente de Cdk5. La quinasa, en
presencia de la neurotrofina,es capaz de fosforilar al receptor de BDNF TrkB en la serina
478 y de esta manera recluta a Cdc42 promoviendo, el crecimiento dendritico (Cheung et
al. 2007). Trabajos posteriores del laboratorio de la Dra. Ip (2012), demostraron que la
fosforilacion por Cdk5 en TrkB-Ser478 es necesaria para la formaciéon del LTP y de la
memoria espacial, como asi también para la generacién de espinas dendriticas bajo dichas

circunstancias (Lai et al. 2012).

* Funcion Pre-sinaptica

La actividad del terminal pre-sinaptico es crucial para la comunicacion entre
neuronas. Al ser el encargado de llevar las vesiculas que contienen los neurotransmisores
y ser el lugar de reciclado de vesiculas, el botdn sindptico es el integrador de la respuesta
final de la neurona. Por lo tanto, cualquier regulador de la fusién de vesiculas en el
terminal axénico es un potencial mediador de la fuerza sindptica para un determinado
estimulo (Barnett y Bibb 2011).

En la exocitosis, la fosforilacion de Munc-18 (en la treonina-574) por Cdk5 lleva a
una disociacion de Munc-18 con sintaxina 1A, permitiendo de este modo, que sintaxina
1A participe en la formacidn del complejo SNARE, requerido para el evento de fusién de
membrana y secrecion (Fletcher 1999). La inhibicién farmacolégica de Cdk5 disminuye la
secrecion total y la sobre-expresidon incrementa la exocitosis (Lilja et al. 2004). Cdk5,
también fosforila y regula la actividad y conductancia de los canales de Ca*? dependiente
de voltaje (VDCCs) tipo P/Qy tipo L (Tomizawa et al. 2002).

Anfifisina 1 y dinamina 1 son fosfo-proteinas que al interactuar participan en la
endocitosis de vesiculas sindpticas. Ambas proteinas son fosforiladas por Cdk5, sin
embargo la fosforilacién de dinamina 1 en varios sitios previene su unién con Anfifisina 1.

A su vez, la co-fosforilacion de anfifisinal y dinaminal por Cdk5 impide completamente la
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formacion de vesiculas y por ende la endocitosis (Tomizawa y col., 2003).
Cdk5 también ha sido relacionada con la sintesis del neurotransmisor de DA. Cdk5
fosforila la enzima TH en la treonina-31, provocando su activacién y estabilizacion (Kansy

et al. 2004).
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Figura 10. Regulacion de la eficiencia de la neurotransmision dopaminérgica por medio de la proteina
DARPP-32.El gréfico sefiala como dopamina regula a DARPP32 y a la vez como DARPP32 puede regular
a DA. Se observa que tanto PKA como Cdk5 convergen en DARP32, donde se observa la existencia de
un equilibrio dindmico y antagénico entre Cdk5 y PKA. DA: dopamina. PKA: proteina quinasa A.
PP1:proteina fosfatasa 1. PP2B: proteina fosfatasa 2. P: fosfatos. Tre34: treonina 34. Tre75: treonina 75.
Modificado de Nishi y col., 2000.

* Funcidn Post-Sinaptica

Cdk5 regula numerosas moléculas que participan en diferentes vias de sefializacion
implicadas en plasticidad sindptica y en aprendizaje.

Los receptores de neurotransmisores se encuentran anclados en una matriz
intracelular, la PSD. Un componente prominente de esta estructura es la proteina PSD-95
qgue vincula estructuralmente complejos de sefializacién con los receptores. Ha sido
demostrado que Cdk5 fosforila esta proteina e inhibe la multimerizacién y el
agrupamiento de canales idnicos, regulando de esta manera la densidad de receptores en
la membrana (Morabito et al. 2004). Otra proteina residente de la PSD es CaMKII. Cdk5 y
sus co-factores interactiian con la subunidad a de CaMKIl, de una manera dependiente de

calcio, regulando la actividad de esta quinasa (Hosokawa et al. 2006). La modulacién de la
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funcién de receptores glutamatérgicos es un mecanismo de regulacién de la plasticidad
sindptica. Se ha demostrado que Cdk5 fosforila directamente la subunidad NR2A (en la
serina-1232) de los rNMDA, resultando en una sobre-regulacion de la actividad vy
conductancia de éstos, favoreciendo la ocurrencia del LTP. Este efecto fue confirmado
usando el inhibidor especifico de Cdk5, Roscovitina, donde se observa una reduccion de la
corriente evocada por NMDA (Li et al. 2001).

Cdk5 también regula la endocitosis a nivel post-sindptico, regulando a los
receptores NMDA a través de la fosforilacién de PSD-95. La inhibicién de Cdk5 incrementa
la unién de PSD-95 a la tirosina kinasa Src, quien induce la fosforilacién de la subunidad
NR2B en la tirosina-1472, atenuando de este modo la endocitosis de esta subunidad vy
aumentando la expresion de la misma en la superficie (Zhang et al. 2008). Cdk5 también
puede regular el anclaje de la subunidad GIuR2 de los receptores AMPA a través de la
fosforilacion de proteinas de adhesion como la 6-catenina (Poore et al. 2010).

Por otro lado, Cdk5 cumple un importante rol en la sefializacién dopaminérgica la
cual converge en DARPP-32 (Bibb et al. 1999), una proteina clave que puede funcionar
como inhibidor de quinasas o fosfatasas dependiendo de su propio estado de
fosforilacion, lo que le permite actuar como un “switch” o interruptor molecular
(Greengard 2001). Como ya se menciond anteriormente, la proteina DARPP-32 puede ser
fosforilada en la treonina 34 (DARPP-32pTre34) por PKA en respuesta a la sefializacién a
través de rD1 (Greengard 2001). Esta fosforilaciéon convierte a DARPP-32pTre34 en un
potente inhibidor de la fosfatasa PP1, responsable de desfosforilar a sustratos de PKA
(Hemmings et al. 1984). Esta inhibicién resulta en la estabilizacién de los residuos
fosforilados por PKA, aumentando la eficiencia de la sefalizacién a través de
rD1/AMPc/PKA. Por otro lado Cdk5, fosforila a DARPP-32 en la treonina 75 (DARPP-
32pTre75), lo que previene la fosforilacién de esta ultima por PKA. Ademas, esta
fosforilacion convierte a DARPP-32pTre75 en un potente inhibidor de PKA (Bibb et al.
1999). Esto produce una atenuacién de la sefalizacién de la via a través de D1, tanto al
inhibir PKA como al liberar a PP1 de su inhibicidn, permitiendo a este ultimo desfosforilar

a los sustratos de PKA y evitando la propagacién de la seiial iniciada por rD1 (Nishi et al.

51



2000). Finalmente PKA activa a a la fosfatasa PP2A, la cual desfosforila a DARPP-32pTre75.
Estos datos demuestran que Cdk5 es un importante regulador de la sefalizacién
dopaminérgica, modulando la sefalizacion a través de PKA y que ademads existe un
equilibrio dindmico y antagénico entre Cdk5 y PKA el cual es integrado mediante la

proteina DARPP-32 (Nishi et al. 2000) (fig. 10).

1.3.4 Cdk5 y Drogas de Abuso

En los ultimos anos ha quedado claro que la plasticidad neuronal es un
componente importante del proceso bioldgico que lleva a la adiccidon a drogas. Mas aun,
ha sido posible identificar algunas moléculas que participan en este proceso, siendo Cdk5
una de ellas (Benavides y Bibb 2004).

Nestler y colaboradores, fueron los primeros en encontrar que la administracion
crénica de cocaina provoca un aumento persistente de la expresién del factor de
transcripcidon de la familia Fos, AFosB, en dreas cerebrales asociadas a la recompensa
(Hope y col., 1994; Kelz y Nestler, 2000). Mas tarde, Ehrlich y colaboradores (Ehrlich et al.
2002) demostraron que la administracion crénica tanto de Anf como de cocaina, en
ratones periadolescentes, induce un incremento de dicho factor, en NAc y caudado
putamen. Posteriormente, se identific6 a Cdk5 como blanco del factor de transcripcién
AFosB mediante el uso de un modelo de raton transgénico inducible que sobre-expresa
AFosB. Asi mismo, se comprobd que los niveles de expresién de proteina y de ARNm de
Cdk5 y p35 estaban elevados en respuesta a un aumento de la expresién de AFosBy a la
exposicidn crénica con cocaina. Ademas los niveles del estado de fosforilacién de DARPP-
32pTre75 se encontraban elevados en cada caso. En linea con estos resultados, la
administracién crénica de cocaina, mostré una baja actividad basal de PKA (Bibb et al.
2001). A su vez, infusiones diarias del inhibidor farmacolégico de Cdk5, Roscovitine,
colocadas intra-NAc antes de la inyeccidn de cocaina, potencia los efectos locomotores de
la droga (Bibb y col., 2001). Esta respuesta comportamental indicaria que el incremento
en la actividad de Cdk5 tendria una funcion homeostatica, disminuyendo la respuesta

locomotora a las subsecuentes exposiciones con la droga. En otras palabras, regulando la
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neurotransmisiéon dopaminérgica.

Otros estudios han demostrado un aumento de p35 y de la actividad de Cdk5 en
relacidn con la expresion de la sensibilizacion comportamental a drogas como Anf
(Mlewski et al. 2008) y metanfetamina (Chen et al. 2005), en este ultimo trabajo, también
se observd un aumento de DARPP-32pTre75, sugiriendo que el complejo Cdk5/p35 estaria
participando en eventos celulares y comportamentales del proceso de sensibilizacion.

Como ya se mencioné anteriormente, la exposicidon a psicoestimulantes provoca
un aumento en la densidad de espinas dendriticas (Robinson y Kolb 1997; Robinson y Kolb
1999; Li et al. 2003; Lee et al. 2006; Crombag et al. 2005). Por otra parte, infusiones intra-
estriatales con el inhibidor de Cdk5, Roscovitine, durante la administracidon crénica con
cocaina previno la proliferacién de espinas dendriticas en respuesta a la droga (Norrholm
et al. 2003). Esto sugiere que Cdk5 estaria participando en la regulacién de los cambios
morfoldgicos asociados con la exposicion a cocaina, sin embargo, los mecanismos
involucrados en este proceso aun no han sido dilucidados.

Un sustrato de Cdk5 es el factor potenciador de miocitos 2 (MEF2), quien regula la
plasticidad de las espinas y tiene como blancos a genes que codifican para proteinas como
N-WASP, WAVE3 vy profilina 1, todas involucradas en la regulacién del citoesqueleto de
actina y en la densidad de espinas (Wegner et al. 2008; Pilpel y Segal 2005). MEF2, al ser
fosforilado por Cdk5 es inhibido, lo cual conlleva un aumento en la densidad de espinas
dendriticas. Por otra parte, la exposicién repetida a cocaina suprime la actividad estriatal
de MEF2, en parte por la inhibicién dependiente de AMPc de la calcineurina. Esta
reduccion en la actividad es necesaria para el incremento en la densidad de espinas en
NAc. La expresion de una mutante hiperactiva de MEF2 inhibe el incremento de las
espinas dendriticas, y aumenta las respuestas compo rtamentales a cocaina
(Pulipparacharuvil et al. 2008). Por lo que MEF2, es un potencial regulador de la

plasticidad de las espinas en NAc, siendo modulada e inhibida su expresién por Cdk5.
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1.4 Construccion de la Hipdtesis

Los experimentos realizados durante la ultima década han permitido lograr un
considerable avance en el estudio de los eventos y mecanismos implicados en el proceso
de adiccidon a drogas de abuso. Huelgan evidencias de que varias drogas psicoactivas,
alteran la neurotransmisidn en circuitos neuronales especificos que normalmente
subyacen a los mecanismos de aprendizaje y memoria, asi como otras formas de
plasticidad sindptica. Como ya detallamos anteriormente, los mecanismos celulares y
moleculares del proceso de adiccién a drogas pueden ser considerados como respuestas
neuroadadptativas las cuales involucran procesos de plasticidad sinaptica funcional y
estructural. En este sentido, la administracidon de psicoestimulantes induce cambios en el
comportamiento, en el LTP y en la morfologia neuronal en dreas mesocorticolimbicas,
modificando también la morfologia dendritica, la excitabilidad de membranas, la
expresion diferencial de genes y la liberacion de neurotransmisores en distintas areas del
cerebro. Mas especificamente, ha sido demostrado que la exposicién a cocaina o Anf
aumenta el nimero de ramificaciones dendriticas y de espinas en regiones que son
ricamente inervadas por dopamina como lo son las neuronas de NAc; sin embargo,
existen escasos trabajos en los que se estudie dicha plasticidad estructural en regiones
cerebrales que también son importantes para el proceso de adiccidén a drogas, como lo es
el hipocampo. Las dendritas y espinas dendriticas constituyen el sitio donde reside la
plasticidad estructural dependiente de experiencias o estimulos. En relacion a esto, un
gran esfuerzo esta dirigido en tratar de comprender cdmo diferentes experiencias tales
como aprendizaje, estrés, cambios hormonales, cambios ambientales, etc., pueden alterar
la organizacion neuronal para producir cambios para toda la vida en el comportamiento y
funciones psicoldgicas.

Las espinas dendriticas son estructuras muy dinamicas y ricas en actina, vy
requieren para tal efecto una regulacion coordinada de la dindmica del citoesqueleto de
actina, llevada acabo principalmente por las Rho GTPasas y sus efectores, dentro de estos

ultimos se encuentra Pak, proteina involucrada en la generacién de espinas y cuya
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actividad es modulada por Cdk5. Teniendo en cuenta la complejidad de las vias de
transduccién de seiales involucradas en las respuestas neuroadaptativas del proceso de
adiccién a drogas de abuso, seria razonable hipotetizar que Cdk5 cumple un papel
modulador de la morfogénesis de espinas dendriticas inducidas por la administracion de
psicoestimulantes, en el cual el aumento de su expresién y actividad provocado por la
exposicion a estos agentes estaria dirigido a regular sustratos particulares que modulen
componentes esenciales que participan de la reorganizacion y dinamica del citoesqueleto
de actina. Siendo la proteina Pak, el candidato sobre el cual centraremos nuestra

atencion.
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Objetivos
2.1 Objetivo general

Obtener nuevas evidencias acerca de la participacion de Cdk5 y sus activadores
especificos p35 y p25 en relacion a componentes claves de la regulacién de la dindmica de
actina los cuales serian los responsables en promover el efecto espinogénico provocado
por la administracion de psicoestimulantes. Enfocaremos nuestra atencién en la region del
hipocampo y particularmente en el estudio de proteinas capaces de interaccionar directa

o indirectamente con CdkS5.

2.2 Objetivos especificos

1- Caracterizar el efecto espinogénico provocado por la administracién de anfetamina
en condiciones “in vivo”, “ex vivo” e “in vitro”.

2- Determinar la participacién de Cdk5 y sus activadores especificos, p35y p25, en la
morfogénesis y/o estabilizacion de las espinas dendriticas inducidas por la accién de
psicoestimulantes.

3- Caracterizar la funcidn Pak en la morfogénesis de las espinas dendriticas inducidas

por la accidn de psicoestimulantes.

56



Materiales y Métodos

3.1 Animales de Experimentacion

Para los experimetos “ex vivo” e “in vitro”, se emplearon ratas Wistar criadas en el
bioterio del Instituto Mercedes y Martin Ferreyra. Los animales fueron alojados en cajas
plexiglds y la temperatura de la habitacién se mantuvo en 22 °C, con un ciclo de luz
oscuridad de 12 hs (8h-20h), y libre acceso a comida y agua.

Para los experimentos “in vivo” se emplearon ratones machos de la cepa C57BL/6)
transgénicos que expresan la proteina fluorescente verde (eGFP, del inglés) bajo el control
de una regién modificada del promotor Thyl (el mismo contiene las secuencias necesarias
para la expresion neuronal pero carece de las secuencias requeridas para la expresion en
células no neuronales), llamados B6.Cg-Tg(Thy1l-EGFP)MIJrs/J, donados generosamente
por el Dr. Pozzo-Miller. Para el mantenimiento y amplificacién de la colonia se realizan
cruzas de hembras salvajes C57BL/6J (Wild type, WT) con machos heterocigotas B6.Cg-
Tg(Thy1l-EGFP)MJrs/J.

3.1.1 Genotipificacion de Ratones Transgénicos Thyl-EGFP
La genotipificacidn de los ratones se realizd mediante la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) a partir de ADN genémico obtenido de una muestra de
tejido de la cola del animal. La toma de la muestra de tejido se llevd a cabo dentro de la

primera semana después del destete.
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3.1.2 Obtencion de la Muestra de Tejido

La toma de la muestra de tejido se realizd en animales anestesiados con una dosis
de 90 mg/kg de ketamina y 10 mg/kg de xilazina diluidas en solucién salina estéril (Sal,
NaCl 0,9%), inyectada intraperitonealmente (i.p.). El estado de anestesia profunda se
comprobd mediante la ausencia de un reflejo flexor al ejercer una pequefia presién en el
extremo de la cola del animal. A continuacion, mediante un bisturi estéril se corté una
muestra de aproximadamente 2-3 mm del extremo de la cola del ratdn, e inmediatamente
se cauterizo dicha zona. Con los animales aun anestesiados, estos fueron numerados

mediante pequefias incisiones en las orejas para su futura identificacion.

3.1.3 Extraccion y purificacion del ADN gendmico

La extraccidn del ADN gendmico a partir de la cola de los ratones se llevo a cabo
mediante la digestion del tejido y la posterior purificacion del ADN. La digestidn se realizé
mediante la enzima Proteinasa K (Promega, Oregon, EEUU). Las muestras de tejido fueron
colocadas en un microtubo estéril tipo Eppendorf, con 500 ul del buffer de digestién (200
mM NacCl, 100 mM Tris pH 8,5, 2% SDS y 5 mM EDTA pH 8) al cual se le agregé 0.2 ug de
Proteinasa K disuelta en 10 mM CaCl y 50 mM Tris (pH 8) y se incubaron a 55 °C durante
toda la noche.

A continuacién, las muestras fueron centrifugadas a 14.000x g a 4 °C durante 10
min, obteniéndose una fase acuosa y un precipitado conteniendo los restos de tejidos no
digeridos. La fase acuosa conteniendo el ADN se transfirié a otro microtubo y se le agrego
un volumen igual de isopropanol frio; seguido de esto, la muestra se agitd suavemente
hasta observar la formacidon de un pequefio precipitado. Esta muestra se centrifugd
nuevamente a 14.000x g a 4 °C durante un periodo de 10 min y se descartd el
sobrenadante, quedando el precipitado de ADN adherido al fondo del tubo. El precipitado
se lavo con etanol 80% centrifugdndolo 5 min a 14.000x g a 4 °C y eliminando el
sobrenadante; este paso se realizo dos veces, el primero con 500 pl de etanol y el

segundo con 200 pl. A continuacién, se dejo secar el ADN durante 30 min y luego se
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agregaron 50 pl de H,0 MiIIiQ® autoclavada y se incubd la muestra durante 30 min a 37

°C, con el fin de facilitar la resuspensién del ADN. La muestra se guardé a -20 °C hasta su

utilizacion.

3.1.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Para determinar el genotipo de los animales se realizd una reacciéon por cada
muestra. En la misma se utilizaron cuatro “primers” o cebadores, dos de ellos reconocen
al transgen y los otros dos reconocen un control interno positivo. El primer para el
transgen denominado “foward” 14994 (5 -TCT GAG TGG CAA AGG ACC TTA G-3°) hibridiza
con el promotor del Thy-1y el primer para el transgen denominado “reverse” 14995 (5'-
TGA ACT TGT GGC CGT TTA CG-3°) hibridiza con la secuencia que codifica para eGFP, esta
reaccion produce un fragmento de aproximadamente 173 pares de bases (pb). Mientras
que los siguientes “primers” reconocen a un control interno positivo: “forward”
0lMR7338 (5-CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT-3") y el primer denominado “reverse”
o0lMR7339 (5-GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C- 3’) esta reaccion produce un
fragmento de aproximadamente 324 pb. Esta reaccion no diferencia animales
heterocigotas de homocigotas.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 30 ul, conteniendo 25
mM MgCl, 10 mM dNTPs, 20uM de cada primer (Transgen F/R y Control interno positivo
F/R), 5 unidades de Taq polimerasa y 1 pl de ADN. Las reacciones fueron realizadas en un
termociclador estandar de acuerdo al siguiente programa: 1-desnaturalizacién inicial: 1,5
min a 94 °C; 2-desnaturalizacidn: 30 segundos a 94°C, 3-hibridizacién:1 min a 60 °C; 4-
elongacion: 2 min a 72 °Cy 5-Elongacidn final: 2 min a 72 °C. Las etapas 2 a 4 se repitieron
por 35 ciclos.

