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1.-RESUMEN

El proceso de diferenciacion neuronal incluye el remodelamiento de la morfologia
celular, un evento que es fundamental para el correcto funcionamiento del sistema nervioso.
El estudio de la neuritogénesis y el desarrollo de la polaridad han sido ampliamente
estudiados in vitro en modelos murinos y de rata durante mas de 20 afios, sin embargo, otros
trabajos se han enfocado en emular el proceso de diferenciacion neuronal en lineas celulares,
donde ha adquirido una notable importancia el feocromocitoma de rata PC12. Este ha sido el
modelo celular mas empleado, desde que se desecubrid que era capaz de adoptar yna
morfologia de tipo neuronal al ser inducida por factores neurotréficos. Sin embargo, una de

sus desventajas es que no posee un origen de sistema nervioso central, lo que impide

estudiar en ella la totalidad de proteinas expresadas normalmente por las neuronas.

La linea celular N1E 115 (neuroblastoma de cerebro de raton) resulta ventajosa para
el estudio de la neuritogénesis, ya que se diferencia con la mera deprivacion de nutrientes,
en conjunto con la adicidon al medio de crecimiento de compuestos que promueven la
diferenciacion neuronal. En este trabajo se estudid algunos de los procesos moleculares
responsables de los cambios morfologicos durante la diferenciacion, asociados
principalmente a la estabilizacién del citoesqueleto de microtubulos y los filamentos de
actina. Ademas, sc determind que la inhibicion de una familia de proteasas tambicn jucga un
rol clave en la diferenciacion del neuroblastoma. Finalmente, se planted su utilidad como un
nuevo modelo para el estudio de proteinas involucradas en la neuritogénesis, y para la

busqueda de nuevos marcadores moleculares de diferenciacién neuronal.



2.-ABSTRACT

Neuronal differentiation 1s determined by remodeling of cell morphology, an
event that is essential for the proper functioning of the nervous system. While the study
of neuritogenesis and development of polarity has been extensively studied in vitro in
mice and rats for over 20 years, other studies have focused on emulating the process of
neuronal differentiation in cell lines, where the rat pheochromocytoma PC12 cell line
has acquiered a remarkable importance. This has been the most widely used cellular
model, since the discovery that under the addition of neurotrophic factors PC12 cells
adopt a neuron-like morphology. However, since PC12 cells are not bona fide nervous

system cell, they would lack somo of the properties found in neurons.

The NIE 11

W

cell line (derived from mouse brain) can extends neurites after
nutrients withdrawal in addition to the presence of compounds in the growth medium
that promote neurcna: differentiation. However, this cell line has not been
phenotypically characterized and the detailed description of cytoskeleton expressed
proteins in the differentiated and undifferentiated states is unknown. Therefore, in this
work, we studied the morphological and molecular changes that N1E 115 cells undergo
during differentiation, mainl;, associated with changes in the expression and activity of
proteins related to the control of cytoskeleton stability and the activity inhibition of a
protease family. This model may be useful for studying proteins involved in

neuritogenesis and to screen for new molecular markers of neuronal differentiation.

(B8]



3.-INTRODUCCION

Las neuronas son células altamente diferenciadas y especializadas para realizar
sus funciones fisioldgicas. Gracias a su morfologia, las neuronas son capaces de
establecer circuitos gue almacenan y transmiten informacidn esencial para las funciones
de los organismos vivos (Horton y Ehlers, 2003; Tojima e Ito, 2004). A pesar de que los
distintos tipos de neuronas exhiben diversas formas y tamafios, ¢€stas suelen estar
divididas en 2 dominios funcionales discretos, muy diferentes a nivel estructural,
funcional y bioquimico: el compartimiento somadendritico y el axonal (Craig y Banker,
1994). El estudio del proceso de neuritogénesis v de los eventos moleculares que definen
la diferenciacién de una neurita en un axon o una dendrita, han sido ampliamente

estudiados en una disciplina denominada polaridad neuronal.