Los productos de PCR se revelaron mediante electroforesis en un gel de agarosa 2
% en Buffer TAE (40 mM Tris, 20 mM 4cido acético, 1 mM EDTA). Para la visualizacién de
las bandas se les agrego a los productos de PCR una solucién de Gel-red (Biotium) acorde
a las especificaciones del fabricante. La presencia de las bandas de los productos de

amplificacion fueron detectadas mediante un transiluminador UV.
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3.2 Cultivos Primarios Hipocampales

3.2.1 Cultivo Organotipico de Hipocampo
Los cultivos organotipicos de hipocampo fueron realizados utilizando hipocampos
de ratas Wistar de entre 7-10 dias post-natales. Brevemente, los animales son

anestesiados, decapitados y sus cerebros son removidos y colocados en una solucién fria

de HBSS (HANK'S 10X [1X] Invitrogen, d-glucosa 2.77M  [41.55mM],

Penicilina/Estreptomicina 100X [1X], H,0 MilliQ®). Bajo condiciones estériles, se disecan
los hipocampos y se realizan cortes coronales de 400 um de espesor con un “tissue slicer”
(Siskiyou, MX-TS tissue slicer). Posteriormente los cortes son ubicados sobre el inserto de
membrana (insertos de cultivo de tejido Millicell-CM, didmetro 30mm, poro 0.4 um,
Millipore) y transferidos a capsulas de Petri conteniendo 1 ml de medio de cultivo

(Neurobasal-A / 20% Suero de caballo / 2% B-27, Invitrogen).

* Mantenimiento
A partir del cuarto “dia in vitro” (DIV) se va reduciendo paulatinamente la cantidad
de suero de caballo, primero al 10%, el quinto DIV se cambia el medio por uno con 5% de
Suero y el sexto dia es medio libre de suero. Los cultivos de cortes se mantienen en un
incubador con control activo de la humedad, a 36°C con 5% de CO2 y 95 % de humedad, y

el medio se reemplaza 2 veces por semana.

3.2.2 Cultivo de Neuronas de Hipocampo Disociadas
Los cultivos primarios de hipocampo se realizaron segun protocolo de Kaech S. and
Banker G., 2006, (Kaech y Banker 2006) utilizando hipocampos de embriones de ratas
Wistar de 18 dias de gestacién (E18). Las ratas prefiadas fueron anestesiadas en una
camara de CO2 vy posteriormente sacrificadas mediante dislocacién cervical. Los
embriones fueron removidos de la cavidad abdominal, colocados en una cdpsula de Petri
estéril y decapitados. Las cabezas de los embriones fueron colocadas en una cdpsula de

Petri estéril en soluciéon tampdn HBSS. Bajo lupa y mediante el empleo de instrumental
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quirurgico para microdiseccién se procedié a obtener los hemisferios cerebrales, liberarlos
de sus meninges y a la diseccién de los hipocampos. Los hipocampos obtenidos fueron
colectados en un tubo estéril e incubados durante 15 min en una solucién de tripsina
0,25% (Gibco 15090-046) en HBSS a 37°C en un bafio termostatizado. La incubacion
enzimatica se detuvo duplicando el volumen de incubacién con medio de siembra (MEM
[1X], Suero de Caballo [10% vol/vol], Piruvato [1X], Glutamax 100X [1X],
Penicilina/Estreptomicina 100X [1X]), el tejido nervioso se precipitd mediante
centrifugacion leve y fue resuspendido en medio de siembra. El tejido tripsinizado fue
disociado mecdnicamente mediante el pasaje sucesivo por 3 pipetas Pasteur de diametro
decreciente.

Finalmente, las neuronas fueron sembradas a una densidad aproximada de entre
5000 a 15000 neuronas por cm? en vidrios de 12 milimetros de didmetro previamente

tratados con poli-L-lisina (Invitrogen).

¢ Mantenimiento

Durante las 2 primeras horas posteriores a la siembra, los cultivos fueron
mantenidos en medio de siembra para permitir la adhesidon de las neuronas al sustrato.
Posteriormente se reemplazé dicho medio, por medio de mantenimiento (Neurobasal 1X
[1X], B27 50X [1X]). Desde la siembra hasta el momento de fijacidn los cultivos fueron
mantenidos en un incubador a 37°Cy con 5% de COa.

« Sustrato para los Cultivos

Los cubreobjetos de vidrio fueron tratados con solucién de 4cido nitrico 70%
(peso/volumen) durante 18-24 horas. Luego fueron lavados 8 veces en un periodo de 4
horas con H20 MilliQ®, esterilizados mediante calor seco a 225°C durante 6 horas. En una
mesa de flujo laminar, los vidrios fueron tratados con poli-L-lisina (1 mg/ml, peso
molecular 30-70 kDa, Sigma, disuelta en solucién tampdn borato 0.1M pH 8.5) durante 12
horas a temperatura ambiente. Luego del tratamiento con poli-L-lisina se lavaron los
vidrios con H20 MilliQ® estéril durante 4 horas y finalmente se agregd medio de siembra al

menos 2 horas antes de realizar la siembra de las neuronas.
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Para los experimentos bioquimicos, el piso de la capsula de Petri fue tratado con

poli-L-lisina, como fue descripto anteriormente.

3.3 Transfecciones

3.3.1 Transfecciones de Cultivos Organotipicos de
Hipocampo: Biolistica

En primer lugar se precipité el ADN plasmidico con las particulas de oro (didmetro
1,6 um, BioRad) en una proporcién de 2 ug ADN por ug de oro. El complejo ADN-oro
guedo recubriendo un tubo de Tefzel mediante la utilizacién de Polivinipirrolidina a una
concentracion final de 0,06 mg/ml. Posteriormente se cortaron segmentos del largo
adecuados para ser introducidos en la pistola de helio (GENGUN, BioRad) y los cultivos de
tejido fueron disparados a 200 psi.

Los cultivos de 7 DIV fueron transfectados biolisticamente con la proteina
fluorescente amarilla aumentada (eYFP, enhance Yellow Fluorescent Protein, del ingles)
para la correcta visualizacidon de las espinas dendriticas o co-transfectados con algunos de
los plasmidos que se mencionaran en el apartado siguiente. Previamente a la tranfeccién,
el medio de cultivo de los tejidos mantenidos in vitro fue reemplazado por medio sin
suero con antibiéticos (Neurobasal-A / B-27, Penicilina/Estreptomicina 100X [1X]). Una vez
transfectados, los cultivos se volvieron a colocar en incubador a 362C con 5% de CO2 y 95
% de humedad. Al dia siguiente de la tranfeccién se reemplazé el medio por medio sin

antibidtico.

3.3.2 Transfecciones de Cultivos de Neuronas de

Hipocampo Disociadas

Se utilizé el método de Lipofectamina 2000, ampliamente empleado en nuestro
laboratorio.

Se preparo una solucion con 250 ul de Opti-MEM (Invitrogen) mas 8 pl de

lipofectamina 2000 (Invitrogen) y se dejo reposar durante 5 min a temperatura ambiente.
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Por otro lado se prepard una solucion de 50 pl de Opti-MEM mas 1 pg de ADN plasmidico
de eYFP. Al cabo de 5 min se mezclaron las soluciones y se dejé a temperatura ambiente
durante 20 min adicionales. Luego de los 20 min de incubacion, se retird y guardé a 37°C
el medio de mantenimiento de las neuronas y se cambié por 1,5 ml de Opti-MEM a 37°C.
Se agrego la solucidn de lipofectamina/DNA a la capsula con las neuronas y se mantuvo en
el incubador hiumedo durante 45-75 min. Una vez cumplido el tiempo indicado se retir6 el
medio Opti- MEM/ADN/Lipofectamina de las neuronas, se restituyd el medio
condicionado inicial y se volvieron a colocar en el incubador. En caso de que el volumen
de medio no fuera suficiente se agregé medio de mantenimiento nuevo hasta completar

1,5 ml de medio por cada cédpsula de 35 mm de didmetro.

3.3.3 Plasmidos Utilizados

El plasmido de la proteina amarilla fluorescente, eYFP, fue adquirido en Clontech.
SiCdk5: pequefio ARN de interferencia para Cdk5, fusionado a una proteina fluorescente
roja, desarrollado en nuestro laboratorio. DN-Cdk5: construccién mutante de Cdk5
inactiva, donado generosamente por el Dr. Hind. p35: full length, generosamente donado
por el Dr. Miller. p25: constructo realizado en nuestro laboratorio. Pak-CA: contruccién
mutante de Pakl costitutiva activa. Pak-KD: construccién mutante de Pakl quinasa

inactiva; ambos donados generosamente por la Dra. Jessica Zareno.

3.4 Fijacion
3.4.1 Fijacion de los Cultivos

Los cultivos organotipicos fueron fijados con una solucion de paraformaldehido 4%
(p/v) en PB 200mM (NaH2POas, Na;HPOQa). Para ello, se retird el medio de cultivo, se les
colocé la solucion fijadora a 37°C e inmediatamente se los colocd a 4°C toda la noche.
Luego se descarté el fijador, se realizaron 3 lavados con PBS (pH 7,2; 0,1 M) y se montd
con Vectashield® (Vector laboratories).

Los cultivos primarios, al momento de fijarlos se les retiré el medio de cultivo y se

los lavé con PBS 1X a 37°C. Inmediatamente después se retird el PBS y se agrego el fijador
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paraformaldehido 4% (p/v) / sacarosa 4% (p/v) en PBS 1X a 37°C durante 20 min.
Finalmente, se descarté el fijador y se mantuvieron las células en PBS 1X hasta el

momento de montarlas.

3.4.2 Fijacion de los Cerebros

Los ratones fueron anestesiados con una sobredosis de hidrato cloral (0,1 ml / 100
g) y luego de comprobarse que estos se encontraban profundamente anestesiados
mediante la ausencia de reflejos flexores, fueron perfundidos transcardiacamente con el
fin de fijar el tejido cerebral. En primer lugar y con el objeto de remover toda la sangre del
sistema los sujetos fueron perfundidos con una solucién lavadora (glucosa 0,4%, sacarosa
0,8%, NaCl 0,8%). A continuacion, fueron perfundidos con una solucidn fijadora de 4% de
paraformaldehido (Riedel-de Haen, Sigma-Aldrich Lab GmbH, Seelze, Alemania) en buffer
borato (10mM Na2B407, 150 mM NaCl, pH 7.5). Los cerebros fijados permanecieron en la
caja craneal envueltos en papel aluminio durante toda la noche a 4°C y luego fueron
removidos y colocados en una solucién de sacarosa al 30% hasta su total impregnacion.
Posteriormente, los cerebros fueron seccionados en cortes de 100 um de espesor
utilizando un micrétomo de congelacion (Reicher-Jung Hn40, Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania) y se montaron sobre portaobjetos con Vectashield®, finalmente se sellé con
esmalte de ufias transparente para evitar perdida del medio de montaje, y se almaceno a

4°C hasta adquirir las imagenes confocales.

3.5 Drogas y Tratamientos Farmacologicos

El tipo de anfetamina que se utilizd fue d-Anfetamina sulfato (Parafarm, Buenos

Aires, Argentina). Para el tratamiento de los cultivos in vivo y ex vivo se prepard un stock
10 mM de Anf en H20 MilliQ® estéril, y la concentracién de trabajo fue de 100 y 50 uM.
Mientras que la Anf para administrar ip fue preparada en solucién salina (NaCl 0,9%).

Para la inhibicidon farmacolégica de Cdk5 se utilizé Roscovitine 10 uM [Calbiochem
(EMD Millipore) solucién stock (50 mM en DMSO)].

Para la inhibicion del receptor TrkB en cultivos disociados de neuronas
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hipocampales se empled el inhibidor k252a (Sigma). La dosis utilizada fue de 100 nM
basados en un trabajo del grupo de Ip N. (Zelda H., y col., 2007).
Para la estimulacién de neuronas hipocampales, mantenidas in vitro (17-18 DIV),

con Glicina (200 uM) y Bicuculina (20 uM) (control positivo para inducir la generacion de

espinas dendriticas) se utilizé un buffer libre de Mg?* (140 mM NaCl, 1.3 mM CaCl2, 5 mM
KCI, 25 mM HEPES y 33 mM glucosa) segun lo descripto por Lu y colaboradores 2001 (Lu
et al. 2001).

3.6 Adquisicion y analisis de imagenes

Se adquirieron imagenes, con microscopia confocal, de dendritas secundarias,
terciarias y cuaternarias de neuronas piramidales de CA1 y CA3 en el caso que
correspondiere. Las imagenes fueron adquiridas con el microscopio Olympus FV1000, con
un objetivo de 60x. Los cortes 6pticos fueron de 0,17 um. Posteriormente se evalud la
densidad de espinas dendriticas y se caracterizé la morfologia de las mismas.

Las espinas dendriticas fueron identificadas como pequefias protrusiones que se
extendian < 3 um desde el eje dendritico. Estas fueron contadas en proyecciones Z de
maxima intensidad usando el programa Imagel (National Institutes of Health). Se tuvo
particular cuidado de contar cada espina solo una vez a través de toda la proyeccion Z. La
densidad de espinas fue calculada mediante la cuantificacién del nimero de espinas por
segmento dendritico y normalizada a 10 um de longitud dendritica (Tyler y Pozzo-Miller
2003).

Las espinas dendriticas fueron clasificadas siguiendo las categorias definidas por

Peter y colaboradores (Peters y Kaiserman-Abramof 1969) como ““stubby”” o “tipo 1",

III III

“mushroom” 6 “tipo II” y “thin” 6 “tipo IlI”. Cada espina fue incluida en la categoria que le
correspondiese basado en las siguientes relaciones especificas: L/dn y dh/dn, donde L es
la longitud de la espina desde su base hasta la punta de la cabeza, dn es el diametro del
cuello maximo y dh es el didmetro maximo de la cabeza, como ya ha sido descripto (Harris
et al. 1992; Koh et al. 2002). Las espinas “stubby” tienen una longitud similar al didmetro

del cuello, la cual es similar al diametro de la cabeza de la espina, tipicamente < 1um
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(L=dn=dh). Las “mushroom” poseen una longitud tipica de < 1um con un didmetro de
cuello mucha mas pequefio que el didmetro de la cabeza (dn << dh). Generalmente las
espinas “thin” son mas largas que 1 um, lo cual es mucho mayor que el didmetro del
cuello (L >>dn).

La cuantificacién y caracterizacion morfolégica de las espinas dendriticas en el
experimento realizado con ratones fue llevada a cabo con el programa NeuronStudio
(Beta), previamente se deconvolucionaron las imagenes con el programa AutoDeblur

(MediaCybernetics, Bethesda, MD, USA).

3.7 Analisis bioquimicos

3.7.1 Preparacion de la Fraccion Sinaptosomal

En aquellos experimentos en los que se se obtuvieron fracciones sinaptosomales a
partir de ratones C57BL/6J, los mismos fueron sacrificados mediante decapitacién a
diferentes tiempos post ultima inyeccién (dependiendo del experimento), el cerebro fue
rapidamente removido sobre hielo y se disecé el hipocampo de ambos hemisferios.

La preparacién de los sinaptosomas fue realizada de acuerdo a lo descripto por
Camilli (De Camilli et al. 1983) con modificaciones menores. El tejido fue homogeneizado
en sacarosa fria (0.32 M sacarosa, 10 mM HEPES, 1 mM EDTA y 3 mM CIMg, pH 7.4)
conteniendo un cdctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas (1 pg/mL aprotinina,
1ug/mL leupeptina, 100 pg/mL PMSF, 1 ug/mL pepstatina, y 0.2 mM ortovanadato de
sodio) en un volumen final de 600 pl de sacarosa fria con un homogeneizador con émbolo
de vidrio dentro de un recipiente de hielo. Las muestras fueron centrifugadas a 1000 x g
por 5 min. El sobrenadante, homogenato total (HT), se volvié a centrifugar a 10000 x g por
20 min para obtener la fraccion citoplasmatica (FC), el pelet resultante se resuspendié en
buffer de lisis RIPA con inhibidores de proteasas y fosfatasas (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150
mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 1 ug/mL aprotinina, 1
ug/mL leupeptina, 100 pg/mL PMSF, 1 pg/mL pepstatina, y 0.2 mM ortovanadato de
sodio) y asi se obtuvo la fraccion sinaptosomal cruda (FS). Las diferentes fracciones fueron

sonicadas (30% Amperaje, durante 10 segundos) en hielo. A continuacidn, se determiné la
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concentracién de proteinas totales mediante el método de Lowry, utilizando un kit
comercial (DC Protein Assay Kit, Bio-Rad Laboratory, Hercules, CA, USA) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Finalmente, se agregd a las muestras de proteinas una
cantidad de buffer de muestra Laemmli 4X (8% SDS, 40% glicerol, 20% 2-mercaptoetanol y
0.01% azul de bromofenol) equivalente a 0,25 volimenes de muestra y estas se incubaron
durante 5 min a 100°C.

En el caso de la obtencion de fracciones sinaptosomales a partir de cultivos
disociados de neuronas hipocampales, el procedimiento difirié unicamente en la parte
inicial. El medio de cultivo de las capsulas que contenian las neuronas disociadas, fue
removido y se realizd un lavado con PBS estéril a 37°C. Posteriormente se les agregd 150
ul de sacarosa fria con el coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas y la superficie de
la capsula fue raspada con la ayuda de un “scraper” para levantar las neuronas adheridas
a ella, este procedimiento fue llevado a cabo sobre un bloque de hielo. Se toméd el
material de la capsula y se lo colocé en un homogeneizador con émbolo de vidrio y a
partir de aqui, el procedimiento fue igual al descripto anteriormente para la obtencién de

la fraccidn sinaptosomal.

3.7.2 Preparacion de las Muestras para Homogenato Total

Las muestras derivadas de cultivos organotipicos se procesaron de la siguiente
manera: Las rebanadas provenientes de 3 capsulas (de una placa de 6 pocillos) sometidas
al mismo tratamiento (ya sea control o Anf) fueron unificadas en una muestra. Los
explantos de tejido fueron removidos con ayuda de una espatula y homogeneizados en un
homogeneizador de vidrio conteniendo 150 pl de RIPA con inhibidores de proteasas y
fosfatasas, dentro de un recipiente con hielo.

Las muestras homogeneizadas se centrifugaron durante 15 min a 14.000 x g y se
recuperd el sobrenadante. A partir de éste, se determino la concentracién de proteinas
totales mediante el método de Lowry, utilizando un kit comercial (Bio-Rad) de acuerdo a
las especificaciones del fabricante. A continuacion, se agregd a las muestras de proteinas

una cantidad de buffer Laemmli 4X equivalente a 0,25 volimenes de muestra y estas se
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incubaron durante 5 min a 1002C.

3.7.3 Analisis de Western Blot

De las muestras derivadas del fraccionamiento sinaptosomal y homogenatos
totales se utilizaron 25 pg de proteina total. Las mismas fueron separadas mediante
electroforesis en geles de 10% 6 12%, segun correspondiera, de acrilamida/bisacrilamida
conteniendo 10% de SDS. La electroforesis se realizé en un buffer conteniendo 25 mM
Tris, 192 mM glicina y 1 % SDS, y el gel fue corrido electroféreticamente a un voltaje
constante de 120V, durante aproximadamente 90 min, hasta que el frente de corrida del
mismo desapareciera. Una vez finalizada la electroforesis, las muestras fueron transferidas
desde el gel a membranas de nitrocelulosa (Bio Rad, Laboratory, Hercules, CA, USA) en un
buffer igual al usado en el paso anterior, pero conteniendo 20% de metanol. La
trasferencia se llevd a cabo durante 90 minutos a un amperaje constante de 270 mA. Una
vez transferidas las proteinas, las membranas fueron tefiidas con una solucién de 0.2%
Ponceau S (Sigma Aldrich) y 2% de acido acético con el fin de visualizar la correcta
transferencia y fueron posteriormente lavadas con buffer tris salino (TBS, 20 mM Tris pH
7,5, 150 mM NacCl) hasta que las marcas desaparecieran completamente. Posteriormente
las membranas fueron blogueadas con leche descremada al 5% en TBST (10 mM Tris, pH
7.5, 150 mM NaCl mas 0.05 % Tween-20), por 1 hora a temperatura ambiente. Después se
las incubd toda la noche a 4°C con el correspondiente anticuerpo primario. Al dia
siguiente las membranas se lavaron 3 veces con TBST cada 15 min y se les colocé el
anticuerpo secundario conjugado a un fluoréforo (IRDye 800 anti-conejo IgG y IRDye 680
anti-ratén -LI COR-). Después de 1 hora de incubacién a temperatura ambiente y de 3
lavados con TBTS, se las reveld utilizando el sistema de imagen infrarojo (Odyssey).

Una vez concluida la etapa anterior, se procedidé a la remocién de los anticuerpos
primarios de la membrana mediante una incubacion de 5 min en una solucién de 5N
NaOH. Luego, la membrana se lavd 5 veces con TBS/Tween y se volvié a bloquear con
leche al 5% por una hora a temperatura ambiente. Se volvié a incubar con el anticuerpo

primario de interés, de la misma manera que se describié anteriormente. Finalmente la
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intensidad de las bandas fue cuantificada con el programa FlJI (programa cddigo libre para
procesar imagenes basado en Image J de National Institutes of Health) o con el sistema de

medicién de intensidad de bandas del Odyssey para su posterior andlisis estadistico.

3.7.4 Anticuerpos

Anti-Cdk5 (1:500, C-8; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-p35
(1:400, C-19; Santa Cruz Biotechnology), anti-PSD-95 (1:1000, #2507; Cell Signalling), anti-
a-tubulin (1:3000, DM1A; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), anti-DAT (1:750, Millipore),
anti-TrkB (1:1000, (H-181): sc-8316, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), pTrkB
(1:1000, ab81288; Abcam).

3.8 Procedimientos

3.8.1Experimentos ex vivo: Cultivos Organotipicos de
Hipocampo

A partir de los 7 DIV el medio de cultivo en el cual se mantienen los explantos, se
encuentra libre de suero de caballo. En este momento, fueron transfectados
biolisticamente con el o los plasmidos de interés. Al DIV 8, el medio de cultivo fue
reemplazado por uno conteniendo Anf 50 uM o 100 uM 6 Vehiculo (Veh), ésto ultimo se
repitio el DIV 9. Finalmente el DIV 10 los cultivos fueron fijados y montados, para aquellos
experimentos en los que se adquirieron imagenes confocales.

Para los experimentos de ensayos bioquimicos los cultivos simplemente fueron
tratados con Anf o Veh los DIV 8 y 9, y el DIV10 fueron procesados para ensayos
bioquimicos.

En aquellos experimentos en los que se inhibié farmacoldgicamente la actividad de
Cdk5 con Roscovitine, los cultivos fueron incubados con el inhibidor 30 min antes de cada
tratamiento con Anf y dicho farmaco permanecié en el medio de cultivo durante todo el

tratamiento con Anf.
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3.8.2 Experimentos in vitro: Cultivo Primario de Neuronas de
Hipocampo

El DIV 14 las neuronas fueron transfectadas con eYFP. Con el fin de que todas las
neuronas fueran procesadas el DIV 17, el tratamiento con Anf de 48 horas comenzé el DIV
15 mientras que para los tiempos de tratamiento con Anf mas cortos (15min, 30 min ¢
Veh) se comenzd el DIV 17. Finalmente los cultivos fueron fijados y montados, para
aquellos experimentos en los que se adquirieron imagenes confocales.

En los experimentos en los que se inhibidé a los receptores TrkB con k252a, se
procedié de la misma manera que lo mencionado arriba, tratando con dicho farmaco 30
min antes de la exposicion a Anf.

Para los ensayos bioquimicos de Western blot, se realizd el mismo procedimiento

descripto arriba, con la excepcién de que los cultivos no fueron transfectados.

3.8.3 Experimentos in vivo: Protocolo de dos Inyecciones

Para los experimentos in vivo se emplearon ratones machos de 33 a 40 dias de
edad de la cepa C57BL/6J transgénicos llamados B6.Cg-Tg(Thy1-EGFP)MJrs/J. Los animales
fueron habituados al bioterio de experimentacion por lo menos 1 semana antes de
comenzar la manipulacion de los mismos. Todos los experimentos fueron llevados a cabo
en el ciclo de luz en habitaciones designadas para tal fin, aisladas de disturbios
ambientales exteriores. Para dichos estudios se emplearon ratones machos, los cuales se
dividieron en cuatro grupos: Sal/Sal, Sal/Anf, Anf/Sal y Anf/Anf. El protocolo de
administracion consta de dos fases. En la fase 1 o dia 1, los animales fueron administrados
con una inyeccion i.p de 4 mg / kg de Anf, en un volumen de 100 pl por cada 10 g de
ratén, o un volumen equivalente de Veh (Sal, NaCl 0,9%) y fueron inmediatamente
colocados en el ambiente novedoso (campo abierto: caja redonda de 40 cm de didmetro,
de paredes plasticas) por una hora, posteriormente regresaron a su jaula hogar. Luego de
un dia sin recibir tratamiento los animales recibieron una inyeccién de solucién salina ¢
de Anf (Fase 2) en el contexto novedoso en el cual permanecieron por 1 hora.

Posteriormente los sujetos fueron anestesiados y perfundidos 1 hora o 4 horas post-
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inyeccién.

Sal Sal 4
Sal Anf 4
Anf Sal 4
Anf Anf 4

Tabla 1. Esquema de protocolo de administracion de dos inyecciones.

3.9 Analisis Estadistico

Los datos de todos los experimentos realizados en esta tesis se analizaron con el

programa Statistic 6.0. Se utilizaron ANOVAs mixtos o entre-grupo, dependiendo las

variables de cada disefio experimental. Para realizar comparaciones especificas entre

grupos, se utilizé el test a posteriori Duncan o Tuckey, segun corresponda Los resultados

se representaron graficamente a través del valor de la media y + el error estandar de la

media. El umbral de significacidn estadistica se establecié en un valor de p<0,05.
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Resultados

4.1. Morfogénesis de Espinas Dendriticas Inducidas por

Anfetamina en Neuronas Piramidales de Hipocampo

El estudio de la fisiopatologia de la adiccion a drogas, ha sido clasicamente
enfocado en las proyecciones dopaminérgicas mesocorticolimbicas originadas en el VTA
gue proyectan a NAc y a corteza prefrontal medial. Esto se debe principalmente, a que
este circuito es un sustrato critico para los efectos de reforzamiento e incentivo
motivacional de recompensa a las drogas y de otros estimulos naturales (lkemoto y
Panksepp 1999). Mas aun, cocaina y Anf producen alteraciones neuropldsticas
persistentes en dicho sistema (Kalivas et al. 1992; Robinson TE 1986; Robinson TE 1993;
Vanderschuren y Kalivas 2000; Vezina 2004). Sin embargo, en la ultima década varios
estudios demostraron que los psicoestimulantes también producen alteraciones en otras
regiones del cerebro asociadas a 6rdenes superiores del aprendizaje (Crombag et al. 2005;
Ornstein et al. 2000; Schoenbaum G, Saddoris MP, Ramus SJ, Shaham Y 2004). Teniendo
estas consideraciones en mente, en el presente trabajo, decimos estudiar la plasticidad
sindptica estructural inducida por Anf en el hipocampo, enfocando nuestra atencién en la
generacion de nuevas espinas dendriticas y en su caracterizacion morfoldgica, por ultimo

indagamos un posible mecanismo que modularia dicho efecto.
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4.1.1a Una sola Dosis de Anfetamina es Suficiente para

Generar Espinas Dendriticas en Neuronas Piramidales de CA1

Estudios previos desarrollados en un trabajo de tesis doctoral de nuestro
laboratorio (Dra. Cecilia Mlewski) develaron que la administracion de Anf, en un protocolo
de dos inyeciones (PDI) y en un ambiente novedoso es suficiente para inducir
sensibilizacion comportamental acompaiiada de un prolongado aumento en la expresion
de p35 vy actividad de Cdk5, en fracciones sinaptosomales de estriado dorsal (Mlewski et
al. 2014). Llamativamente, la sola administracién aguda de Anf provoca un aumento
transitorio de la expresién de p25, a las 4 horas post-inyeccién al igual que un aumento de
la actividad de Cdk5, en sinaptosomas de cuerpo estriado (Mlewski, et al. 2008).

Basados en estos resultados y con el objeto de estudiar la plasticidad sindptica
estructural en hipocampo asociada a la administracion de Anf, ratones transgénicos que
expresan eGFP (Thy-1 eGFP) bajo el control de una region modificada del promotor Thyl
fueron tratados con el esquema PDI en un contexto novel (ver materiales y métodos) y
sacrificados a las 4 horas post-Ultima inyeccién, para luego ser perfundidos y con la ayuda
de un micrétomo de congelacidn se realizaron cortes coronales de 100 um, finalmente las
rebanadas obtenidas fueron montadas. Imagenes confocales de segmentos de dendritas
apicales provenientes de neuronas piramidales de CAl fueron obtenidos y la densidad
como la morfologia de las espinas fueron cuantificados en las diferentes condiciones.

El analisis de los resultados muestran que la administracidon de Anf, en ambas fases
del protocolo de administracion (Anf/Anf), provoca un aumento significativo del nimero
de espinas dendriticas comparado con su control que recibid Sal en dichas fases (Sal/Sal).
Llamativamente, como se puede observar en la figura 11, la administraciéon de una sola
dosis de Anf es suficiente para generar un aumento de la densidad de espinas dendriticas,
siendo dicho incremento mayor cuando la droga es inyectada en la fase 2 (Sal/Anf) del

esquema de administracién (F(3, 31)=7,6332, p<0,001, test a posteriori Duncan).
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Figura 11. La administracion de una inyeccidon de Anf (in vivo) es suficiente para generar espinas
dendriticas en neuronas hipocampales de CAl. (a) Densidad de espinas dendriticas expresada cada
10um de dendrita apical, bajo los distintos tratamientos. (b) Imagen confocal representativa de la
region de CA1l y de sus neuronas piramidales que expresan eGFP, el recuadro que se observa sobre las
dendritas apicales, representa la regidn a partir de la cual se adquirieron imagenes confocales de los
segmentos de dendritas. Magnificacién 20x. (c) Imagenes confocales representativas, de fragmentos
dendriticos de neuronas piramidales de CA1 provenientes de hipocampos de ratones administrados
con los diferentes esquemas. Magnificacién 63x y 2,3 zoom digital. Escala corresponde a 5um. ANOVA
de una via F(3,30)=10,304, *p<0,0001 (es diferente del control) y #p<0,05 (es distinto de Anf/Sal y
Anf/Anf) las diferencias entre los tratamientos se analizaron con un test a posteriori Duncan. Se
utilizaron 4 sujetos por grupo y se adquirieron 3 segmentos de dendritas por cada individuo.

4.1.1b Caracterizacion Morfologica de las Espinas Dendriticas
En un tejido de cerebro fijado, podemos observar varias morfologias de espinas
dendriticas, las cuales pueden ser clasificadas en tres tipos, dependiendo en la
constriccidon de su cuello y en el tamaio de su cabeza: “tipo IlII” (“thin”) que poseen un
estrecho cuello y una pequeia cabeza; las del “tipo II” (“mushroom”) que poseen un

cuello corto y una cabeza relativamente grande; y las “tipo I” (“stubby”) que no poseen
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cuello (Harris et al. 1992; Sekino et al. 2007).

Con el fin de determinar si el aumento de la densidad de espinas dendriticas
observada en los ratones Thy-1 luego de la estimulacion con Anf son de alguna morfologia
en particular o si el tratamiento con este estimulante provoca un cambio en la morfologia
de las espinas ya existentes, caracterizamos a las espinas en los tres tipos morfoldgicos
mencionados anteriormente (“stubby”, “mushroom” o “thin”), utilizando el programa
NeuronStudio. En la figura 12 se observa que el tratamiento con Anf en cualquiera de las
fases, ya sea Anf/Anf, Anf/Sal o Sal/Anf provoca un aumento significativo del nimero de
espinas dendriticas del tipo “stubby” con respecto a aquellos sujetos que sdlo se les
administré solucién salina en ambas fases (Sal/Sal) (F(3, 30)=7,3287, p<0,001). Por otra
parte, se observa una leve tendencia a aumentar el nimero de espinas dendriticas del
tipo “mushroom” y del tipo “thin” cuando los sujetos son administrados con la droga en
alguna fase del protocolo (ANOVA de una via para “mushroom”: F(3, 30)=1,8827, p=0,1; y
para “thin”: F(3, 30)=2,4053, p=0,09).

Densidad de espinas dendriticas b Densidad de espinas dendriticas c Densidad de espinas dendriticas
del tipo "Stubby" del tipo "Mushroom" del tipo "Thin"

* 7 30

densidad espinas
dendriticas/10 um
densidad de espinas
dendriticas/10um
densidad de espinas
dendriticas/10um

Sal/Sal Sal/Anf Anf/Sal Anf/Anf Sal/Sal Sal/Anf Anf/Sal AnfiAnf Sal/Sal Sal/Anf AnffSal Anf/Anf
Tratamiento Tratamiento Tratamiento

Figura 12. Caracterizacion de las espinas dendriticas provenientes de neuronas piramidales de CAl de
ratones administrados en un esquema de PDI (condiciones in vivo). (a) Densidad de espinas del tipo
“stubby”. (b) Densidad de espinas del tipo “mushroom”. (c) Densidad de espinas del tipo “thin”.
Expresados cada 10um de dendrita apical de la region de CAl. ANOVA de una via *p<0,001, las
diferencias entre los tratamientos se analizaron con un test a posteriori Duncan.
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4.1.2 Morfogénesis de Espinas Dendriticas Inducidas por la

Accion de Anfetamina en Cultivos Organotipicos de Hipocampo

Con el objeto de poder manipular nuestro sistema de estudio de una manera mas
sencilla que en el animal in vivo, decidimos emplear cultivos organotipicos de hipocampo
para estudiar posibles vias de sefializacién que pudiesen estar modulando la morfogénesis
de espinas dendriticas inducidas por Anf. Una de las ventajas de utilizar esta metodologia
es que podemos valernos de estrategias farmacoldgicas, bioguimicas y de biologia
molecular para obtener evidencias que nos ayuden a indagar en un posible mecanismo
subyacente a la espinogénesis inducida por Anf.

Cabe destacar que para el desarrollo y puesta a punto de los cultivos organotipicos
en nuestro laboratorio hemos contado con la extensa experiencia del Dr. Lucas Pozzo
Miller (Department of Neurobiology, University of Alabama at Birmingham, USA) quien
generosamente puso a nuestra disposicion no solo los protocolos detallados del cultivo de
cortes sino también su laboratorio en donde realicé gran parte de los experimentos que
involucraron este sistema (fig. 11).

El cultivo de rebanadas de tejido de distintas areas del cerebro es un potente
método que permite el mantenimiento de estos explantos de tejido en un sistema que
duplica lo mas cercano posible la integridad estructural, la proximidad y funcién de grupos
especificos de células in vivo (Stoppini et al. 1991). Este tipo de cultivo provee un
novedoso enfoque con muchas ventajas y es avalado por numerosos estudios que
demuestran que la morfologia neuronal, las relaciones celulares y anatédmicas y las redes
de conexién neuronal se encuentran mantenidas (Noraberg et al. 2005; Sundstrom et al.
2005; Zimmer 1984). Los estudios realizados con este método aprovechan el ambiente
aislado y bien definido de las preparaciones in vitro, lo cual permite aplicar facilmente
combinaciones de técnicas como biologia molecular, electrofisiologia, técnicas de
imagenes e inmunohistoquimica para el estudio de procesos fisioldgicos y patoldgicos.
Asimismo, esta técnica, es ampliamente utilizada como modelo para estudios sinapticos,

dado que permite realizar manipulaciones en un preparado donde la citoarquitectura del
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tejido se encuentra preservada por largos periodos de tiempo (De Simoni y Yu 2006).

14 DIV

0 DIV

Figura 13. Imagenes de rebanadas coronales de Hipocampo de: (a) 0 DIV y (b) 21 DIV. (c)
Cultivo organotipico, tefiido con Nissel de 14 DIV. Las imagenes “a” y “b” fueron extraidas de

“u n

Peter J. Bergold and Patrizia Casaccia-Bonnefil, 1997 y “c” de nuestro laboratorio.

4.1.2a Efecto Espinogénico Provocado por la Accion de
Anfetamina en Dendritas Apicales de Neuronas Piramidales de CA1 y CA3

Provenientes de Cultivos Organotipicos de Hipocampo

Inicialmente y con el fin de estudiar la espinogénesis inducida por Anf, realizamos
ensayos con dos dosis de Anf no citotédxicas 50 y 100 uM. A partir de estos resultados
seleccionamos la dosis del psicoestimulante que fuese mas sensible sobre la
espinogénesis, para desarrollar el resto de nuestros experimentos propuestos. Asimismo,
evaluamos el efecto sobre la plasticidad sinaptica de estas dosis de Anf en dos regiones
del hipocampo CAl y CA3, para luego enfocar nuestra atencion en el area que resultase
ser mas susceptible a las dosis de Anf empleada.

Para tal fin, cultivos organotipicos de hipocampo fueron transfectados biolisticamente con
el plasmido eYFP, para poder visualizar las espinas dendriticas, tratadas con 50 y 100 uM
de Anf por 48 horas y posteriormente fijados. A partir del analisis de las imagenes
confocales de los distintos segmentos dendriticos, observamos que en la regién de CA1l
ambas dosis del psicoestimulante promueven la formacidon de espinas dendriticas de
manera significativa, con respecto a cultivos organotipicos de hipocampo tratados con

vehiculo (ANOVA de una via, F(2,35)=6,2416, p<0,005, test a posteriori Duncan) (fig. 14 a-
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c). De forma similar, en la region de CA3 encontramos que ambas dosis de Anf provocan la
generacion de espinas dendriticas con respecto a sus controles, tratados con vehiculo

(ANOVA de una via F(2, 12)=5,5735, p<0,05, test a posteriori Duncan) (fig.14 d-f).
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Figura 14: Generacion de espinas dendriticas provenientes de dendritas de neuronas piramidales de
CAl y CA3 inducidas por la accion de Anf en cultivos organotipicos de hipocampo. (a) Neurona
piramidal de CA1 perteneciente a un cultivo organotipico de hipocampo de 9 DIV tratado con Anf, imagen
obtenida a una magnificacion de 20x (b) Densidad de espinas dendriticas expresada cada 10um de
dendrita apical. (c) Segmentos dendriticos representativos de neuronas piramidales de CA1 tratadas con
vehiculo (13 células/5 rebanadas), Anf 50 uM (15 células/6 rebanadas) é Anf 100 uM (10 células/5
rebanadas), imagenes adquiridas a una magnificacion de 100X. (d) Neurona piramidal de CA3
perteneciente a un cultivo organotipico de hipocampo de 9 DIV tratado con Anf, imagen obtenida a una
magnificacion de 20x (e) Densidad de espinas dendriticas expresada cada 10um de dendrita apical. (f
Segmentos dendriticos representativos de neuronas piramidales de CA3 tratadas con vehiculo (5 células/
4 rebandas), Anf 50 uM (5 células/ 5 rebanadas) 6 Anf 100 uM (5 células/ 4 rebanas), imagenes obtenidas
a una magnificacién de 100X. Andlisis de la varianza de una via (ANOVA) para CA1l: F(2,35)= 6,2416,
*p<0.005, para CA3: F(2,12)= 5,5735,*p<0.05, las diferencias entre los tratamientos se analizaron con un
test a posteriori Duncan. Barra de escala corresponde a 5pum.

~

El hecho de haber replicado los resultados obtenidos in vivo en nuestros cultivos

~
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organotipicos de hipocampo constituyd la prueba de concepto necesaria para utilizar esta
estrategia para abordar el estudio de los mecanismos moleculares de la morfogénesis de

espinas dendriticas provocada por la accién de psicoestimulantes.