El grupo de Gary Banker ha sido el pionero en describir los acontecimientos
morfologicos tempranos ocurridos en neuronas hipocampales de rata cultivadas in vitro
(Dotti et al, 1988). Desde ahi en adelante, el proceso de desarrollo de la polaridad
neuronal se dividio en S etapas arbitrarias, que abarcan desde la adhesion de la neurona a
la placa de cultivo y la formacion de pequefios filopodios (la etapa 1), hasta alcanzar su
desarrollo completo, con un largo axén v muchas dendritas ramificadas y provistas de

espinas dendriticas (etapa 5), hacia las dos semanas de cultivo in vitro (Figura 1). Sin

(8]



embargo, muchos de los estudios de la polaridad neuronal se han enfocado
principalmente en la transicion de la etapa 2 a la 3 (que las neuronas alcanzan alrededor
de 1 a 2 dias in vitro), porque corresponde al momento en que una de las neuritas
comienza a elongarse mas velozmente que el resto, para posteriormente convertirse en
un axon, mientras que las demas neuritas seran destinadas a diferenciarse en dendritas a

partir de la etapa 4.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 3
\ ' \ \ =
) Dendrita _ +  Espina dendritica
. ) N - B = g
e o o < -
> W - 31 —
o 4 4
Neurita
inmadura Axdn <
Cono de \
crecimiento

Figura 1: Etapas del desarrollo neuronal. Este esquema muestra las 5 etapas definidas
arbitrariamente para el desarrollo de una neurona in vitro. Durante la etapa 1, la célula se
adhiere a la placa de cultivo y comienza la formacion de pequeiios filopodios. En la
etapa 2, comienza a extender prolongaciones de mayor calibre y longitud equivalente,
las neuritas, una de las cuales se diferenciara para convertirse en axén durante la etapa 3,
mientras las demas neuritas posteriormente se transformardn en dendritas. Durante la
etapa 4, se produce una elongacion rapida del ax6n, que madurara completamente hacia
la etapa 5, periodo en el cual las dendritas se veran provistas de abundantes

ramificaciones y espinas dendriticas (Adaptado de Arimura y Kaibuchi, 2007).



El desarrollo de la polaridad neuronal involucra muchas moléculas que participan
en las cascadas de sefializacion que contribuyen a la correcta formacion de la morfologia
de la célula (Nakata e Hirokawa, 2007). Este nivel de especificacion, que se comienza a
determinar desde el desarrolio embrionario de los organismos, debe mantenerse
constante durante toda su vida, a fin de poder mantener la funcionalidad del sistema
nervioso. De esta forma, resulta clave una fina modulacion del citoesqueleto y de la

magquinaria encargada del trafico de membranas (Foletti er al, 1999).

El dilucidar cémo las neuronas llevan a cabo la pérdida de la simetria, regulan
su tamafio y su forma durante el desarrollo, y como se establecen los cambios
morfoldgicos que alteran la conectividad funcional entre neuronas pre v post-sindpticas,
se ha convertido en un gran y dificil desafio durante las ultimas décadas. Muchos de los
procesos que controlan la diferenciacion de los precursores neurales a neuronas se han
estudiado in vitro en cultivos primarios provenientes modelos animales, e incluyen los
cambios en la activacion e inhibicion de las rutas metabolicas relacionadas con la
sintesis y destinacion de proteinas y lipidos, y los cambios de actividad de proteinas
quinasas y fosfatasas, que finalmente llevan a modificar los patrones establecidos para el

citoesqueleto de microtabulos y los filamentos de actina (Satoh ef a/, 1988).



3.2 Neuritogénesis en lineas celulares: emulando la diferenciacion neuronal

Fxiste un abordaje complementario para comprender el fendmeno de la
neuritogénesis, basado en al utilizacion de modeios de céiulas inmortaiizadas. Uno de
los ejemplos mas clasicos es aquél que describieron Greene y Tischler (1976), trabajo en
el cual se establecio a la linea celular de rata PC12 (proveniente de un feocromocitoma,
un tumor de la médula suprarrenal) como un valioso modelo para la diferenciacion
neuronal. En presencia del factor de crecimiento neuronal (NGF), las células PC12
modifican drasticamente su morfologia, desde células esféricas a células que extienden
neuritas v adquieren propiedades de neuronas simpéaticas (Kobayashi ef al, 1997). Este
cambio de morfologia involucra la activacion de vias de sefializacion que se encuentran
rio abajo de la proteina tirosina quinasa de membrana TrkA (Huang y Reichardt, 2003).
En este contexto, el cultivo de lineas celulares que son capaces de diferenciarse a una
morfologia de tipo neurona se puede utilizar como un interesante acercamiento para el
estudio de los procesos asociados a la extension v retraccion de las prolongaciones

celulares, un proceso que recapitula ciertos aspectos del desarrollo de polaridad en

U'na las principales ventajas que permite el trabajo con lineas c:lulares, es que
¢stas se mantienen en constante division. Esto permite obtener una amplia cantidad de
celulas en lapsos cortos de tiempo, lo que puede resultar muy beneficioso al momento de
realizar experimentos que requieren un numero elevado de células, como las

immunoprecipitaciones, los ensayos de pull down o las electroforesis en geles de 2



dimensiones. Por otro lado, las lineas celulares corresponden a cultivos homogéneos,
mientras que las células obtenidas desde Jos cultivos primarios nunca corresponden a un
solo tipo celular, lo que puede desencadenar las interferencias de otros tipos celulares no
deseados. Y finaimente, una ventaja muy importante de las lineas celulares respecto a las
neuronas es su alta eficiencia de transfeccion de DNA o RNAs de interferencia, lo que

facilita la realizacion de estudios asociados al uso de herramientas genéticas.

[a linea celular N1E 115, un neuroblastoma que se aislo de un tumor del cerebro
de un ratén (Amano ef al, 1972), podria constituir un modelo de diferenciacion
interesante. Esta linea celular ha sido anteriormente utilizada en la investigacion del rol
de neurotransmisores v sus respectivos receptores, y ha sido una herramienta para
algunos estudios de neuritogénesis (Jenkins et al, 1996; Sarner ef al, 2000; Yakubchyk
et al, 2005). Una de las ventajas que tiene el uso de esta linea celular para los estudios de
diferenciacién, es que existe evidencia que da cuenta de cambios morfoldgicos y
fisiologicos importantes que se producen durante el proceso de transformacion hacia una

célula de tipo neurona (Kruman et al, 1993; Oh et al, 2006). Estos cambios se obtienen

=
%)
——
S
gn
=

con la simj
conjunto con la adicion de pequefios porcentajes de compuestos diferenciadores al
medio de crecimients (Clejan ef al., 1996). Ademas, la linea celular NI1E 115 poser la
ventaja de expresar proteinas que son tejido-especificas para el sistema nervioso central,
en tanto que estas moléculas se podrian estudiar en otras lineas celulares no neuronales
(0 que no derivan del sistema nervioso central) s6lo por medio de aproximaciones, como

las transfecciones. Sin embargo, como la linea celular N1E 115 alin no ha sido



caracterizada fenotipicamente, no se conoce a cabalidad la totalidad de proteinas
asociadas a la diferenciacion que se expresan en su estado diferenciado e indiferenciado.

Este trabajo constituye un punto de inicio para lograr este objetivo.

Entre las principales proteinas que se relacionan con la diferenciacion y la
extension de neuritas, se encuentran las asociadas al control del citoesqueleto vy al
transporte polarizado de proteinas y lipidos, por medio del aparato de Golgi. En el
presente trabajo, nos enfocaremos en caracterizar las proteinas que regulan la dinamica
del citoesqueleto, y en cémo varian sus niveles de abundancia y sus modificaciones

post-traduccionales en correlacion con la diferenciacion de la linea celular N1E 115,

3.3 Proteinas asociadas al control de los microtiéibulos

Dentro del conjunto de proteinas reguladoras del citoesqueleto en neuronas,
existe un pequeflo grupo que ha sido extensamente estudiado durante mas de 3 décadas;
las proteinas asociadas a microtibulos (MAPs), las responsables de los procesos de
abilizacion de los microtbulos (Mitchison y Kirschner, 1988). La
funcidn de las MAPs no s6lo se encuentra asociada a su abundancia y localizacion en las
neuronas, sino también a la regulacion de su actividad por medio de fosforilaciones
(donde se pueden considerar relevantes quinasas como CDKS5, GSK3f y INK), que
pueden permitir su activacion, la disminucion de su actividad o su inactividad (Arimura

v Kaibuchi, 2007) Tas dos clases de proteinas asociadas a microtibulos mas



importantes son las de la familia MAP1, constituida por la MAPTA y B (Halpain y
Dehmelt, 2006), y por otro lado, las proteinas de la familia de MAP2/tau (Dehmelt y

Halpain, 2005).