4.1.2b Caracterizacion Morfolégica de la Espinogénesis

Inducida por Anfetamina, en Cultivos Organotipicos de Hipocampo

Los cultivos de rebanadas de hipocampo tratados con ambas dosis de Anf
mostraron en la region de CA1 un aumento significativo en la densidad de espinas
dendriticas de la morfologia “mushroom” (tipo Il) con respecto a los cultivos tratados sélo
con Veh (F(2, 35)=4,0320, p<0,05, test a posteriori Duncan) (fig 15 a). Asimismo,
encontramos una tendencia a elevar el nimero de espinas del tipo “stubby” (Tipo 1),
como asi también las “thin” (tipo Ill) con respecto a los cultivos tratados con vehiculo, sin
embargo esta diferencia no es estadisticamente significativa (para “stubby” F(2,
35)=2,8378, p=0,07209; para “thin” F(2, 35)=1,8660, p=,1698).

En la regién de CA3, tanto la dosis de 50 uM como la de 100 uM de Anf provoca un
aumento significativo del tipo de espinas “stubby” (F(2, 12)=9,3235, p<0,005, test a
posteriori Duncan). Asimismo, se observa una tendencia a aumentar la densidad de
espinas del tipo “mushroom”, sin embargo este incremento no es estadisticamente
significativo (F(2, 12)=2,0532, p=0,171). Con respecto a las espinas del tipo “thin” se
encontrd una tendencia a aumentar el nimero de espinas sélo con la dosis de 50 uM,
mientras que con la dosis mayor de Anf se observa una disminucion de este tipo de
espinas (para “thin” F(2, 1 2)=1,6727, p=,228)(figura 15 b). Resumiendo, en la regién de
CA3, el tratamiento con Anf 50uM induce la formacién predominantemente de espinas
dendriticas del tipo “stubby” y habria una tendencia a aumentar la densidad de espinas
del tipo “mushroom” y “thin”. Mientras que al tratar los cultivos organotipicos de
hipocampo con la dosis de Anf de 100 uM se observa, un aumento estadisticamente
significativo de las espinas “stubby” y una tendencia a incrementar el nimero de espinas
“mushroom” aparentemente en desmedro de la densidad de espinas del tipo “thin”.

A partir de este conjunto de resultados y dado a que no encontramos diferencias
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estadisticamente significativas entre las diferentes dosis de Anf empleadas en relacién a la
generacion de nuevas espinas dendriticas, decidimos utilizarla la dosis mas baja de Anf
ensayada (50uM) para el resto de los experimentos desarrollados en esta tesis. Asimismo

centramos nuestra atencion sélo en la region de CA1.
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Figura 15. Morfogénesis de espinas dendriticas provenientes de dendritas de neuronas piramidales
inducidas por la accion de Anfetamina en cultivos organotipicos de hipocampo. (a) Densidad de cada
tipo morfoldgico de espinas dendriticas, expresado cada 10um de dendrita apical de la regidon de CAL.
(b) Densidad de cada tipo morfoldgico de espinas dendriticas, expresado cada 10um de dendrita apical
de la regidon de CA3. Andlisis de la varianza de una via (ANOVA) , *p<0.05,**p<0.005 las diferencias
entre los tratamientos se analizaron con un test a posteriori Duncan.

4.1.3 El Tratamiento con Anfetamina Promueve la Generacion
de Espinas Dendriticas en Cultivos Disociados de Neuronas Piramidales de
Hipocampo

Teniendo en cuenta que el tratamiento con Anf es capaz de inducir la formacién de
nuevas espinas dendriticas tanto en condiciones “in vivo” como “ex vivo” evaluamos si
dicha droga provoca el mismo efecto en neuronas piramidales de hipocampo mantenidas
en cultivos disociados, en otras palabras, en condiciones “in vitro”. Para tal fin cultivos

primarios de hipocampo fueron transfectados con el pldsmido eYFP y expuestos a una

dosis de Anf (50 uM) o a Veh, por 48 horas. Posteriormente, analizamos la densidad de
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espinas dendriticas en ambas condiciones. Del andlisis de los resultados encontramos que
el tratamiento con Anf también promueve la generaciéon de espinas dendriticas en este
sistema. Como se puede observar en la figura 16a-e las dendritas de neuronas
provenientes de cultivos expuestos a la droga presentan un aumento significativo en la
densidad de espinas dendriticas con respecto a las dendritas de neuronas de cultivos
tratados con Veh (ANOVA de una via, F(1, 22)=16,576, p<0,001).

Las evidencias reunidas hasta el momento en este trabajo de tesis en relacién al
efecto espinogénico inducido por el tratamiento con Anf, empleando tres metodologias
diferentes: 1° administracion de Anf en el ratdon “in vivo”, 2° tratamiento con Anf sobre
cultivos organotipicos de hipocampo “ex vivo” y 3° tratamiento con Anf a cultivos
disociados de neuronas de hipocampo “in vitro” muestran la solidez de dichos resultados,
ya que con todas las aproximaciones empleadas se observa un aumento significativo en la

densidad de espinas dendriticas, cuando dichos sistemas son sometidos a Anf.
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Figura 16. Efecto espinogénico inducido por Anf en cultivos disociados de hipocampo. (a) Imagen
representativa de una neurona proveniente de cultivos primarios de hipocampo de DIV 18-19 tratada
con Vehiculo (13 neuronas de por lo menos 4 cultivos independientes ). Magnificacion 40x. (b)
Fragmento dendritico de la neurona en la imagen “a”. Magnificacién 60x. (c y d).Imagenes confocales
representativas de una neurona y su dendrita, respectivamente, proveniente de cultivos primarios de
hipocampo tratados con Anf 50 uM por 48 horas (14 neuronas de por lo menos 4 cultivos
independientes). (e) Densidad de espinas dendriticas expresada cada 10um de dendrita apical, bajo los
distintos tratamientos. ANOVA de una via, p<0,001, tes a posteriori Duncan.

4.2.1 Caracterizacion de los Niveles de Expresion de Cdk5,

p35, DAT y PSD95

Teniendo en cuenta que el tratamiento con Anf provoca un aumento significativo
en la densidad de espinas dendriticas en neuronas piramidales de hipocampo, a
continuacién evaluamos los niveles de expresién de p35, Cdk5, DAT y PSD95 mediante
Western blot en cultivos organotipicos de hipocampo tratados con Anf 50 uM por 48

horas o Veh.
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A pesar de que el analisis por Western blot indica un aumento en los niveles de
expresion de Cdk5 cuando los cultivos son tratados con Anf con respecto a su control, este
incremento no es estadisticamente significativo (test de student, p>0,05) (fig 17b). Sin
embargo, observamos un aumento significativo en los niveles de expresién del activador
especifico de la quinasa Cdk5, p35, con respecto a su control (test de Student, *p<0,05)
(fig. 17a). Este resultado es de particular interés ya que el activador de dicha quinasa es el
factor limitante de la actividad de Cdk5.

Como es ampliamente conocido, Anf actia sobre los terminales axdnicos de
neuronas liberadoras de monoaminas (dopamina, serotonina y norepinefrina) (Berke y
Hyman 2000). La Anf sirve como sustrato para el DAT inhibiendo competitivamente la
recaptacion de DA, a su vez promueve el transporte reverso de la DA a través del DAT y
provoca la liberacién de las vesiculas sindpticas de DA hacia el citoplasma. Estos
mecanismos resultan en un dramatico incremento de la DA extracelular los cuales se
hallan relacionados con las propiedades psicoestimulantes de Anf (Nestler et al. 1999;
Sulzer et al. 2005). Con el objeto de caracterizar nuestro sistema de estudio, analizamos
los niveles de expresion del DAT. Curiosamente, encontramos que el tratamiento con Anf
provoca un marcado aumento en los niveles de dicha proteina con respecto a su control
(test de Student, *p<0,01) (fig. 17c).

Finalmente los niveles de expresion de PSD95 provenientes de cultivos tratados
con Anf no varian de aquellos cultivos tratados con vehiculo (test de Student, p>0,05) (fig.

17d).
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Figura 17. Niveles de expresion de p35, Cdk5, DAT y PSD95 en
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PSDO5 em s - de PSD95, no se observan diferencias con los tratamientos
' empleados. Test de student para una muestra, *p<0,05, se

aTubulina G9-&8 utilizaron entre 4y 7 cultivos independientes.

4.2.2a La inhibicion de la Funcion de Cdk5 Previene el
Aumento de Espinas Dendriticas Inducidas por Anfetamina en Cultivos

Organotipicos de Hipocampo

A partir de los resultados expuestos anteriormente, en los que observamos un
aumento en los niveles de expresidn de p35 bajo condiciones estimulantes evaluamos si la
guinasa Cdk5 estaria participando en la espinogénesis inducida por Anf. Para tal fin,
cultivos organotipicos de hipocampo de 7 DIV fueron tratados con tres protocolos
diferentes para inhibir la quinasa Cdk5. Dos de dichos protocolos consistieron en bloquear

la actividad de la quinasa: mediante la sobre-expresién de la mutante DN-Cdk5 y a través
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de la inhibicién farmacoloégica con Roscovitine; el tercer protocolo consistié en disminuir
los niveles de expresion de la quinasa, sobre-expresando un siCdk5 durante el tratamiento
con el psicoestimulante o Veh.

De manera interesante, las tres metodologias empleadas previnieron el aumento
de la densidad de espinas dendriticas inducidas por Anf (fig. 18)(ANOVA de dos vias, F(3,
68)=3,6015, p<0,05, test a posteriori Duncan ). Como se puede ver en la figura 18b, bajo
condiciones no estimulantes (Veh) el tratamiento con cualquiera de las tres estrategias
para inhibir a Cdk5 no induce cambios en la densidad de espinas dendriticas con respecto
a los cultivos organotipicos de hipocampo que solo recibieron vehiculo sin bloquear a
Cdk5 (eYFP+Vehiculo) lo que demuestra que Cdk5 participa especificamente en la
generacion y/o mantenimiento de espinas dendriticas inducidas por el psico-estimulante.
Por otra parte, encontramos que la inhibicion de la quinasa con cualquiera de las tres
metodologias empleadas bajo condiciones estimulantes (Anf) previene la formacion de
espinas dendriticas inducidas por Anf.

Estos resultados sugieren que es necesario que la actividad de Cdk5 se encuentre
intacta para que se produzca el aumento de la densidad de espinas dendriticas inducidas
por Anf, en dendritas apicales de neuronas piramidales provenientes de cultivos

organotipicos hipocampales.
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Figura 18. Cdk5 modula la espinogénesis inducida por Anf. Las diferentes metodologias empleadas para
inhibir tanto la expresién como la actividad de Cdk5 previenen el aumento en la densidad de espinas
dendriticas bajo condiciones estimulantes. (a) Imagenes confocales representativas de fragmentos
dendriticos de neuronas piramidales de CA1 provenientes de cultivos organotipicos de hipocampo, con
las diferentes metodologias empleadas para inhibir a Cdk5.Magnificacion 100x. (b) Densidad de espinas
dendriticas expresada cada 10um de dendrita apical. ANOVA de dos vias, F(3, 68)=3,6015, *p<0.05, las
diferencias entre los tratamientos se analizaron con un test a posteriori Duncan. eYFP+Veh 13
neuronas/7 rebanadas, eYFP+Anf 15 neuronas/7 rebanadas, DN-Cdk5+Veh 14 neuronas/ 7 rebanadas,
DN-Cdk5+Anf 16 neuronas/8 rebanadas, Rosco+Veh 4 neuronas/ 4 rabanadas, Rosco+Anf 7neuronas/4
rebanadas, siCdk5+Veh 3 neuronas/3 rebanadas y siCdk5+Anf 4 neuronas/3 rebanadas.

4.2.2b Caracterizacion Morfoldgica de las Espinas Dendriticas

bajo la Inhibicion de Cdk5, en Cultivos Organotipicos de Hipocampo

A pesar que se observa una tendencia a disminuir el nimero de espinas
dendriticas del tipo “stubby” (tipo I) tratadas con cualquiera de las tres estrategias para
inhibir a Cdk5 con respecto al control (solo eYFP+vehiculo o eYFP+Anf) esta diferencia no
es estadisticamente significativa (ANOVA de dos vias, F(3, 68)=2,5807 p>0,05) como se
puede observar en la figura 19a. Por otra parte, las diferentes metodologias para bloquear
a Cdk5 previnieron el aumento de espinas dendriticas del tipo “mushroom” (tipo Il)
inducidas por Anf (ANOVA de dos vias, F(3, 68)=3,4801 p<0,05) (fig. 19b). Finalmente, la
densidad de espinas dendriticas del tipo “thin” no varia de manera significativa con los

distintos tratamientos (ANOVA de dos vias, F(3, 68)=1,1309, p>0,05 ) (fig. 19c).
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Figura 19. Analisis de la morfologia de espinas dendriticas, de dendritas de neuronas piramidales de
CA1, provenientes de cultivos organotipicos de hipocampo bajo las diferentes condiciones
experimentales: control, DN-Cdk5, Rosco o siCdk5 y en presencia del estimulante (Anf) o ausencia del
mismo (Vehiculo). (a) Densidad de espinas del tipo “stubby”. (b) del tipo “mushroom”. (c) del tipo
“thin”. Expresados cada 10um de dendrita apical. ANOVA de dos vias *p<0,001, las diferencias entre los
tratamientos se analizaron con un test a posteriori Duncan.

4.2.3 Participacion de los Activadores de Cdk5, p35y p25,
en la Morfogénesis de Espinas Dendriticas Inducida por la Accion de

Anfetamina

Los resultados expuestos hasta el momento demuestran que Anf induce la
formaciéon de espinas dendriticas en neuronas piramidales de hipocampo, tanto en
condiciones in vivo como in vitro ya sea en cultivos de neuronas hipocampales disociadas
como en cultivos organotipicos. Asimismo hallamos que el tratamiento con dicha droga
provoca un incremento en los niveles de expresion de p35 y que es necesario que la
actividad de Cdk5 este intacta para observar dicha espinogénesis. Nuestro siguiente
objetivo fue evaluar la participacién de los activadores de Cdk5, p35 y su fragmento
proteolitico, p25 en la modulacién de dicha plasticidad sinaptica inducida por Anf. Para tal
fin, nos valimos de cultivos organotipicos de hipocampo que fueron transfectados de
manera biolistica con el plasmido vacio que expresa eYFP o co-transfectados con el
plasmido eYFP junto con el pldsmido p35 6 con el pldsmido eYFP junto con el plasmido

p25 y posteriormente tratados con una solucién Veh o con Anf por 48 horas.
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Figura 20. Cdk5 Modula la Espinogénesis Inducida por Anf a través de su Activador Especifico p25. (a)
Imagenes confocales representativas, de fragmentos dendriticos de neuronas piramidales de CA1l
provenientes de cultivos organotipicos de hipocampo, bajo las distintas condiciones experimentales:
columna de la izquierda: Vehiculo, derecha: Anf 50uM; imagenes superiores: sobre-expresion de eYFP;
medio: sobre-expresién p25 e inferiores: sobre-expresion p35. Magnificacion 100x. (b) Densidad de
espinas dendriticas expresada cada 10um de dendrita apical, en las distintas condiciones. ANOVA de dos
vias, * p<0,05, las diferencias entre los tratamientos se analizaron con un test a posteriori Tuckey.
eYFP+Veh 13 neuronas/5 rebanadas, eYFP+Anf 12 neuronas/6 rebanadas, p25+Veh 7 neuronas/6
rebanadas, p25+Anf 13 neuronas/8 rebanadas, p35+Veh 8 neuronas/ 7 rebanadas, p35+Anf 13
neuronas/8 rebanadas.

4.2.3a Cdk5 Modula la Espinogénesis Inducida por Anf a

través de su Activador Especifico p25

Como se puede observar en la figura 20 la densidad de espinas dendriticas de
neuronas que sobre-expresan el activador p35 o p25 bajo condiciones basales (Veh) no
difiere significativamente en relacidn a su control que sobre-expresa el plasmido eYFP.

Por otro lado, al sobre-expresar los activadores de Cdk5, p35 y p25, o sélo el
plasmido eYFP bajo condiciones estimulantes encontramos que tanto al sobre-expresar el
pldsmido eYFP o co-transfectar eYFP junto a p25 se observa el efecto espinogénico
inducido por Anf, mientras que la sobrexpresion de p35 previene el aumento en la
densidad de espinas dendriticas inducidas por la droga (ANOVA de dos vias, efecto de la
interaccién plasmido*tratamiento, F(2,60)=3,8051, p<0,05, test a posteriori Tuckey).

Estos resultados sugieren que la participacion de Cdk5 en el mantenimiento de las
espinas dendriticas generadas por Anf, seria principalmente por su unién al activador p25,

ya que al sobre-expresar dicho activador bajo condiciones estimulantes observamos un
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aumento en la densidad de espinas dendriticas, mientras que la sobre-expresion de p35

en dichas condiciones previene el efecto espinogénico inducido por Anf.

4.2.3b Caracterizacion Morfologica de las Espinas Dendriticas

Al sobre-expresar los activadores especificos de Cdk5, observamos que ambos
fueron capaces de prevenir el aumento de la densidad de espinas dendriticas del tipo
“stubby” y “mushroom”, bajo condiciones estimulantes, mientras que unicamente la
sobre-expresion de p25 provoca un aumento significativo de la densidad de espinas
dendriticas del tipo “thin” bajo ambas condiciones experimentales utilizadas.

El andlisis estadistico de la varianza indica que existe un efecto principal tanto de
plasmido como de tratamiento y el test a posteriori de Tuckey demuestra que la sobre-
expresiéon de cualquiera de los activadores de Cdk5, previene el aumento de la densidad
de espinas dendriticas de tipo “stubby” bajo condiciones estimulantes (ANOVA de dos
vias, efecto del plasmido, F(2, 60)=9,7447, p<0,001, y efecto del tratamiento, F(1,
60)=4,1642, p<0,05) (fig. 21a).

Al sobre-expresar los activadores de Cdk5 bajo los efectos de Anf, encontramos
gue dichos plasmidos previenen el aumento de espinas dendriticas del tipo “mushroom”
inducidas por la droga. Vale la pena destacar, que la sobre-expresiéon de p25 en
condiciones estimulantes provoca un incremento de espinas dendriticas de dicha
morfologia con respecto a su control (la sobre-expresion de p25 en condiciones basales).
Asimismo, la sobre-expresiéon de p25 en condiciones estimulantes provoca un aumento
del nimero de espinas en relacidon a la sobre-expresion del activador p35, bajo dichas
condiciones (ANOVA de dos vias, interaccion tratamiento*plasmido: F(2, 60)=7,9675,
p<0,001, test a posteriori Duncan) (fig. 21b).

Finalmente al andlisis de la varianza sobre la densidad de espinas dendriticas del
tipo “thin” indica un efecto principal tanto del tratamiento como del pldsmido y el test a
posteriori de Tuckey, muestra que la sobre-expresién de p25 bajo condiciones basales
promueve la formacién de espinas dendriticas de dicha morfologia con respecto al control

(sobre-expresién del plasmido que codifica para eYFP en condiciones fisioldgicas).
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Asimismo observamos que Anf induce la formacién de espinas dendriticas del tipo “thin”

cuando solo es sobre-expresado el plasmido eYFF, con respecto a su control (sobre-

expresion de eYFP en condiciones basales), mientras que al sobre-expresar el plasmido

p25 en condiciones estimulantes se observa un marcado incremento de dichas espinas

con respecto a la sobre-expresion de eYFP o p35 bajo dichas condiciones (ANOVA de dos

vias, efecto principal del pldsmido F(2, 60)=17,965, p<0,00000, efecto principal del

tratamiento F(1, 60)=17,882, p<0,0001, test a posteriori Tuckey) (fig. 21c).
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Figura 21. Analisis de la morfologia de espinas
dendriticas, de dendritas de neuronas
piramidales de CA1, provenientes de cultivos
organotipicos de hipocampo bajo las diferentes
condiciones experimentales, sobre-expresion
de: eYFP, p25 o p35 y en presencia del
estimulante (Anf) o ausencia del mismo
(Vehiculo). (a) Densidad de espinas del tipo
“stubby”. (b) Densidad de espinas del tipo
“mushroom”. (c) Densidad de espinas del tipo
“thin”. Expresados cada 10um de dendrita apical.
ANOVA de dos vias **p<0,001, * p<0,05.
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4.4 Participacion de Pak como Efector de Cdk5 en la

Espinogénesis Inducida por Anfetamina

Los resultados presentados hasta el momento, nos permiten proponer al complejo
Cdk5/p25 como un candidato que regula el efecto espinogénico provocado por la
administracidon de Anf. A su vez, este complejo podria modular sustratos esenciales que
participan en la reorganizacion y dindmica del citoesqueleto de actina.

Como se menciond en la introduccién, las espinas dendriticas son estructuras muy
dindmicas y ricas en actina. La reorganizacién dinamica del citoesqueleto de actina es
regulada principalmente por miembros de la familia de Rho GTPasas como Rac
(Raftopoulou y Hall 2004). Uno de los efectores de Rac mas caracterizados es Pak, quien
estimula a Limk1 la cual inactiva a ADF/cofilina a través de su fosforilacion, funcidon que
tiende a disminuir el recambio de los filamentos de actina (Gungabissoon y Bamburg
2003; Pollard y Borisy 2003). Cdk5 es capaz de regular a Pak de manera dependiente de
Rac-GTF. Cuando Pak es fosforilada por Cdk5 en la treonina 212, ésta queda parcialmente
inhibida, por lo tanto no es capaz de activar a LimK provocando una mayor actividad de
ADF/cofilina, aumentando de esta manera el recambio de los filamentos de actina (Nikolic
et al. 1998). En base a estas consideraciones, nos propusimos evaluar la participacién de

Pak como efector de Cdk5, en la generacién de espinas dendriticas inducidas por Anf.

4.4.1a Efecto de la Activacion e Inhibicion de Pak sobre la

Densidad de Espinas dendriticas Inducidas por Anfetamina

Teniendo en cuenta que Cdk5 es capaz de fosforilar a Pak de manera Rac
dependiente disminuyendo de este modo su actividad, nos propusimos evaluar si Cdk5
estaria manteniendo las espinas generadas por la accidon de Anf, fosforilando a Pak (en la
treonina 212) e inhibiendo de este modo, su actividad quinasa. Para tal fin, cultivos
organotipicos de hipocampo fueron biolisticamente co-transfectados con el plasmido que
codifica para eYFP junto a un plasmido que codifica para una mutante de Pak que es

deficiente en su actividad quinasa, Pak-KD (constructo quinasa deficiente de Pak), o con
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el plasmido que codifica para eYFP junto a un plasmido que codifica para una mutante de
Pak constitutiva activa, Pak-CA (constructo constitutiva activa de Pak) o simplemente con
el plasmido eYFP solo, y luego dichos cultivos fueron tratados con Anf 6 Veh.

Como se puede ver en la figura 22, no se observan diferencias significativas en la
densidad de espinas dendriticas al sobre-expresar los diferentes plasmidos bajo
condiciones basales. Mientras que, bajo condiciones estimulantes, encontramos que la
sobre-expresion de Pak-CA previene el aumento de espinas dendriticas inducida por Anf,
situacion que emula la inhibicién de Cdk5 mediante la cual Pak no se encuentra
fosforilada y por ende esta activa.

Por otra parte, al sobre-expresar Pak-KD se observa el mismo incremento en la
densidad de espinas dendriticas, que cuando solo se sobre-expresa eYFP bajo condiciones
estimulantes, emulando de esta manera lo que ocurre cuando Cdk5 esta activa y es capaz
de fosforilar a Pak, atenuando la actividad de esta quinasa (ANOVA de dos vias:
tratamiento*pldsmido, efecto de la interaccién: F(2,39)= 3,8912 p<0,05. Test a posteriori

de Duncan ).

Vehiculo Anf 50uM

3 eYFP
=3 Pak-KD *
. Pak-CA

Pak-kD

densidad espinas
dendriticas / 10um

Vehiculo  Anf 50uM
Tratamiento

Figura 22. La sobre-expresion de Pak-CA previene el efecto espinogénico inducio por Anf. (a) Imagenes
confocales representativas, de fragmentos dendriticos de neuronas piramidales de CA1 provenientes de
cultivos organotipicos de hipocampo, bajo las distintas condiciones de tratamiento. Magnificacion 63x y
2,3 zoom (b) Densidad de espinas dendriticas expresada cada 10um de dendrita apical, bajo las distintas
condiciones.digital. Escala corresponde a 5um. ANOVA de dos vias,*p<0,05, las diferencias entre los
tratamientos se analizaron con un test a posteriori Duncan. eYFP+Veh 12 neuronas/8 rebandas,
eYFP+Anf 14 neuronas/8 rebanadas, Pak-KD+Veh 8 neurona/6 rebanadas, Pak-KD+Anf 3 neuronas/3
rebanadas, Pak-CA+Veh 4 neuronas/3 rebanadas, Pak-CA+Anf 4 neuronas/3 rebanadas.
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4.4.1b Caracterizacion Morfoldgica de las Espinas Dendriticas

Como se puede apreciar en la figura 23a hay una leve tendencia a aumentar el
numero de espinas dendriticas del tipo “stubby” bajo condiciones estimulantes, sin
importar que pldasmido se haya sobre-expresado (eYFP, Pak-KD o Pak-CA), con respecto a
la sobre-expresion de dichos plasmidos tratados con vehiculo.

Por otra lado, observamos una tendencia a incrementar la densidad de espinas
dendriticas del tipo “mushroom” al estimular con Anf, solo cuando se sobre-expresa el
plasmido eYFP o Pak-KD; mientras que esta tendencia es prevenida al sobre-expresar Pak-
CA (fig. 23b), efector similar al encontrado cuando inhibimos la actividad de Cdk5

Finalmente, como se puede observar en la figura 23c, cuando los cultivos son
tratados con Anf, existe una tendencia a aumentar la densidad de espinas del tipo “thin”
solo en aquellas neuronas que sobre-expresan el plasmido eYFP o Pak-KD con respecto a
sus controles sometidos a condiciones fisiolégicas, mientras que este incremento

pareciera ser prevenido al sobre-expresar Pak-CA bajo dichas condiciones estimulantes.
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Figura 23. Analisis de la morfologia de espinas dendriticas, de dendritas de neuronas piramidales de
CA1, provenientes de cultivos organotipicos de hipocampo bajo las diferentes condiciones
experimentales, sobre-expresion de: eYFP, Pak-KD o Pak-CA y en presencia del estimulante (Anf) o
ausencia del mismo (Vehiculo). (a) Densidad de espinas del tipo “stubby”. (b) Densidad de espinas del
tipo “mushroom”. (c) Densidad de espinas del tipo “thin”. Expresados cada 10um de dendrita apical.
ANOVA de dos vias.
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¢Y ahora como seguimos? ¢éCOmo se estan generando las
espinas inducidas por Anfetamina?
4.5 Determinacion de la Participacion de BDNF en la

Generacion de Espinas Dendriticas Inducidas por Anfetamina

Nuestro conjunto de resultados demuestran que el tratamiento con Anf induce la
génesis de espinas dendriticas en hipocampo. A su vez, es necesario que la actividad de
Cdk5 esté intacta para regular la via de sefializacién de Pak, promoviendo la dindmica del
citoesqueleto de actina para mantener de esta forma las espinas generadas por la accién
del psicoestimulante. ¢Pero cual seria el mecanismo por el cual Anf esta generando
nuevas espinas?

Como se desarrollé en la introduccidn, existen numerosos trabajos que observan
un aumento de la liberacién de BDNF cuando se estimula con psicoestimulnates (Le Foll et
al. 2005; Meredith et al. 2002; McGinty et al. 2011; Saylor y McGinty 2008). A su vez, la
estimulacion con BDNF promueve la espinogénesis en cultivos organotipicos de
hipocampo (Tyler y Pozzo-Miller 2001; Alonso et al. 2004). Sumado a estos antecedentes
es particularmente interesante un estudio reciente, en el que observan que la quinasa
Cdk5 fosforila al receptor TrkB en la serina 478, cuando este se encuentra activado por
BDNF, y regula de este modo la espinogénesis inducida por la neurotrofina BDNF (Lai y
col., 2012).

Sobre la base de estas consideraciones, nos propusimos indagar sobre la
participacién de BDNF en la generacidon de nuevas espinas dendriticas inducidas por la
accién de psicoestimulantes. Teniendo en cuenta que la modulacion a través de factores
troficos constituyen eventos rapidos, en primer lugar evaluamos si el tratamiento por
tiempos cortos con Anf es capaz de generar espinas dendriticas. Para ello nos valimos de
la estrategia de cultivo de neuronas disociadas de hipocampo donde la accidén de la Anf es
practicamente inmediata (a su vez, en este sistema podemos manipular de manera

precisa los tiempos cortos de exposicion a la droga). Posteriormente analizamos la
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participacién de BDNF en la espinogénesis inducida por Anf en condiciones in vitro. Para
tal fin, estudiamos el efecto de la inhibicion del receptor tirosina quinasa TrkB en la
espinogénesis inducida por Anf en cultivos disociados de neuronas hipocampales. Luego,
evaluamos bioquimicamente los niveles de expresiéon de pTrKB y otras proteinas de
interés para este trabajo como TrkB total y truncado (TrkB Tr), p35 y PSD95, en cultivos de
neuronas disociadas de hipocampo expuestos a diferentes tiempos de Anf o a vehiculo.
Finalmente, quisimos estudiar si BDNF participaba en la espinogénesis inducida por Anf
en animales inyectados con dicha droga, en un esquema PDI. Luego del esquema de
administracién PDI, los individuos fueron sacrificados a la hora y cuatro horas pos-ultima
inyeccién y se obtuvieron muestras de sinaptosomas crudos de hipocampo para realizar
ensayos de Western blot y de esta manera determinar los niveles de expresién de pTrkB y

otras proteinas de interés.

4.5.1 Caracterizacion del Efecto Espinogénico Inducido por la
Exposicion a Tiempos Cortos de Anfetamina, en Cultivos Disociados de
Hipocampo
Con el objeto de determinar si el tratamiento por tiempos cortos con Anf es
suficiente para generar espinas dendriticas, cultivos de neuronas piramidales de
hipocampo fueron transfectadas con un plasmido que codifica para eYFP y tratados con
Anf por 15 minutos, 30 minutos y 48 horas, posteriormente fueron fijados y se
adquirieron imdagenes de fragmentos dendriticos para determinar la densidad de espinas
dendriticas, como ya se menciond anteriormente.
En la figura 24b, observamos que a partir de los 30 minutos de tratamiento con
Anf hay un aumento significativo del nimero de espinas dendriticas, con respecto al
control tratado con vehiculo, y este aumento se mantiene al menos por 48 horas de

tratamiento (ANOVA de una via, p<0,001, test a posteriori Duncan).
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Figura 24. Efecto espinogénico inducido por la exposicion a tiempos cortos con Anf en cultivos
disociados de hipocampo. El tratamiento con Anf induce la generacion de espinas dendriticas a aprtir de
los 30 min de de exposicion al estimulante (a) Imagenes representativas de fragmentos dendriticos de
neuronas, provenientes de cultivos primarios de hipocampo de 18-19 DIV, en los distintos tiempos de
tratamiento con la droga o Veh. Magnificacion 60x.(b) Densidad de espinas dendriticas expresada cada
10um de dendrita apical, bajo los distintos tratamientos (c) Imagen confocal representativa de
segmentos de dendritas proveniente de cultivos primarios de hipocampo tratados con Anf 50uM por 48
horas o Veh e inmunomarcados con sinaptofisina (rojo). ANOVA de una via, p<0,001, test a posteriori
Duncan.

4.5.2a Determinacion de la Participacion de BDNF en el Efecto
Espinogénico Inducido por Anfetamina, en Cultivos disociados de Neuronas

Hipocampales

Con el fin de determinar si el psicoestimulante ejerce su efecto espinogénico a
través de la liberacién de BDNF, cultivos primarios de hipocampo fueron tratados con un
inhibidor farmacoldgico de los receptores Trk (inhibidor que compite por el sitio de unién
al ATP), llamado k252a posteriormente fueron expuestos a Anf por 15 y 30 minutos, o
vehiculo.

Como se puede observar en la figura 25, el tratamiento con k252a bajo
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condiciones fisioldgicas no provoca cambios significativos en el nimero de espinas
dendriticas en relacion a su control. A los 15 minutos de tratamiento con Anf se observa
una tendencia a aumentar el nimero de espinas dendriticas en ausencia del inhibidor,
mientras que en presencia de K252a esta tendencia no se observa. A los 30 minutos de
tratamiento con Anf observamos que el inhibidor previene el efecto espinogénico
inducido por Anf (ANOVA de dos vias, efecto de la interaccién, tratamiento*inhibicién
TrkB, F(2, 14)=3,7604, p<0,05 test a posteriori de Duncan).

Resultados previos de este trabajo de tesis, donde tratamos por tiempos cortos
con Anf, encontramos que el tratamiento con 30 minutos de Anf es suficiente para
provocar un incremento significativo en la densidad de espinas dendriticas. El resultado
preliminar obtenido en este Ultimo experimento, sugeriria que la generacion de espinas
dendriticas inducidas por Anf seria a través de la liberacién de BDNF, ya que al inhibir el
receptor de dicha neurotrofina prevenimos el efecto espinogénico inducido por el

psicoestimulante.
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Figura 25. Participacion de BDNF en la espinogénesis inducido por Anf. en cultivos de neuronas
disociadas de hipocampo. (a) Densidad de espinas dendriticas cada 10um de dendrita apical, bajo los
distintos tratamientos. (b) Imagenes confocales representativas de fragmentos dendriticos de neuronas
piramidales de CA1 provenientes de cultivos disociados de hipocampos bajo las diferentes condiciones
experimentales, donde se observa que la inhibicion de la sefializacion de BDNF, con el inhibidor
farmacoldgico k252a, previene el efecto espinogénico inducido por el estimulante. Mag 63x y 2,3 zoom
digital. Escala corresponde a 5um. ANOVA de una via, *p<0,05, test a posteriori Duncan. eYFP+Veh 4
neuronas, eYFP+Anf 15min 3 neuronas, eYFP+Anf 30 min 2 neuronas, eYFP+k252 4 neuronas, Anf 15
min+k252a 3 neuronas, Anf 30min+k252a 4 neuronas.

4.5.2b Caracterizacion Morfoldgicas de las Espinas Dendriticas

de Neuronas Provenientes de Cultivos Disociados de Hipocampo

En la figura 26a se observa que el tratamiento con 15 minutos de Anf provoca un
incremento de las espinas dendriticas del tipo “stubby” con respecto a su control,
mientras que la densidad de espinas de dicha morfologia no aumentan a dichos tiempos
en presencia de K252a. Sin embargo, a los 30 minutos de exposicion al estimulante, esta
tendencia se revierte (ANOVA de dos vias, efecto de la interaccién tratamiento*inhbidor:
F(2, 14)=6,5183, p<0,01, test a posteriori Duncan ).

Por otro lado, encontramos una tendencia a incrementar progresivamente el
numero de espinas dendriticas del tipo “mushroom” al tratar los cultivos con Anf.

Mientras que en presencia de K252a este efecto parece estar atenuado (ANOVA de dos
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vias, F(2, 14)=2,9767, p>0,05) (fig. 26b).

Finalmente el ANOVA revel6 un efecto de la interacciéon entre
tratamiento*inhibidor (F(2,14)=6,8801, p<0,01) y el test a posteriori Duncan indicé un
aumento del nimero de espinas del tipo “thin” provenientes de cultivos tratados con
k252a y sometidos a 15 min de Anf con respecto a su control, mientras que a los 30 min
de tratamiento con Anf se observa que el inhibidor previene el aumento de espinas “thin”

inducidas por la exposicion de Anf 30min (fig. 26c).
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Figura 26. Analisis de la morfologia de espinas dendriticas, de dendritas de neuronas piramidales
provenientes de cultivos disociados de hipocampo bajo las diferentes condiciones experimentales:
K252a o Vehiculo y en presencia del estimulante (Anf) o ausencia del mismo (Vehiculo). (a) Densidad
de espinas del tipo “stubby”. (b) Densidad de espinas del tipo “mushroom”. (c) Densidad de espinas del
tipo “thin”. Expresados cada 10um de dendrita. ANOVA dedos vias,* p<0,01, #p<0,05, test a posteriori
Duncan.

4.5.3 Analisis de la Expresion de Proteinas Relacionadas a la

Plasticidad Sinaptica, en Cultivos de Neuronas Disociadas de Hipocampo
Con el objeto de determinar si BDNF estaria participando de la generacion de
espinas dendriticas inducidas por Anf, cultivos primarios disociados de hipocampo fueron
tratados por diferentes tiempos con Anf. Como control positivo (de generacién de espinas)
estimulamos con glicina bicuculina y posteriormente todos los cultivos fueron procesados
para obtener muestras de fracciones sinaptosomales que luego fueron analizadas por
Western blot. Debido a que la determinacién de BDNF es complicada, normalmente se
usa como medida indirecta de liberacién de BDNF la relacién de TrkB autofosforilado

(activado, pTrkB) sobre TrkB total. Como se puede observar en la figura 27a encontramos
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gue no hay diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, se observa una
tendencia a aumentar esta relacion a partir de los 15 min de tratamiento con Anf,
llegando a valores maximos a la hora de tratamiento y disminuyendo a las 48 horas. Por
otro lado, se observa que a partir de los 30 minutos de exposicion a Anf comienzan a
incrementar los niveles de expresién del receptor TrkB total siendo maxima su expresion a
las 48 horas (fig. 27b). Al analizar los niveles de expresiéon de TrkB Tr (TrkB truncado)
encontramos que hay una tendencia a aumentar a las 48 horas de tratamiento con Anf
(fig. 27c).

De manera interesante, en la figura 27d, observamos un incremento paulatino de
los niveles de expresion de la proteina p35 luego del tratamiento con Anf llegando a
valores maximos de expresion a las 48 horas de exposicidon al psicoestimulante.
Finalmente observamos que los niveles de expresion de PSD95 aumentan
aproximadamente un 30% con glicina con respecto al control, mientras que a la hora de
tratamiento con Anf se observa una tendencia a aumentar, aproximadamente un 50%, la
expresion de dicha proteina, el cual se mantiene por lo menos hasta las 48 horas (fig.

27e).
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Figura 27. Niveles de expresion de pTrkB, TrkB total, TrkB Tr, p35 y PSD95 de cultivos disociados de
hipocampo tratados a diferentes tiempos con Anf. (a) Analisis de Westen blot mostrando niveles de
expresion de pTrkB. A partir de los 15 min de tratamiento con Anf se observa un aumento de expresion,
siendo maximo a la hora (b) Andlisis de Westen blot mostrando niveles de expresién de TrkB total,
aumentando progresivamente a partir de los 30 minutos de exposicion a Anf y llegando su maxima
expresion a las 48h (c) Andlisis de Westen blot mostrando niveles de expresién de TrkB Tr, se observa un
marcado aumento a las 48h. (d) Andlisis de Westen blot mostrando niveles de expresiéon de p35,
aumenta paulatinamente junto al tiempo de exposicién con la droga. (e) Analisis de Westen blot
mostrando niveles de expresion de PSD95, se observa un aumento a la hora y a las 48h.

4.5.4 Analisis de la Expresion de Proteinas Relacionadas a la
Plasticidad Sinaptica, en Ratones Administrados con un Protocolo de Dos

Inyecciones.

Con el fin de evaluar si BDNF estaria participando de la generacidon de espinas
dendriticas inducidas por Anf, como asi también con el objeto de evaluar los niveles de
expresion de otras proteinas de particular interés para este trabajo, ratones de entre 30y
40 dias fueron administrados con un PDI y posteriormente fueron sacrificados a dos

tiempos post-ultima inyeccién: una hora y cuatro horas. Las muestras de hipocampo,
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fueron procesadas para obtener fracciones sinaptosomales que luego fueron analizadas
por Western blot.