Otros integrantes del grupo de las MAPs, que no se encuentran entre las mas
convencionales, son las fosfoproteinas doblecortina (DCX) y LIS1. Si bien ambas
poseen dominios de interaccion con microtibulos y poseen capacidad para inducir su
estabilizacion (Shmueli er @/, 2001; Sapir ef af, 1999), también se les han asociado otras
funciones celulares, va que son parte de las vias de sefializacion que controlan la
migracion neuronal (Gdalyahu ef al, 2004). Esto queda de manifiesto en el hecho de que
ios genes codificantes para ambas proteinas fueron inicialmente descritos como los
_responsables de enfermedades humanas asociadas a problemas de migracion neuronal.
En el caso de LIS1, su deficiencia produce una enfermedad denominada lisencefalia o
sindrome de Miller-Dieker (Caspi er al, 2000), mientras que la ausencia de DCX
procuce la enfermedad de lisencefalia asociada al cromosoma X o sindrome de doble

corteza (Glesson et a/, 1998).

Otra proteina que es altamente expresada durante el desarrollo del sistema
nervioso y tiene un importante papel en la nucleaciéon :le los microtabulos y la
neuritogeénesis, es la CRMP-2 (Fukata et a/, 2002). Su funcion se basa en la unién a
heterodimeros de tubulina, transportandolos hacia el extremo distal de la neurita y
promoviendo la polimerizacién de los microtibulos in vivo (Fukata et al, 2002). Esta

proteina se encuentra enriquecida en las puntas de los axones de las neuronas



diferenciadas, v se ha determinado que posee un rol fundamental para el desarrollo de la
polaridad (Inagaki er o/, 2001). La sobreexpresion de esta proteina conduce al
crecimiento de neuronas con multiples axones o con axones mas elongados, mientras
que el uso de un siRNA especifico para esta proteina genera neuronas sin desarrollo de

polaridad o con axones mas cortos (Arimura y Kaibuchi, 2007).

En contraposicion con las proteinas anteriormente descritas, otras familias de
proteinas, como las sfathminas, poseen un rol relacionado con la desestabilizacion de
microtubulos, por lo que también tienen una funciéon muy relevante en el control del
citoesqueleto. El miembro de la familia de las stathminas cuya expresion resulta mas
abundante en el sistema nervioso central durante el desarrollo, es la proteina SCG10
(Morii et af, 2006). Su expresién es altamente regulada durante el desarrollo del sistema
nervioso, donde se encuentra en altas cantidades en estadios embrionarios, regulando el
citoesqueleto de microtibulos y la neuritogénesis. Esta molécula desempefia un rol
antagonico al de las proteinas MAPs: Su funcion es finamente modulada por las
serina/treonina quinasas JNK, PKA y CDKS5, las cuales regulan su actividad por medio
iticos {Antonsson ef al, 1998). La actividad de
esta proteina se ve disminuida por las fosforilaciones en sus 4 residuos de serina en una
forma dosis dependiente (Grenninglok er al, 2004). Por lo tanto, es un buen candidato
para entender como se regula el balance entre los factores que promueven el ensamblaje
v el desensamblaje de los microtiibulos, comportamiento conocido como inestabilidad

dinamica (Tataruk ef af, 2006; Figura 2).



Figura 2: Comportamiento dinimico de los microtiibulos. Si bien los microtubulos
se encuentran en un estado metaestable, pueden pasar por ciclos de nucleacion
(polimerizacion), donde se potencia la funcion estabilizadora de las proteinas asociadas
a microtubulos (MAPs) y la proteina transportadora CRMP-2, o por ciclos de catastrofe,
donde los microtubulos rapidamente se desorganizan, debido a la accion de proteinas
desestabilizadoras como la SCG10. Una vez que se establece una sefial de rescate, los
microtiibulos se vuelven a rearmar. Debido a este comportamiento, se dice que los

microtubulos poseen una estabilidad dinamica (adaptado de Conde y Caceres, 2009).
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3.4 Regulacién de los microfilamentos de actina