En la figura 28a, se observa una tendencia aumentar los niveles de expresién del
receptor de BDNF fosforilado (pTrkB) luego de la hora post-inyeccién, aumentando un
50% mas con respecto a su control Sal/Sal, a las 4h pos-inyeccidon con Anf; sin embargo
esta diferencia no es estadisticamente significativa. Este resultado estaria acorde a lo
obtenido en cultivos de neurona disociados (fig 28a). Mientras que encontramos una
tendencia a disminuir los niveles de expresién del receptor TrkB total y de su fragmento
truncado luego de la administracién con Anf, haciéndose mas marcada aun a las 4 horas
post-inyeccidn (fig. 28 b y c). Por otra parte, encontramos una tendencia a aumentar tanto
la expresion de Cdk5 como de p35 a la hora pos-ultima inyeccion, disminuyendo
parcialmente a las 4 horas (fig. 28 d y e). Finalmente se observa una leve tendencia a
aumentar los niveles de expresién de PSD95 luego de la 4 horas pos-inyeccidon con Anf,

con respecto a los sujetos administrados con Sal (fig. 28f).
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Figura 28. Niveles de expresion de pTrkB, TrkB, TrkB Tr, p35, Cdk5 y PSD95 en ratones administrados
Sal/Sal o Anf/Anf y sacrificados a la hora o las 4 horas post-inyeccién. Andlisis de Westen blot
provenientes de muestras de FS de hipocampo de: (a) niveles de expresién de pTrkKB (b) niveles de
expresion de TrkB total (c) niveles de expresion de TrkB Tr, (d) niveles de expresidn de p35 (e) niveles
de expresion de Cdk5 (f) niveles de expresion de PSD95. Sal/Sal 1 hora n=2, Sal/Sal 4 hora n=3,
Anf/Anf 1 hora n=3, Anf/Anf4 hora n=2
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Discusion

El estudio de la plasticidad sinaptica estructural inducida por psicoestimulantes,
como cocaina y anfetamina, ha sido estudiada principalmente en regiones tales como el
estriado y la corteza prefrontal, dejando de lado otras areas limbicas asociadas a drdenes
superiores del cerebro (Koob 1992; Spanagel y Weiss 1999; Steinkellner et al. 2014;
Dumitriu et al. 2012; Kiraly et al. 2010; Deng et al. 2010). Asimismo, los experimentos
realizados en los ultimos 10 afios han permitido determinar la existencia de un efecto
espinogénico provocado por la accidon de psicoestimulantes. Dichos estudios han sido
enfocados principalmente a través de la utilizacion de animales enteros normales o
transgénicos, sometidos al tratamiento de las drogas de abuso y sus cerebros procesados
para diferentes técnicas, mayoritariamente impregnacion de Golgi, que pudieran poner de
manifiesto la presencia de espinas dendriticas (Norrholm et al. 2003; Kolb et al. 2003; Li et
al. 2004; Lee et al. 2006; Allen et al. 2006). A pesar de los grandes avances realizados en
esta materia en la dltima década poco se conoce hasta el momento acerca de los
mecanismos que gobiernan dicho efecto.

En este trabajo de tesis demostramos que el tratamiento con Anf a animales
juveniles, en un nuevo contexto, provoca la generacidon de espinas dendriticas en una
region del cerebro que no es la habitualmente estudiada, como lo es el hipocampo.
Asimismo, fuimos los primeros en replicar dicho efecto en cultivos de hipocampo en
condiciones tanto “in vitro” como “ex vivo”. Por otra parte, hallamos que es necesaria la
actividad de la quinasa Cdk5 para que dicho fendmeno se desarrolle, hallazgos similares

han sido reportados en estriado y empleando cocaina de manera crénica, por Norrholm y
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col., 2003. A su vez, encontramos evidencias que la quinasa desempefiaria su accion
formando un complejo con su activador especifico p25. Nuestros resultados sugieren que
dicho complejo ejerceria su accion mediante la modulacidon de la actividad de Pak,
guinasa implicada en la regulacion de la dinamica del citoesqueleto de actina, y de este
modo mantendria las espinas inducidas por el estimulante. Finalmente, resultados
preliminares sugieren que BDNF y su receptor TrkB, probablemente a través de su
fosforilacion por Cdk5, serian los responsables de generar las espinas dendriticas

inducidas por Anf.

5.1 Morfogénesis de espinas dendriticas inducidas por

anfetamina

5.1.1 In vivo

El hipocampo es un drea de particular interés, ya que juega un papel importante
en varios aspectos del proceso de adiccion, incluyendo la recaida y el uso de drogas. El
hipocampo participa en la mediacién de las propiedades reforzantes agudas de las drogas
y en la recaida del consumo de la misma, esto se refleja en una neuroplasticidad
diferencial en regiones especificas luego de exposiciones repetidas o del uso de las
mismas (Eisch y Harburg 2006; Wolf 1998; Berke y Hyman 2000; Kelley 2004). Las
neuroadaptaciones tales como la generacién de nuevas sinapsis, fortalecimiento o
debilitamiento de sinapsis ya existentes, sintesis de proteinas, etc., inducidas por las
drogas de abuso en el hipocampo son de una importancia particular, ya que dichas
alteraciones en esta estructura repercuten en otras dreas cerebrales. Particularmente, el
hipocampo, se encuentra ubicado anatémicamente del tal manera que puede influir sobre
circuitos cerebrales relacionados a areas de recompensa. Como ya se detalld en la
introduccion, el hipocampo recibe aferencias desde el NAc y ATV y envia aferencias al NAc
(Kelley y Domesick 1982; Verney et al. 1985; Groenewegen et al. 1987; Milner y Bacon
1989; Totterdell y Smith n.d.; Gasbarri et al. 1991; Goldsmith y Joyce 1994; Floresco et al.

2001; Bannerman et al. 2004). Dado que estas alteraciones en el hipocampo tienen el
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potencial de influenciar las vias de recompensa del cerebro, seria interesante considerar si
también participan en formar las intensas memorias asociadas al uso de drogas y a la
recaida (Eisch y Harburg 2006).

Por otra parte, dado que el contexto ambiental en el cual las drogas de abuso son
administradas contribuye a la experiencia con la droga y es un estimulo poderoso y
persistente para evocar memorias de esa experiencia aun en el adicto en abstinencia; y
teniendo en cuenta que estudios previos desarrollados en nuestro laboratorio, (Tesis
doctoral de la Dra. Mlewski), demostraron que el ambiente en el cual Anf es administrada
(en un contexto novedoso) utilizando un protocolo de dos inyecciones (PDI), es
fundamental para que los individuos desarrollen sensibilizacion locomotora a los efectos
estimulantes de la Anf en este trabajo administramos Anf, utilizando el mismo PDI, a
ratones machos juveniles, en un ambiente novedoso y estudiamos la espinogénesis
inducida por la droga en el hipocampo, region que también se encuentra implicada en la
memoria espacial.

A pesar que numerosos estudios han encontrado alteraciones dramaticas en la
densidad de espinas dendriticas inducidas por estimulantes en estriado y corteza
prefrontal (Robinson y Kolb 1997; Robinson y Kolb 2004; Li et al. 2004) los estudios sobre
el efecto que provocan los estimulantes en las dendritas de otras regiones del cerebro,
como el hipocampo, son limitados (Boikess y Marshall 2008).

En los escasos estudios llevados a cabo en animales en los cuales se estudid la
plasticidad sinaptica estructural inducida por la administracion de psicoestimulantes, en
regiones no clasicas como el hipocampo, los esquemas de administracion utilizados son
tratamientos crénicos (Boikess y Marshall 2008; Rademacher et al. 2006; Shen et al. 2006;
Ahn et al. 2013). Mientras que en el presente trabajo encontramos que la administracion

con Anf a ratones de entre 30-40 dias de edad, con un esquema de administracion de sdlo

dos inyecciones, PDI, en un contexto novedoso, provoca un aumento significativo en la

densidad de espinas dendriticas en neuronas piramidales de CAl. Curiosamente,
observamos que el mayor incremento de espinas dendriticas ocurre cuando los sujetos

reciben Sal en la primera fase y Anf en la segunda fase (Sal/Anf), sugiriendo que la primera
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inyeccién con Anf provocaria un dramatico pero transitorio aumento en el nimero de
espinas dendriticas (cuatro horas post-inyeccién), disminuyendo levemente tiempos mas
tarde o con la segunda exposicidon a la droga, aunque siempre con niveles de espinas
dendriticas mayores a los sujetos controles (fig 11).

Por otra parte, la mayoria de los estudios sobre plasticidad sindptica inducida por
Anf en la regién del hipocampo, sélo se limitan a cuantificar el nimero de las espinas
dendriticas (Crombag et al. 2005) o a caracterizar niveles de expresién de proteinas, ya
sea por inmunohistoquimica o por Western blot, que podrian estar relacionadas con la
plasticidad sinaptica inducida por la droga. Rademacher y colaboradores (2006), observan
gue en animales condicionados a la preferencia de un lugar por la administracidon de Anf,
hay un aumento en la densidad de células inmuno-reactivas para C-Fos y sinaptofisina.
Por otra parte Boikess y Marshall (2008), demuestran que la administracidon crénica con
Anf, provoca un aumento de espinofilina, proteina de uniéon a F-actina y a proteina
fosfatasa 1, usada como indicador de alteraciones en la morfologia dendritica (Boikess y
Marshall, 2008). En este trabajo de tesis aportamos nuevas evidencias que amplian el
conocimiento de la plasticidad sinaptica estructural inducida por Anf, gracias al analisis de
la morfologia de las espinas dendriticas. Especificamente encontramos que la
administracion de 4mg/kg de Anf en un esquema de PDI, provoca un incremento
significativo de las espinas dendriticas del tipo “stubby” (fig. 12). Como se detall6 en la
introduccion, este tipo de espinas son las mas abundantes durante el desarrollo y son
consideradas  estructuras muy plasticas, que estdn fuertemente acopladas al eje
dendritico (Schmidt y Eilers 2009). Este fuerte contacto a la dendrita, sugiere que los
cambios en la frecuencia de espinas “stubby” pueden impactar desproporcionadamente
en la excitabilidad neuronal en comparacidon a otros tipos de espinas (Noguchi y col,,

2005).

5.1.2 “Ex vivo” e “In vitro”

Como ya se menciond anteriormente, varios estudios han reportado un aumento

en la densidad de espinas dendriticas bajo condiciones estimulantes en diversas areas del
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cerebro, sin embargo, nuestros resultados son novedosos en cuanto a la estructura
abordada y a las condiciones, cultivo organotipico de hipocampo, ya que no existen
registros de explantos de hipocampo mantenidos in vitro y tratados con d-Anfetamina.
Nuestros resultados muestran que el tratamiento con Anf, tanto con una dosis de 50 uM
como de 100 uM durante 48 horas, provoca un significativo aumento de la densidad de
espinas en CA1 y CA3 (fig. 14). A su vez hallamos que en la regién de CA1, el tratamiento
de los cultivos organotipicos con 50 uM de Anf, provoca una tendencia aumentar el
numero de espinas dendriticas del tipo “stubby” y “thin”, mientras que encontramos un
aumento significativo en la densidad de espinas dendriticas del tipo “mushroom” con las
dos dosis de Anf empleadas (fig. 15). Este incremento de espinas “mushroom” sugiere que
el tratamiento con Anf estaria induciendo la génesis de espinas mas grandes, que tienen
una mayor capacidad para albergar PSD mas grandes, mayor cantidad de receptores
glutamatérgicos, REL, y por lo tanto funcionalmente mas activas y fuertes en su respuesta
a glutamato (Bourne y Harris, 2007). En la region de CA3 observamos un aumento
significativo del nimero de espinas dendriticas del tipo “stubby” con ambas dosis de Anf,
asimismo encontramos una tendencia a aumentar el nimero de espinas del tipo
“mushroom” tanto con Anf 50 como 100 uM vy solo una tendencia a aumentar el nimero
de espinas “thin” al exponer los cultivos con la dosis mas baja de Anf ensayada (fig. 15).

A partir de los resultados expuestos anteriormente, en los que observamos que
ambas dosis de Anf fueron exitosas en inducir la morfogénesis de espinas dendriticas en
las dos regiones del hipocampo abordadas, decidimos utilizar para el resto de los
experimentos realizados in vitro, la dosis mds baja de Anf y solo enfocar nuestra atencién
alaregion de CAL.

Acorde con los resultados discutidos hasta el momento encontramos que el
tratamiento durante 48 horas con Anf en cultivos disociados de neuronas de hipocampo
(condiciones “in vitro”) provoca también un aumento significativo de espinas dendriticas
con respecto a su control (fig. 16).

El conjunto de las evidencias discutidas hasta el momento, en las que hallamos

gue Anf promueve la morfogénesis de espinas dendriticas en los tres sistemas estudiados:
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condiciones “in vivo”, “ex vivo” e “in vitro”, le otorga gran solidez a estos resultados.

Por otro lado, el haber obtenido estos resultados en condiciones tanto in vitro
como ex vivo, también nos generaron otras incégnitas. Como fue sefialado en la
introduccion, Anf es sustrato del DAT ingresando de esta manera al interior de la neurona
dopaminérgica y provocando el vaciado de las vesiculas conteniendo DA al citoplasma,
posteriormente ésta DA es liberada al espacio peri-sinaptico a través del transporte
reverso por el DAT. En los cultivos organotipicos, las largas aferencias axonales y las fibras
eferentes son cortadas durante la diseccion y los segmentos distales degeneran durante
los primeros dias in vitro (Banker y Goslin, 1998). Si tenemos esto en cuenta, Anf careceria
de su sustrato tradicional para ejercer su accién en los cultivos organotipicos de
hipocampo, si es que al momento del tratamiento con Anf (8-9 DIV), las terminales
dopaminérgicas ya hubiesen degenerado. Asimismo la sefializacion dopaminérgica es
importante en el proceso de adiccién a drogas. En un estudio llevado a cabo por Gao y
colaboradores en el 2006 (Gao y col., 2006), observan que la estimulacidon de receptores
D1, con un agonista dopaminérgico, influencia la plasticidad sinaptica en neuronas
disociadas de hipocampo mantenidas in vitro, modulando el trafico de receptores AMPA.
Como es sabido en neuronas de CA1, la potenciacion a largo plazo (LTP, del inglés), supone
la insercién de receptores AMPA en las sinapsis excitatorias. Especificamente, en dicho
trabajo encuentran que cinco minutos de exposicién con el agonista de D1, aumenta la
expresién en superficie de una subunidad del receptor glutamatérgico AMPA (GIuR1),
aumentando su tasa de externalizacidn, en un principio a sitios extrasinapticos a través de
PKA y luego CaMKIl promueve su redistribuciéon a sitios sindpticos. De este modo,
mediante el incremento de la insercion del “pool” extrasinaptico los receptores D1
promueven el LTP. En este sentido, teniendo en cuenta que Anf provoca un aumento en la
liberacién de glutamato (Kim et al. 1981) y que dicha droga, a través de la sefializacién
dopaminérgica facilitarian el LTP (Fao, Sun y Wolf, 2006), los psicoestimulantes podrian
usurpar este mecanismo provocando una plasticidad inapropiada que contribuye a las
conductas relacionadas a la adiccién.

Curiosamente, los anadlisis por Western blot realizados a partir de muestras de
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cultivos organotipicos de hipocampo tratados con Anf durante 48 horas, demostraron un
marcado aumento en los niveles de expresion del DAT (fig. 17c), sugiriendo en primer
lugar, que en dicho sistema y bajo nuestras condiciones experimentales esta presente la
maquinaria necesaria para que la droga pueda ejercer su efecto y en segundo lugar que
Anf podria estar induciendo el aumento de los niveles de expresion del DAT
probablemente para que haya mas transportador disponible para recaptar el exceso de
DA liberada a causa de la droga. Sin embargo, con estos resultados no podemos asegurar
gue este aumento del DAT sea funcional y que se encuentre inserto en la membrana pre-
sindptica para poder realizar dicha recaptacidon. Experimentos de biotinilacién podrian
llegar a brindarnos algo de claridad en este aspecto.

Estos resultados estarian de acuerdo con un estudio en el que observan un
aumento significativo en los niveles del ARN mensajero del DAT luego del tratamiento
cronico con Anf (Shilling et al. 1997). Sin embargo, en estudios llevados a cabo in vitro
encontraron que el tratamiento con Anf a células embrionarias de rifion humano 293 (HEK
293) provoca una disminucion del DAT en membrana (Saunders et al. 2000; Zahniser y
Sorkin 2009) mientras que el tratamiento por tiempos muy cortos con Anf (30 segundos a
un minuto) promueve el efecto contrario (Johnson et al. 2005; Kahlig y Galli 2003; Furman
et al. 2009; Richards y Zahniser 2009). Estos resultados podrian ser explicados si se tiene
en cuenta que inmediatamente después de la liberacion de DA (provocada, en este caso
por la droga), seria necesaria una mayor capacidad de recaptacién de DA por lo que se
favoreceria la insercién de DAT en la membrana (Furman y col., 2009). Por otro lado, la
disminucion de DAT luego de periodos prolongados de altas concentraciones de DA podria
representar un mecanismo de proteccién, dado que la DA citosdlica puede ser toxica para
las neuronas (Ziv y col., 1994).

Por otra parte, existen trabajos que reportan que en hipocampo los niveles de
expresion de DAT son bajos, motivo por el cual la recaptacion de dopamina se
complementa con el transportador de serotonina (SERT) (Borgkvist et al. 2012). Este no
seria el caso de nuestro trabajo ya que hallamos que el tratamiento con Anf incrementa

drasticamente los niveles de expresion del DAT. Asimismo, también existe evidencia de la
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presencia de un transportador de monoaminas “PMAT” que se encuentra ampliamente
distribuido y expresado en el cerebro de los mamiferos. La especificidad de dicho
transportador por las aminas bidgenas y su amplia expresion en el SNC indicaria un rol
homeostatico, de este transportador, resguardando niveles basales bajos, de monoaminas
(extracelulares) en el cerebro. Y en aquellas dreas que reciben inervaciones
monoaminérgicas pero que carecen de transportadores de alta afinidad, PMAT podria
adquirir un rol activo en la finalizacion de la neurotransmision monoaminérgica (Dahlin et
al. 2007). Sin embargo todavia no ha sido demostrado si los psicoestimulantes sirven de
sustrato para dicho transportador.

Intrigados por como Anf actia en nuestro sistema de estudio, quisimos indagar un
poco mas en este sentido evaluando los niveles de DA y glutamato (como asi también de
sus metabolitos) a través de HPLC, pero lamentablemente tuvimos dificultades técnicas
para poder determinar los niveles de dichos neurotransmisores.

Otra proteina de interés para nuestro estudio, relacionada a la plasticidad sinaptica
y que nos estaria indicando sinapsis funcionales, es la PSD-95. Sin embargo, los cultivos
organotipicos de hipocampo tratados con Anf no mostraron un aumento significativo en
los niveles de expresion de PSD-95 revelados mediante Western blot, probablemente por
tratarse de muestras de homogenato total y no de fracciones sinaptosomales, en las

cuales si se podria observar un enriquecimiento de esta proteina (fig. 17D ).

5.2. Participacion de Cdk5 y sus activadores especificos, p35 y

p25, en la espinogénesis inducida por anfetamina

Un estudio llevado a cabo por el laboratorio del Dr Greengard (Norrholm y col.,
2003) demuestra que infusiones intra-craneales en NAc con un inhibidor farmacoldgico de
Cdk5, roscovitine, atenta el aumento de espinas dendriticas inducida por el tratamiento
cronico con cocaina, en dicha regidon. A su vez, numerosos trabajos reportan un
incremento tanto de la expresién como de la actividad de Cdk5 y de sus activadores

especificos, p35 y p25, luego del tratamiento con psicoestimulantes (Mlewski y col., 2008,
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Bibb y col., 2001; Ehrlich y col., 2002). A partir de estas evidencias y teniendo en cuenta
gue nuestros resultados muestran un efecto espinogénico inducido por Anf, estudiamos la
participacién de Cdk5 y sus activadores especificos en dicho fenédmeno. En primer lugar, al
determinar los niveles de expresion de la quinasa Cdk5 y su activador especifico p35, en
cultivos organotipicos de hipocampo bajo condiciones estimulantes y vehiculo, hallamos
gue los niveles de Cdk5 no varian significativamente en ambas condiciones (fig 17b). Sin
embargo, cuando los cultivos fueron expuestos a Anf, los niveles de expresion de p35
incrementaron significativamente con respecto a los controles (fig 17a). Este resultado es
de interés, ya que dicho activador es el factor limitante de la actividad de la quinasa Cdk5
(Takahashi et al. 2005). Lamentablemente, no nos fue posible determinar los niveles de
expresion de p25 ya que no existe un anticuerpo comercial que reconozca Unicamente al
fragmento truncado de p35, y el anticuerpo comercialmente disponible para p35, no logré
resolver los niveles de p25.

Estos hallazgos nos motivaron a investigar si Cdk5 estaria participando de la
espinogénesis inducida por el psicoestimulante. De modo interesante, encontramos que
tanto la inhibicidn de la actividad como la expresion de Cdk5, previno el incremento en la
densidad de espinas dendriticas inducida por Anf (fig. 18). Especificamente, observamos
gue la inhibicion de Cdk5, con cualquiera de las tres estrategias utilizadas: sobre-
expresion de un plasmido que codifica para DN-CdkS5, inhibiciédn farmacolégica de Cdk5
con roscovitine y sobre-expresién de un plasmido que codifica para un siCdk5, en
condiciones fisioldgicas no afecta la densidad de espinas dendriticas, ya que la densidad
de las espinas permanecieron en valores similares al control (fig. 18), mientras que en
condiciones estimulantes, la inhibicién de Cdk5 previno la espinogénesis inducida por Anf.
Estos resultados sugieren que la participacion de Cdk5 en la morfogénesis de espinas
dendriticas, es dependiente de Anf ya que su inhibicién en condiciones basales no
provoca efecto sobre la densidad de espinas al menos en nuestras condiciones
experimentales. Por otro lado y mas importante aun, estos resultados nos demuestran
gue para que Anf promueva la morfogénesis de espinas dendriticas es necesario que la

actividad de la quinasa Cdk5 este intacta.
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Como ya se mencioné anteriormente, Norrholm y col.,, (2003), obtuvieron
resultados similares a los nuestros en relacién a la quinasa Cdk5. En su trabajo observaron
gue la administracién crénica con cocaina provoca un incremento en la densidad de
espinas dendriticas en neuronas de NAc y al inhibir, intra-cranealmente con roscovitine en
esa region, encuentran que dicho efecto es prevenido. Existen ademds numerosos
trabajos en los que demuestran que Cdk5 interviene en la plasticidad sinaptica. Por
ejemplo, ha sido observado que la administracidon repetida con cocaina provoca una
aumento de la actividad de Cdk5, que induce la fosforilacidon del factor de transcripcidon
MEF2, reduciendo de este modo su actividad, y en consecuencia aumenta la génesis de
espinas dendriticas. Mientras que la expresion de un constructo constitutivo activo de
MEF2 en NAc impide el incremento en la densidad de espinas en respuesta a la
administracién crdénica con cocaina e inesperadamente aumenta la sensibilizacion
comportamental a cocaina (Pulipparacharuvil et al. 2008). Asimismo ha sido reportado
gue la expresion transitoria de p25, en un modelo de ratén inducible para p25, provoca un
aumento de la actividad de Cdk5 y promueve la generacién de espinas dendriticas (Fischer
y col., 2005). Otro estudio en el que también se involucra a Cdk5 con la plasticidad
sindptica, demuestra que la proteina de unién a la tubulina mediadora de respuesta de
colapso proteina 1 (CRMP1) puede ser fosforilada por Cdk5 en la treonina 509 y serina
522, y que dicha fosforilacién es crucial para la generacidon de espinas dendriticas en
respuesta a semaforina 3A (Yamashita y col., 2007).

En un trabajo del grupo de Ip (Lai y col., 2012) observan que es necesario que Cdk5
fosforile el receptor TrkB, luego de ser activado por BDNF, para que dicha neurotrofina
promueva la generacion y maduracién de espinas dendriticas. Por otra parte, Cdk5
también ha sido identificada como un regulador de los receptores de NMDA,
particularmente de la subunidad NR2A. La fosforilacién de NR2A por Cdk5 en la serina
1232 afecta la actividad del receptor, incrementandola. Dicho efecto fue inhibido por
roscovitine, inhibidor de la actividad de Cdk5. Lo que indicaria que los cambios en la
actividad del receptor de NMDA en neuronas son causados, al menos en parte, por la

fosforilacion de la subunidad NR2A por Cdk5, provocando un incremento de la actividad
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de los receptores (Li y col., 2001). Esto concuerda con otros trabajos que exponen que la
induccién del LTP es acompafiado de la fosforilacion de subunidades del receptor NMDA
Sakimura et al. 1995).

Otra forma en la cual Cdk5 puede promover la sinaptogénesis es a través de la
regulacién de la proteina CASK (proteina periférica de la membrana plasmatica), miembro
de la familia MAGUK (proteina asociada a memrana guanilato quinasa), quien es reclutada
a las terminales en desarrollo por SynCAM (molécula de adhesién celular 1) vy
Neurexinas/Neuroliginas. Cdk5 fosforila y regula la distribucion de CASK a la membrana.
En ausencia de Cdk5, CASK no es fosforilada y no es reclutada a las sinapsis en desarrollo y
por lo tanto no interactia con componentes esenciales presinapticos. Dentro de las
consecuencias funcionales se encuentran alteraciones en el flujo de calcio (Samuels et al.
2007). A pesar de las evidencias citadas anteriormente, existe bibliografia en la que se la
involucra de manera negativa a la quinasa Cdk5 en relacion a la sinaptogénesis. Por
ejemplo, Ephexinl, GEF de Rho, es fosforilado por Cdk5 evento critico en la retraccion de
espinas dendriticas en respuesta a ephrinAl, ligando afin que activa el receptor tirosina
quinasa EphA4 (receptor efrina 4 tipoA) (Fu y Ip 2007). El receptor EphA4 activado recluta
a Cdk5, quien luego fosforila a ephexinl y activa de este modo a RhoA promoviendo la
retraccion de espinas dendriticas en respuesta a la estimulacién por ephrinAl (Fu vy Ip,
2007). De manera notable, ha sido demostrado que EphA4 es necesario para la plasticidad
sindptica en amigdala (Dodt et al. 2008), aumentado la posibilidad de que la via de
sefalizaciéon EphA4-Cdk5-ephexinl sea crucial para la regulacion de la densidad de
espinas dendriticas durante la plasticidad sindptica. Otro potencial candidato que
mediaria la plasticidad de espinas dendriticas en respuesta a la actividad sinaptica es la
proteina Wiskott—Aldrich syndrome (WASP) de la familia de proteinas verprolina
homologa 1 (WAVE). WAVE1 es importante para la formacién de espinas dendriticas en el
estriado (Kim et al. 2006). WAVE1 regula la polimerizaciéon de actina y por lo tanto la
formacion de espinas dendriticas a través de la interaccién con el complejo Arp2/3, y esa
interaccidn es suprimida luego de la fosforilacion de Cdk5 (Y. Kim y col., 2006). Asimismo,

la depolarizacion repetida de neuronas hipocampales induce la desfoforilacién de WAVE1
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en los 3 sitios fosforilados por Cdk5 (Sung et al. 2008). Con todas estas consideraciones,
podemos concluir que Cdk5 cumple un importante papel en la regulacién de la plasticidad
sindptica, y dependiendo de que fénomeno desencadene dicha plasticidad, Cdk5
promovera ¢ inhibira la generacion de espinas dendriticas.

Por otra parte nuestros resultados demuestran que al analizar el efecto que
provoco la inhibicion de la actividad quinasa Cdk5 sobre la morfologia de las espinas
dendriticas, observamos que tanto roscovitine como la sobre-expresion de DN-Cdk5
previenen la tendencia a incrementar las espinas del tipo “stubby” inducidas por Anf (fig.
19a). Mientras que las tres metodologias empleadas atenuan significativamente el
aumento de espinas del tipo “mushroom” inducido por Anf, sugiriendo que Cdk5 estaria
participando en el mantenimiento o generacidon de este tipo de espinas en particular
(fig. 19b). Finalmente la inhibicidn de Cdk5 no produjo ninguna diferencia en la densidad
de espinas dendriticas del tipo “thin” (fig. 19c).

En base a los ultimos resultados discutidos, los cuales demostraron que la
actividad de Cdk5 es imprescindible para que se desarrolle el efecto espinogénico
inducido por Anf, nos preguntamos si alguno de los activadores de Cdk5, ya sea p35 o su
fragmento truncado p25, estaban involucrados en dicho fenédmeno. Curiosamente, la
sobre-expresion de los activadores de Cdk5 (p35 y p25) provocd efectos opuestos en
relacion a la espinogénesis inducida por Anf. En este sentido, tanto la sola exposicion a
Anf (cuando solo se sobre-expresa el plasmido eYFP) como la sobre-expresién del
pldsmido que codifica para el activador p25 en cultivos organotipicos de hipocampo bajo
condiciones estimulantes, provocan un aumento de la densidad de espinas dendriticas
(fig. 20). Estos resultados sugieren que el complejo Cdk5/p25 seria el responsable de
modular el efecto espinogénico inducido por Anf. Estos hallazgos concuerdan con los
estudios realizados por Fisher y colaboradores (Fisher y col., 2005), los cuales demuestran
que la expresion transitoria de p25, en un modelo de ratén inducible, provoca no solo el
aumento de espinas dendriticas, sino que también facilita la memoria dependiente de
hipocampo y aumenta la potenciacién a largo plazo (del ingles LTP). Por el contrario,

cuando se sobre-expresé el activador p35, observamos que éste se comporta como un
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inhibidor del efecto espinogénico inducido por Anf, ya que previene el aumento de
espinas dendriticas inducidas por el psicoestimulante (fig. 20). Estudios recientes, han
demostrado que la fosforilacion de p35, mediante el complejo Cdk5/p35, promueve su
homodimerizacion e induce la unidon de haces de actina filamentosa (F-actina),
estabilizando asi la F-actina (He y col., 2010; Xu y col., 2011) lo cual podria estar
impidiendo de esta manera, la morfogénesis de nuevas espinas. A su vez, la dimerizacion y
asociacion de p35 con F-actina ocurre en la regidon N-terminal, la cual se encuentra
ausente en el producto clivado de p35, p25. Es decir que el exceso de p35, cuando ésta es
sobre-expresada, por un lado competiria con p25 (enddégeno) por la unién a Cdk5
(evitando la formacion del complejo Cdk5/p25, el cual permitiria la morfogénesis de
espinas inducida por Anf) y ademas estaria promoviendo la estabilizacion del
citoesqueleto de actina. Sin embargo, el mecanismo por el cual p35 previene el aumento
de espinas dendriticas inducidas por Anf queda aun por dilucidar.

Los andlisis por Western blot de los cultivos organotipicos tratados con Anf, del
presente trabajo de tesis, mostraron un aumento de los niveles de expresion de p35 en
relacion a su control. Condicién imprescindible para la generacidén de p25, debido a que
éste es el fragmento proteolitico de p35 (Takahashi y col., 2005; Shah y col., 2014). Por
otra parte, seria razonable pensar que al sobre-expresar el activador p35 habria tal exceso
de dicha proteina, que la enzima calpaina la que seria el factor limitante, responsable de
catalizar el clivaje de p35 en p25, no daria abasto para clivar dicho exceso.

La generacion de p25, a partir de p35, ha sido clasicamente y casi exclusivamente
relacionada con la neurodegeneracion como asi también ha sido implicada en
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer. Sin embargo, la habilidad de p25 de
incrementar la plasticidad sindptica y la memoria lleva a cuestionarnos si p25 es generado
de manera “fisioldgica” para servir a este propodsito (Greengard et al. 1999; Cruz et al.
2003). Otros autores, como Angelo y colaboradores, proponen que la generacion
fisiolégica de p25 es para facilitar la plasticidad y la cognicién (Angelo et al. 2006). Tal
afirmacion concuerda con la observacion de que calpaina podria estar involucrada en el

LTP; la formacién de p25 podria ser un mecanismo mediante el cual la calpaina afectaria el
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LTP. La aparente ausencia de p25 en situaciones fisioldgicas, junto a la capacidad, de la
misma para aumentar la plasticidad y memoria, podria significar que solo es generada
durante eventos particulares como la actividad sindptica relacionada al aprendizaje.
Alternativamente, podria ser generada en muy bajos niveles o en compartimentos
discretos que imposibilitarian su deteccién de rutina. Estos autores también han

Ill

propuesto una hipétesis en la cual le otorgan un rol “compensatorio” a p25 en algunos
desérdenes neurodegenerativos (Angelo y col., 2003). Su hipdtesis predice que p25 se
forma para mejorar los déficits tempranos de plasticidad y las alteraciones de la memoria
asociativa; por ejemplo en los albores de la enfermedad de Alzheimer. Al acumularse, p25
puede eventualmente promover cambios moleculares que contribuyen la disfuncién
sinaptica, neurodegeneracion y en ultima instancia contribuyen también a los deficits de
memoria. Esta respuesta compensatoria es mas plausible si depende de la regulacién
positiva de un mecanismo fisiolégico existente mas que a la evocacion de una respuesta
reservada exclusivamente para un proceso patolégico a la que sélo la minoria de la
poblacidn podria sucumbir (Angelo, Plattner, y Giese, 2006). La hipdtesis de que la
generacion de “x” compensatoria recapitula la formacion de “x” fisiolégica, ha sido
observada en otros fendmenos, por ejemplo se ha visto que pacientes con deterioro
cognitivo leve presentan respuestas compensatorias que implican la regulacién del
sistema colinérgico (DeKosky 2002). Debido que la habilidad de generar p25 se encuentra
evolutivamente conservada (Angelo, Plattner, y Giese, 2006), es también razonable asumir
gue la formacién de p25 ocurre por otras razones mas alld de solo promover la
neurodegeneracion. Nuestros resultados apoyarian dicha hipdtesis, en donde la
generacion de p25, por la accion de Anf; asumiendo que este psicoestimulante promueve
la liberacién de glutamato y por ende aumenta la liberacion de calcio y la activacién de
calpaina con la consiguiente formacién de p25; estaria usurpando los mecanismos
subyacentes a la plasticidad sindptica de eventos fisioldgicos modulados por p25.

El analisis de la morfologia de las espinas dendriticas cuando los activadores de

Cdk5 son sobre-expresados, mostraron la sobre-expresion de p25 bajo condiciones

basales provoca un incremento significativo en la densidad de espinas dendriticas del tipo

117



“thin” con respecto al control, aumentando ain mds bajo condiciones estimulantes con
respecto a su control (fig 21c). Por otra parte, la densidad de espinas dendriticas del tipo
“thin” no varié al sobre-expresar p35. A su vez, tanto la sobre-expresiéon de p35 como p25
previene la formacion de espinas dendriticas del tipo “stubby” inducidas por Anf (fig.
21a). Con respecto a la morfologia de espinas “mushroom”, observamos que la sobre-
expresion de p35 en condiciones estimulantes actuaria de manera similar que la
inhibicién de Cdk5, es decir previene la generacién de dichas espinas, mientras que al
sobre-expresar p25, bajo condiciones estimulantes, observamos un leve aumento con
respecto a la sobre-expresiéon de dicho plasmido en condiciones basales. Sin embargo,
éste incremento no llega a los valores de la sobre-expresion de sélo eYFP bajo condiciones
estimulantes (cabe destacar, como ya se menciond anteriormente que la sobre-expresion
de eYFP se hace sdélo para poder visualizar las espinas dendriticas) (fig. 21b). Las espinas
dendriticas son estructuras altamente dindmicas y para aumentar su volumen y de este
modo cambiar su morfologia a espinas “mdas maduras” (como lo son las “stubby” vy
“mushroom”) requieren de eventos celulares como: la dindmica del citoesqueleto actina,
adicién de membrana, aumento del PSD, etc, es decir una completa reorganizacién de la
estructura de la espina (Murakoshi y Yasuda 2012). Los cambios en el citoesqueleto de
actina son muy rdpidos, se dan en el orden de los minutos y probablemente nuestro
disefio experimental no es lo suficientemente pldstico para detectar estos eventos
dinamicos y por ello no observemos el aumento de espinas dendriticas del tipo “stubby”
inducidas por Anf, cuando p25 es sobre-expresado, debido a la sobre-expresién por un

largo periodo ininterrumpido.

5.3 Participacion de Pak como efector de Cdk5 en la

espinogénesis inducida por anfetamina.

Como vya se desarrollo anteriormente las espinas dendriticas son pequeiias
protrusiones de la dendrita ricas en actina, altamente dindmicas y requieren para tal

efecto un alto recambio del estado de los filamentos de actina (Fischer et al. 1998)
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(Lendvai et al. 2000). La plasticidad de las espinas, es coordinada principalmente por la
familia de las pequefias RhoGTPasas (Rho, Rac y Cdc42), encargadas de regular el
citoesqueleto de actina (Raftopoulou y Hall 2004). Las RhoGTPasas ciclan entre un estado
inactivo unido a GDP y un estado activo unido a GTP (Nobes y Hall 1994), en este ciclado
reside, en Ultima instancia la plasticidad estructural.

La pequefia RhoGTPasa Rac y su efector Pak quinasa, han sido clasicamente
involucradas en la formacion de espinas dendriticas (Boda et al. 2008; Chen et al. 2010;
Fiuza et al. 2013; Impey et al. 2010; Zhang et al. 2005; Hering y Sheng 2001), donde un
aumento de la sefializaciéon via Rac, activa a la quinasa Pak (sustrato de Cdk5), esta
fosforila a LimK la que finalmente fosforila y provoca una disminucién de la actividad de
cofilina (p-cofilina), estabilizando los filamentos de actina. Sin embargo, en un estudio
reciente en el cual se administra animales de manera crénica con cocaina, observan un
aumento de espinas dendriticas (particularmente espinas del tipo “thin”) y demuestran

gue es necesario una disminucién transitoria en la sefializacion de Racl para que se

produzca dicho fendmeno (Dietz et al. 2012). Esta disminucion transitoria de la
sefializaciéon de Racl, aumenta el recambio (ciclado) de actina, y es evidenciado por la
disminucion de la forma inactiva de cofilina (p-cofilina), lo que conlleva a mas cofilina
activa y mayor numero de espinas del tipo “thin” (Dietz y col., 2012). Estas evidencias
estarian de acuerdo con otros estudios en los que demuestran la importancia de la via de
cofilina y de la dinamica de actina sobre la plasticidad estructural inducida por cocaina,
aungue los detalles precisos de como cocaina regula la fosforilacién de cofilina son mas
complicados (Toda et al. 2006; Shen et al. 2009; Toda et al. 2010). Ya que en un estudio,
por ejemplo, reportan que no habria cambios en los niveles de p-cofilina pero si un
incremento en los niveles totales de cofilina en respuesta a un desafio con cocaina luego
de la abstinencia de la droga durante un tratamiento crénico (Shen y col., 2009), esto
difiere de lo reportado por Dietz y colaboradores, quienes encuentran una disminucion
transitoria en los niveles de p-cofilina y no observan ninglin cambio en los niveles de
cofilina total en respuesta al desafio con cocaina. En este sentido, los resultados obtenidos

en el presente trabajo de tesis, estarian de acuerdo con este ultimo estudio (Dietz y col.,
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2012), especificamente proponemos que el complejo Cdk5/p25 fosforilaria a Pak (p-Pak-
treonina 212 -sitio consenso demostrado para Cdk5-)(Nikolic et al. 1998), disminuyendo
parcialmente su actividad, lo que llevaria finalmente a una disminuciéon de p-cofilina,
aumentando el recambio/dinamica de los filamentos de actina necesario para la
morfogénesis de espinas inducidas por Anf.