Los microtlbulos y sus proteinas asociadas no son los unicos responsables del
control de la morfologia celular. El citoesqueleto de actina es fundamentai para el
desarrollo de neuritas, ya que se estima que ¢ste es el motor que posee la fuerza inicial
para poder extender un proceso adelantado, que luego se consolida con la adicion de
microtabulos v de membranas. En el eje principal del crecimiento de una neurona
durante el proceso de diferenciacion, el cono de crecimiento axonal, se pueden
distinguir viarias estructuras filamentosas de actina soportando el proceso adelantado,
como lo son los geles (filamentos entrecruzados) y manojos transversales y
longitudinales de actina (Pak er a/, 2008; Lowery et al, 2009; Figura 3). Por lo tanto, el
control de la polimerizacion, despolimerizacion y severing de los filamentos de actina
resulta muy relevante para la protrusion y retraccion de las prolongaciones tempranas,
sobre todo en el axon, donde se manifiesta la mas elevada dinamica de los filamentos de
actina. Esto quedo evidenciado cuando se determind que la sola adicidon de citocalasina-
D a una neurita indiferenciada desencadena que ésta se convierta en axon, mientras que
la adicion transitoria de citocalasina-D al medio de cultivo de neuronas i vitro genera

células multiaxonicas sin polaridad (Bradke y Dotti, 1999).
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(filopodio)
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Arcos de actina

Figura 3: Estructuras de actina filamentosa en un cono de crecimiento neuronal. El
cono de crecimiento, ubicado en la parte distal de una neurita, se puede dividir en tres
zonas: el dominio periférico, compuesto de filopodios y lamelipodios, el dominio de
transicion, rico en arcos de actina (manojos de actina transversales), y el dominio

central, sin presencia de actina, pero donde se encuentran en abundancia los

microtibulos. Adaptado de Pak er al, 2008.
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En este contexto, el control de los filamentos de actina resulta clave para la
extension de los procesos adelantados. Las GTPasas de la familia de Rho son
consideradas como las proteinas maestras que controlan la dindmica de los filamentos de
actina en todos los sistemas vivos hasta ahora descritos, y se ha demostrado que son
esenciales para los arreglos del citoesqueleto de actina en el citoplasma (Etienne-
Manneville y Hall, 2002). Estas proteinas son muy abundantes y se han descrito mas de
20 en mamiferos, siendo las mds caracterizadas RhoA, racl y cdc42 (Nikolic, 2002). Las
cascadas de sefializacion dependientes de las GTPasas pequenas controlan la activacion
y/o inactivacién de numerosas proteinas quinasas, que finalmente pueden modificar la
actividad de las proteinas de union a actina (ABPs). Se ha descrito que en cultivos
neuronales, la activacién de racl induce la formacion de lamelipodios, la activacion de
cde42 desencadena la formacion de filopodios, vy la de RhoA induce el colapso de las

neuritas (Arber et al, 1998; Luo, 2000 y Yang et al, 1998; Figura 4).

Las Rho GTPasas poseen un mecanismo conservado de regulacion, ya que éstas
se encuentran en estado inactivo unidas a GDP, y en estado activo unidas a GTP. Los
actores de intercambio de nucledtido guanosina (proteinas GEFs) permiten la activacién
de estas GTPasas al intercambiar el nucleétido por GTP, mientras que las proteinas GAP
(proteinas activadoras de la actividad GTPasa) son capaces de devolverlas a un estado
inactivo, unidas a GDP (Nikolic, 2002). De esta forma, se ha determinado que proteinas
GEFs, como tiaml, trio y kalirin, resultan claves para la formacion del axon, la correcta
morfologia de las espinas dendriticas y el proceso de parhfinding neuronal (Newsome et

al, 2000; Nikolic, 2002; Kunda er al, 2001; Ma et al, 2001).



En este trabajo, se estudio las principales GTPasas en el sistema nervioso: racl,
cde42 v RhoA, para las cuales se analizo los cambios en su abundancia y su actividad
durante la diferenciacion de las células N1E 115, asi como también se estudid los
cambios de expresion de las GEFs trio y tiam1, todas las cuales son capaces de modular

la actividad de las proteinas de union a actina.

Las ABPs son las proteinas efectoras que controlan la estabilizacion,
entrecruzamiento y empaquetado de los filamentos de actina (Van Troys e al, 2008).
Una de las principales integrantes de este tipo de moléculas es la cofilina. Esté proteina,
que depende de la via de sefializacion de racl, tiene actividad dinamizante de los
microfilamentos de actina. La cofilina se encuentra en estado activo cuando esta
desfosforilada, v se ha determinado que su funciéon es vital para la formacion de
estructuras de actina fibrilar caracteristicas de los conos de crecimiento, en la parte distal
de las prolongaciones neuronales (Nikolic, 2002). La cofilina es inhibida por la accién
de LIMK1, a través de la fosforilacidon de un residuo de serina en la posicion 3, lo que
desencadena la disminucion de su afinidad por los microfilamentos de actina,
perimitiendo la reorganizacion del citoesqueleto de actina y la formacion de lamelipodios
(Yang er «l, 1998). A su vez, la LIMK! se encuentra rio abajo de las proteinas
racl/pakl, siendo ésta ultima capaz de fosforilar a LIMK1 cuando interactia con racl
unida a GTP (Nikolic er al, 1998). En las células PC12, se ha determinado que la

cofilina pierde afinidad por la actina en la presencia de un agente inductor de la

formacion de neuritas, como el NGF (Mitsuharu er a/, 2007). De esta forma, resulta



interesante estudiar el efecto de la actividad de las proteinas cofilina y LIMK1 sobre la

diferenciacion de las células N1E 115.
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Figura 4: Rol de las GTPasas pequeiias de la familia de RhoA en la regulacién del
citoesqueleto de actina. El esquema muestra las vias que involucran a las GTPasas
pequefias de la familia de Rho A sobre los mecanismos de elongacién y retraccion
celular dependientes de actina. Se ha determinado que cdc42 tiene un rol asociado a la
extension de filopodios, racl regula la formacién de lamelipodios, y Rho A participa en

el colapso de neuritas y en la retraccion celular. Adaptado de Nikolic, 2002.
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3.5 La degradacion de las proteinas y la inhibicion del crecimiento neuritico.

Si bien son muchos los avances que se han logrado en la ultima década en el
conocimicnto de la fisiologia ncuronal, atin se sabe poco de los mecanismos moleculares
que desencadenan el rompimiento de su simetria, asi como los procesos que
desencadenan la definicion del axén. Es evidente que durante la diferenciacion neuronal
existe una intensa actividad transcripcional y traduccional de proteinas, sin embargo,
otros estudios han determinado que la degradacion y proteolisis de moléculas también es
fundamental para el desarrollo de la polaridad (Wang et a/, 2003; Yan et al, 2006,

Schwamborn ef al, 2007)

Existe evidencia de que la inhibicién del crecimiento de las neuritas, una vez
especificado el axon, es un mecanismo necesario para la correcta morfologia de las
neuronas, pues evita la generacion de neuronas multiaxénicas (resultados no publicados
del Laboratorio de Dinamica Celular y Neuronal, Mingorance-Le Meur et a/, 2008). En
esta inhibicién del crecimiento neuritico ha sido involucrada la familia de cisteina
proteasas llamadas calpainas, las cuales son capaces de activar o inactivar proteinas por
medio de su clivaje especifico, aunque los mecanismos moleculares asociados se
encuentran poco estudiados. Por ello, uno de los objetivos de esta tesis fue estudiar el rol

de las calpainas en la regulacién del crecimiento de las neuritas.
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En vista de los antecedentes presentados en relacidn a la importancia del
citoesqueleto en los cambios de morfologia observados durante la diferenciacion
neuronal, y la relevancia que tienen durante este proceso las proteinas que modulan la
estabilidad, ia elongacién y la dinamica de los microtubulos vy los filamentos de actina,

nos planteamos la siguiente hipotesis para este trabajo.



4.-HIPOTESIS

Los cambios morfologicos ocurridos durante la diferenciacién del neuroblastoma
NIE 115 involucran modificaciones en la estabilidad de los microtabulos v los
filamentos de actina, que decursan por cambios tanto en la masa como la actividad de

proteinas clave que modulan el citoesqueleto.