A favor de esta idea, nuestros resultados demuestran que al sobre-expresar un
plasmido que codifica para una mutante defectiva de Pak, Pak-KD en la cual su actividad
guinasa se encuentra inhibida (simulando la situacion cuando la fosforilacién es mediada
por Cdk5) en cultivos organotipicos de hipocampo bajo condiciones estimulantes la
densidad de espinas dendriticas aumenta a los mismos niveles que la sobre-expresién de
eYFP (utilizado para visualizar las espinas) (fig. 22) en dichas condiciones, mientras que la
sobre-expresion de una mutante constitutiva activa de Pak, Pak-CA (simulando la
situacion cuando la actividad de Cdk5 se encuentra inhibida) previene el efecto
espinogénico inducido por la Anf (fig. 22). Estos resultados son coherentes con las
evidencias obtenidas hasta el momento, ya que al sobre-expresar la mutante Pak-CA
emulamos el efecto de la inhibicién de Cdk5, en donde la falta de actividad de Cdk5 no
podria fosforilar a Pak, por lo tanto ésta se encontraria activa y conduciria finalmente a
una establizacion del citoesqueleto de actina (aumentando p-cofilina). Mientras que la
sobre-expresiéon de la mutante Pak-KD simularia una actividad aumentada de Cdk5
(condicién que se da bajo el tratamiento con el psicoestimulante, (Mlewski, Krapacher,
Ferreras, y Paglini, 2008) y este incremento de la actividad estaria dirigido a fosforilar
entre otros substratos a Pak, inhibiéndola y provocando un aumento del recambio de los
filamentos de actina. Sin embargo, bajo condiciones basales la sobre-expresién de Pak-KD
no fue capaz de incrementar la densidad de espinas dendriticas. Sugiriendo de este modo,
que la fosforilacion de Pak (pPak-tr212) mediada por Cdk5, no seria la responsable de
generar las espinas dendriticas inducidas por el estimulante, sino que podria estar
interviniendo en el mantenimiento de las espinas generadas por el psicoestimulante,
apoyando los resultados discutidos en el punto anterior.

Como ya se menciond, varios estudios sugieren que la actividad de Racl promueve
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el desarrollo de espinas, mientras que la inhibicidn de Pakl reduce el nimero de espinas
en otros sistemas neuronales (Hering y Sheng 2001). Sin embargo el rol de Racl en la
regulacién de la dinamica de actina y en la morfologia de las espinas es mucho mas
complicado y depende de muchos factores, como la edad, el tipo neuronal y puede llegar
a variar hasta entre sistemas in vitro e in vivo (Tashiro et al. 2000; Tashiro y Yuste 2004).
Por otra parte, ha sido demostrado que la actividad de cofilina incrementa la
depolimerizacién de actina, nucleacién y ramificaciéon, lo que conduciria en ultima
instancia, a espinas mas delgadas y a nuevas protrusiones (Ghosh et al. 2004). Sin
embargo, cabe destacar que los cambios en Racl y en la actividad de cofilina podrian no
ocurrir exclusivamente en la espina sino que a lo largo de toda la neurona, incluyendo el
soma, donde ha sido demostrado que Racl regula la transcripcion de genes (Bosco et al.
2009).

Por otra parte, existen discrepancias en la bibliografia con respecto a la funcién de
otras RhoGTPasas, tal como Rho A. Por un lado su actividad ha sido fuertemente vinculada
a la retraccién de espinas dendriticas o a la inhibicion de la generacién de las mismas . Sin
embargo, también ha sido involucrado en la maduraciéon de espinas a través de un
aumento de la actividad de RhoA (Ryan et al. 2005). Sugiriendo que RhoA no solo actua
como un regulador de la retraccion de las espinas sino que también se encuentra
involucrado en la modulacién del mantenimiento y morfologia de las espinas. Mds aun,
estudios basados en la plasticidad sinaptica sugieren que RhoA es rapidamente activada
en las espinas estimuladas durante el crecimiento de las mismas, inducido por Ia
liberacién de glutamato y que la actividad de RhoA es esencial para la expresion estable
del LTP (Rex et al. 2009; Murakoshi y Yasuda 2012). Por lo tanto, a pesar de que RhoA es
requerida para la plasticidad estructural durante el LTP, su actividad necesita ser
precisamente regulada y su sobre-activacion es perjudicial.

Como puede observarse, la discrepancia en la basta bibliografia en relacién a la
plasticidad sinaptica estructural, la generacidon o eliminacién y mantenimiento de las
espinas dendriticas, nos lleva a interpretar que la morfogénesis de espinas es un

fenédmeno muy complejo y dindmico, que no puede ser entendido como una sola serie
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lineal de eventos, sino que seria el balance entre distintas vias lo que llevaria hacia un
destino u otro y el momento y la duracién en que unas u otras vias estén activas también
son factores determinantes para el resultado final. Asimismo, todos estos eventos pueden
ser muy rapidos del orden de minutos o menos (Matsuzaki et al. 2004; Kasai et al. 2010).
En nuestros disefios experimentales y estrategias de estudio intentamos recrear de alguna
manera algunas sefalizaciones, sin embargo la estrategia de sobre-expresion de
plasmidos impide emular algunas rdpidas sefalizaciones. Otra manera de obtener
evidencias sobre la fosforilacion de Pak mediada por Cdk5, es midiendo los niveles de
expresion de p-Pak-treonina212, lamentablemente no logramos obtener una buena sefial
con dicho anticuerpo. Actualmente, estamos realizando ensayos de la actividad de Pak, en
muestras de ratones administrados con Anf en el esquema PDI, y esperamos encontrar
una disminucion de la actividad en aquellos sujetos administrados con el estimulante en
relacién a aquellos tratados con Sal.

En relacidn a la morfologia de las espinas dendriticas observamos una tendencia a
incrementar la densidad de espinas dendriticas del tipo “mushroom” y “thin” al estimular
con Anf, solo cuando se sobre-expresa el plasmido eYFP o Pak-KD; mientras que esta
tendencia es prevenida al sobre-expresar Pak-CA (fig. 23B y c). Este efecto es similar a
cuando se sobre-expreso p25 y p35, donde bajo condiciones estimulantes la sobre-
expresion de p25 tendia a incrementar el niumero de espinas dendriticas del tipo
“mushroom”, mientras p35 prevenia dicho aumento y algo similar ocurre con las espinas
“thin”, las cuales aumentan marcadamente bajo condiciones estimulantes cuando p25 o
Pak-KD son sobre-expresadas (cabe destacar que en el caso de Pak-KD ese aumento no es

estadisticamente significativo) similar a lo observado en el trabajo de Dietz y col., 2012.

5.4 Participacion de BDNF en la génesis de espinas

dendriticas inducidas por anfetamina.

En base a los resultados discutidos hasta el momento, es indispensable que la

quinasa Cdk5 este activa para mantener el aumento de espinas dendriticas inducidas por
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Anf (fig 18) y no para generarlas, basandonos en los resultados que muestran que al
sobre-expresar los activadores en condiciones fisioldgicas no se observa un aumento de
las espinas dendriticas, teniendo en cuenta que los activadores de Cdk5 son limitantes de
la actividad de dicha quinasa. Esto podria significar que necesitariamos de la presencia de
un intermediario mas entre Anf y Cdk5 para que se desarrolle dicho fendmeno. En
referencia a esta uUltima consideracion, numerosos estudios observan un aumento de la
liberacidn de el factor neurotréfico BDNF cuando se estimula con Anf (Le Foll y col., 2005;
McGinty y col., 2011; Saylor y McGinty 2008; Shen y col., 2014). Asimismo, huelgan
evidencias que demuestran que BDNF estimula la generacion de espinas dendriticas en
hipocampo (Alonso y col., 2004; Murphy y col., 1998; Tyler y Pozzo-Miller 2003). Mas
interesante aun, un estudio reciente revela que para que se generen las espinas
dendriticas inducidas por BDNF es necesaria la actividad de Cdk5. Especificamente, es
necesario que Cdk5 fosforile en la serina 478 al receptor de BDNF, TrkB (activado), para
que se desarrolle dicho fenémeno (Lai y col., 2012).

Nuestros resultados preliminares demuestran en primer lugar, que el tratamiento
por 30 min con Anf a cultivos disociados de neuronas hipocampales, seria suficiente para
inducir la génesis de espinas dendriticas (fig. 24). Asimismo, al realizar ensayos por
Western blot, provenientes de muestras de fracciones sinaptosomales de dichos cultivos,
encontramos una tendencia a incrementar los niveles de expresion de p-TrkB (forma
indirecta de medir liberacién de BDNF) a partir de los 15 minutos de tratamiento con Anf
llegando a niveles maximos a la hora y volviendo a valores similares a los controles a las
48 horas de tratamiento (fig. 27a). Sugiriendo que la exposicidn con el psicoestimulante
estaria induciendo la liberaciéon de la neurotrofina BDNF. Llamativamente, nuestros
resultados preliminares muestran una tendencia a incrementar los niveles de expresién
del receptor TrkB a partir de los 30 minutos de tratamiento con Anf llegando a niveles
maximos a las 48 horas. Este rdpido efecto pareceria ser inducido especificamente por
Anf, ya que al estimular la generacion de espinas con glicina mas bicuculina (gli/bic), la
densidad de espinas no varia con respecto al control, al menos en estos tiempos cortos

(fig. 27b). Dicho aumento en los niveles de expresion del receptor, podria deberse como
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consecuencia a la mayor liberacién de BDNF. Sin embargo, con estos resultados
preliminares no podemos saber si el aumento en los niveles de expresién concuerdan con
mayor cantidad de TrkB activo en la membrana, y mas aun si estuviese inserto en
membrana desconocemos si se encuentra dimerizado (ya que dicho receptor una vez
activado por su neurotrofina se dimeriza con alguna de sus variantes). La sefalizacion a
través de TrkB ha sido involucrada con diversas funciones: cremiento dendritico,
crecimiento axonal, y sobrevida celular (modulado a través de PI3K), también en la
sobrevida, plasticidad sinaptica y en la neurotransmisién (a través de PLCy) y en la
proliferacién, diferenciacién y sobrevida (a través de Erk/MAPK) (Fenner 2012). Lai y
colaboradores (2012), observan que al estimular con BDNF los efectores clasicos rio abajo
de TrkB: AKT y ERK, no se ven afectados en el ratén transgénico de TrkB (TrkB-Ser478) que
no puede ser fosforilado por Cdk5 en dichas serinas, por lo que Cdk5 no interfiere en la
autofosforiacién del receptor (en este caso Y515) y por consiguiente no obstaculiza la
sefializacidén “tradicional” de TrkB. A su vez, el receptor TrkB, sefializa a través de tres vias
principalmente: PLCy, PI3K y ERK/MAPK (Fenner, 2012). A partir de estas consideraciones,
el aumento de la expresion del receptor puede estar dirigido a aumentar la sefializacién a
través de algunas de estas vias o también como consecuencia de éstas.

Es importante tener en cuenta que existen dos isoformas del receptor TrkB que se
encuentran ampliamente expresadas en el cerebro: TrkB total (versién completa) y el
receptor truncado (TrkB Tr), el cual carece del dominio catalitico tirosina quinasa (Klein et
al. 1990). Hasta el momento se conocen cuatro funciones de TrkB Tr: (1) dominante-
negativo de la sefializacién de TrkB total (al heterodimerizar TrkB junto a TrkB Tr), (2) en la
regulacién de la concentracidn extracelular de BDNF, se une, internaliza y presenta BDNF a
neuronas a través de mecanismos espacio-temporales dependientes. Las células no
neuronales regulan los niveles extracelulares de BDNF expresando el TrkB Tr en la
membrana plasmadtica (Fryer et al. 1997), (3) en cambios morfoldgicos de neuronas y
células gliales (induce el crecimiento de las neuritas a través de un mecanismo
independiente de BDNF) y (4) en la activacion intracelular de vias de sefializacion. En el

presente trabajo de tesis observamos una fuerte tendencia a incrementar los niveles de
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expresion del receptor trkB tr luego del tratamiento por 48 horas con Anf. Esto podria
deberse tal vez, a un mecanismo compensatorio, para regular negativamente los altos
niveles de expresién de la versién completa del receptor (TrkB total) hallados en este
trabajo, luego del tratamiento con el estimulante. Futuros experimentos deberian ser
llevado a cabo para dilucidar la funcién de dicho aumento.

Por otra parte, encontramos una tendencia a incrementar progresivamente los
niveles de expresion de p35 cuando los cultivos fueron tratados con Anf, sin embargo no
son diferencias significativas (fig. 27d). Mientras que en el trabajo de Lai y colaboradores,
encontraron que es necesario que el complejo Cdk5/p35 sea funcional para que se
produzca el aumento en la densidad de espinas dendriticas inducidas por BDNF, sin
embargo, no encontraron un aumento de p35 cuando se estimuld con el factor
neurotrofico BDNF. El incremento observado en nuestro trabajo, también ocurrié cuando
se estimuld con gli/bic, aunque no fue tan marcado como cuando se estimuld
prolongadamente con Anf. Finalmente observamos, que tanto con la estimulacién con
gli/bic como con Anf hay una tendencia a incrementar los niveles de PSD95 (fig. 27e).

Con el objeto de indagar si es necesaria la activaciéon del receptor TrkB, e
indirectamente la presencia de BDNF en la morfogénesis de espinas dendriticas inducidas
por Anf, evaluamos si la inhibicidn farmacoldgica con k252a del receptor TrkB, durante la
estimulacion con Anf prevenia la generacion de espinas inducidas por dicho
psicoestimulante. Nuestros resultados indicarian que la inhibicidn de la activacién del
receptor TrkB, previene el efecto espinogénico en respuesta al tratamiento por 30 min
con Anf (fig. 25). Por lo tanto, podriamos sugerir que Anf estaria promoviendo la
formacion de nuevos contactos sindpticos estimulando la liberacién de BDNF quien a su
vez activaria receptores TrkB, los cuales serian fosforilados en la Serina 478 por Cdk5. Ha
sido reportado que dicha fosforilacidon no afecta gravemente la expresion, localizacién y la
capacidad general de sefializacion del TrkB, pero en cambio, regula aspectos especificos
de dicha sefalizacién como lo es la activacién del GEF de Rac TIAM1, quien seria el
responsable de generar las espinas dendriticas inducidas por BDNF (Lai y col., 2012).

Al evaluar de manera indirecta la posible participacion de BDNF en la
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espinogénesis inducida por Anf en animales administrados in vivo con Anf en un PDI (lo
discutido recientemente son experimentos in vitro), encontramos una tendencia a
incrementar los niveles de expresion de p-TrkB a la hora post uUltima inyecciéon con
respecto a su control, siendo esta tendencia mayor luego de las 4 horas post-inyecciéon
(fig. 28a). A diferencia de lo observado in vitro, observamos una tendencia a disminuir
tanto los niveles de expresion de TrkB total como de TrkB Tr en aquellos sujetos que
fueron administrados con Anf en relacién a sus controles en los dos tiempos analizados
(fig. 28 b y c). Por otra parte, observamos una tendencia a incrementar los niveles de
expresion de Cdk5 y de su activador p35 a la hora post-ultima inyecciéon con Anf con
respecto a aquellos tratados con Sal (fig 28 d y e).

Por lo que, los resultados hallados in vivo, apoyan los obtenidos in vitro, en
relacion a que es necesaria la activacion del receptor de BDNF (pTrkB) por su ligando para
la génesis de espinas dendriticas bajo condiciones estimulantes. Mientras que las
variaciones halladas en relacién al receptor TrkB y TrkB Tr podrian deberse a diferencias
del sistema empleado, la dosis y a los tiempos evaluados y disponibilidad de la droga en el
cerebro por la administracion ip del psicoestimulante.

Tomados en conjunto estos resultados y teniendo en cuenta las evidencias
discutidas anteriormente, podriamos sugerir que el tratamiento con psicoestimulantes
induciria la liberacién de BDNF y la sefalizacién de BDNF/TrkB seria fundamental para
generar las nuevas espinas dendriticas. Por otra parte, Cdk5 dirigiria su actividad quinasa
a fosforilar al receptor TrkB en su sitio consenso (en la serina 478) permitiendo, de esta
manera, reclutar al GEF TIAM1 y de este modo regular la morfogénesis de espinas
dendriticas inducidas por la droga, de manera similar a lo reportado por Llai vy
colaboradores 2012. Sin embargo nuevos experimentos en los cuales se verifique dicha

fosforilacion en la serina 478 serian necesarios para afirmar esta hipoétesis.
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Conclusiones

En resumen podemos concluir que la exposicion a Anf tanto en condiciones in vivo,
ex vivo o in vitro promueven la formacién de espinas dendriticas en neuronas piramidales
de CA1, de hipocampo. Asimismo, es necesaria que la actividad de la quinasa Cdk5 este
intacta para que se desarrolle dicho fendmeno, ya que al inhibirla prevenimos el aumento
de espinas inducido por el estimulante. Cdk5 estaria modulando la morfogénesis de
espinas a través de su activador especifico p25. La activacién de la quinasa mediada por
p25 provocaria un aumento de la actividad de Cdk5, el cual podria estar involucrado en la
modulacién de la actividad de Pak, ya que tanto la inhibiciéon de Cdk5 como la activacién
de Pak previenen el aumento en la densidad de espinas provocado por Anf. La inhibicion
de la actividad de Pak, quinasa encargada del remodelado del citoesqueleto de actina,
provoca, en ultima instancia, un aumento del recambio de los filamentos de actina como
producto de la disminucion de los niveles de p-cofilina. Este aumento en la dindmica de
actina podria ser el responsable de la morfogénesis y/o mantenimiento de espinas
dendriticas inducida por la droga. Por otra parte, resultados preliminares mostraron un
aumento de los niveles de pTrkB, sugiriendo que Anf induciria la liberacién de la
neurotrofina BDNF, quien activaria a su receptor TrkB, pudiendo ser blanco de la quinasa
Cdk5,permitiendo reclutar de este modo, al GEF TIAM1, el cual activaria a la pequefia
RhoGTPasa Rac, modulando el citoesqueleto de actina necesario para la espinogénesis
inducida por Anf.

Con respecto a la morfologia y a la maduraciéon de las espinas dendriticas

observamos que en cultivos organotipicos de hipocampo, Anf induce la generacién de
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espinas mas grandes y estables, del tipo “mushroom” que presentarian mayor diversidad
de organelas y sinapsis mas fuertes ya que su PSD es mas grande y alberga un mayor
numero de receptores post-sinapticos, (Hering y col., 2001), asimismo se observa una
tendencia a aumentar la densidad de espinas del tipo “stubby” y “thin”; mientras que en
los animales (in vivo), el psicoestimulante, induce la generacidon de espinas del tipo
“stubby”, las cuales son estructuras un poco mas plasticas, que se encuentran
fuertemente unidas al eje dendritico, pudiendo influenciar (al aumentar su frecuencia) de
este modo la excitabilidad neuronal. Esta diferencia podria deberse a los diferentes
sistemas empleados (in vivo versus ex vivo) como asi también a la diferentes especies
utilizadas (rata versus raton). Por otra parte, la quinasa Cdk5 parece participar de la
generacion o mantenimiento de las espinas “mushroom” inducidas por la droga, ya que el
aumento de este tipo de espinas en respuesta al psicoestimulante es prevenido cuando se
inhibe a Cdk5. Cuando el activador p25 es sobre-expresado bajo condiciones estimulantes
se observa un aumento de las espinas “mushroom” con respecto a su control sin Anf. Por
otra parte, al sobre-expresar Pak-KD bajo condiciones estimulantes observamos una
tendencia a aumentar la densidad de espinas “mushroom”, similar a lo observado cuando
solo se sobre-expresa eYFP. Este conjuntos de resultados sugieren que Cdk5/p25 podria
estar participando del mantenimiento y maduracién de las espinas “mushroom”
generadas en respuesta a la Anf, a través de la disminucidn de la senalizacion de Pak.
Teniendo en cuenta que el abuso de estimulantes adictivos, tales como
anfetaminas y cocaina es comun en la adolescencia, edad en la que evidentemente estan
aumentadas las tendencias adictivas en relacion a los adultos, y que ademas los
psicoestimulantes son comunmente usados como tratamiento para desérdenes del tipo
Déficit de Atencidn con Hiperactividad, es de suma importancia comprender en detalle las
respuestas neuroadaptativas que ocurren en el cerebro inmaduro durante la
administracion de estos agentes. Mas aun, comprender los eventos moleculares y
celulares subyacentes a la plasticidad sinaptica inducida por la administracién de estas
drogas, puede brindarnos blancos potenciales para desarrollar terapias mas eficaces.

Finalmente es importante estudiar dicha plasticidad en regiones cerebrales que han sido
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subestimadas, como lo es el caso del hipocampo, por no presentar una rica inervacién
dopaminérgica pero que participa de procesos claves involucrados en el desarrollo de las

adicciones, tales como la memoria y el aprendizaje.
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