5.-OBJETIVO GENERAL

Inicialmente, nos propusimos analizar los cambios en la abundancia relativa y las
modificaciones post- traduccionales de un conjunto de proteinas que son necesarias para
la generacion de la polarizacion de una neurona en cultivo. Para ello, nos enfocaremos
en las principales proteinas descritas que controlan la polimerizacion y la
despolimerizacion de los microtubulos, el ensamblaje de los filamentos de actina, y las

proteinas de sefializacién que regulan estos sistemas.

Finalmente, una vez cumplidos los objetivos propuestos, se realizo un paralelo
entre el proceso de diferenciacién del neuroblastoma N1E 115 con aquel descrito para la

polarizacién de neuronas embrionarias de rata, uno de los modelos mds utilizados para



5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.1.1 Establecer un método efectivo para la diferenciacién de la linea celular N1E

1135,

En este objetivo evaluaremos el mejor método para permitir una eficiente diferenciacion
de las células N1E 115 utilizando como inductores quimicos al DMSO, el acido
retinoico y el dibutiril AMP ciclico (Clejan er al, 1996; Cosgaya et al, 1996; Abemayor
y Sidell, 1989). La eficiencia de la diferenciacion se evaluara cuantificando los
parametros morfométricos y morfologicos de las células diferenciadas, y se compararan

los resultados obtenidos para cada método.

5.1.2 Analizar los cambios en la regulacion de los microtibulos durante la

diferenciacion neuronal.

En este objetivo nos enfocaremos en analizar los cambios en la masa de las principales
proteinas reguladoras de microtibulos, como lo son las proteinas de la familia de las
MAPs: MAPIA y B, MAP2, tau, LIS1 y doblecortina. Otras proteinas que modulan la
polimerizacion de los microtibulos a estudiar seran la CRMP-2, la SCG10, y las
quinasas que controlan la dindmica de microtibulos rio arriba, como lo son JNK y

CDKS5.
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5.1.3 Analizar los cambios en la dinamica de los filamentos de actina durante la

diferenciacion neuronal.

En este objetivo analizaremos los cambios en ia dinamica de los microfilamentos de
actina v las variaciones en la masa v la actividad de las proteinas moduladoras de la
polimerizacion de actina durante la diferencracion del neuroblastoma NIE 115, Entre
estas proteinas, se encuentran las GTPasas racl, RhoA y cdc42, y las proteinas
asociadas a la actividad de estas GTPasas, como CDKS5, pakl, LIMK]1, cofilina, y las
proteinas GEF tiam] v trio. Adicionalmente, se cuantificara bioquimicamente cémo los
procesos de diferenciacidn inducen un aumento global en el contenido de actina fibrilar,

en detrimento de la actina globular.

5.1.4 Estudiar el papel de upa familia de proteasas y su inhibicion sobre la

diferenciacién neunronal.

En este punto evaluaremos la importancia de un sistema de proteasas en el control de la
neuritogénesis, y se analizara si la inhibicion del sistemia puede establecerse comio un

mecanismo para la diferenciacion neuronal.
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£.1.5 Establecer nuestro modelo de diferenciacion neuronal como un buen sistema

para realizar transfecciones.

En este objetivo evaluaremos como la morfologia de nuestro modeio puede ser
modificada por una transfeccion transitoria. Para ello, escogimos dos representantes que
modulan la estabilidad del citoesqueleto de microtibulos. Por una parte evaluaremos el
efecto de la sobreexpresion de un factor que estimula la polimerizacion de los
microtubulos, la proteina CRMP2. Analogamente, evaluaremos como las formas
silvestres v mutantes de la proteina desestabilizadora de microtubulos SCG10 pueden

afectar la correcta diferenciacion de las células N1E 115,

5.1.6 Establecer correlatos entre los resultados obtenidos para la diferenciacién en

la iinea celular NIE 115, y aquellos observados en cultivos primarios de neuronas.

En este punto compararemos los cambios bioquimicos obtenidos durante la

hipocampo en cultivos de corta duracion. Nos enfocaremos particularmente en el estadio

donde se define la pérdida de simetria y se desarrol’a el axon.



6.- MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIALES

6.1.1 Material bioldgico

6.1.1.1 Animales

Se utilizaron hembras prefiadas de 18 dias de la cepa de rata (Rartus norvegicus)

Sprague Dawley para realizar cultivos primarios de hipocampo.

Los amimales fueron tratados segun el protocolo de manipulacion de éstos,
aprobado por la comision de ética del Departamento de Biologia de la Universidad de

Chile

LR N,

6.1.1.2 Lineas celulares

Se utiliz6 la linea celular NIE 115, derivada de un tumor de cerebro de ratén

(Mus musculus) (American Type Culture Collection: CRL-2263; Amano et al, 1972).



6.1.2 Reactivos quimicos y de cultivo celular

Para el cultivo de lineas celulares se utiliz6 el medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) (Gibco), suplementado con suero fetal bovino (FBS) (HyClone),
penicilina, estreptomicina y fungizona (Gibco), y tripsine/EDTA 10X (Gibco). Para
experimentos de diferenciacion celular, se utilizo DMSO (Merck), acido retinoico
(Calbiochem) y dibutiril cAMP (Sigma). Se utilizo el inhibidor de calpainas ALLM
(Calbiochem). Las placas de cultivo y los tubos de centrifugacion utilizados se

adguirieron de Orange Inc.

Otros reactivos y productos quimicos de uso general utilizados durante el
desarrollo de este trabajo se adquirieron en TCL, Sigma, Calbiochem, Winkler y
Sudelab. Ademas, se utilizo las peliculas autorradiograficas FujiFilm (HR-U30) y el

reactivo de ECL de Perkin Elmer.

6.1.3 Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti MAP2 clon HM-2, anti o-
tubulina clon DMIA, anti tubulina tirosinada clon tub-1A2 y anti cofilina policlonal

{(Sigma); G712A anti BIII tubulina y G560A anti GFAP (Promega), anti SCG10-BR

(provisto por la Dra. Gabriela Grenningloh) (Antonsson er al, 1998); anti CRMP2
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(provisto por Ph.D. Kozo Kaibuchi; Arimura et al., 2004); tau-1 clon PC1C6 (provisto
por Ph.D. Lester Binder; Binder er a/, 1985), N-19 anti MAP1B, N-18 Anti MAP1A, H-
300 anti LIS1, C-17 anti tau, C-4 anti B-actina, C-8 anti CDKS5, C-19 anti p35, H-103
anti DABI y C-18 anti LIMK 1, C-19 anti pak, 9E10 anti c-Myc, C-16 ant1 Tiam| y D-
20 anti trio (Santa Cruz Biotechnology), anti calpastatina clon 1F7E3D10 (Calbiochem),
AB4202 anti cdc42, AB4201 anti racl, AB3884 anti RhoA, MAB3104 anti calpaina 1,
anti glu-glu (epitopo EYMPME), anti calpaina 2, anti arp2 (Chemicon), anti
INK1/INK2 clon G151-666 y anti P-JNK (thr 183/ tyr 185) (BD Biosciences), anti
Doblecortina (donado por la Dra. Orly Rayner; Shmueli er o/, 2001), anti cofilina Ser3
fosforilado, anti LIMK1 Thr508 fosforilado y anti sustratos fosforilados de PKA

(RRXS/T) (Cell Signaling),

Los anticuerpos secundarios empleados fueron los siguientes: Anti-IgG de conejo
y raton acoplados a peroxidasa de rabano (HRP), de Jackson InmunoResearch Labs, y
Anti-IgG de cabra, acoplado a peroxidasa de rabano (HRP), de Santa Cruz
Biotechnology. Adicionalmente, para inmunocitoquimica se utilizé Anti-IgG de conejo
y raton Alexa Fluor 546 y 488, mas la tincién especifica contra filamentos de actina,
Faloidina 546 y 488 (Molecular Probes), y como tincion para nicleo celular se utilizo

ToPro, cuando se requerié (Molecular Probes).
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6.1.4 Plasmidios

Para la transfeccion de CRMP-2, se utilizd el constructe pEF-BOS-myc h-

TR A

CRMP-Z, el cual incluye ia forma silvestre de la proteina CRMP-2 humana.

Para la transfeccion de las 5 variantes de SCG10, se utilizaron los siguientes
constructos: SCG10 silvestre, pCDNA3-SCG10 WT-EE, donde E-E corresponde al
epitopo EYMPME; mas las dos mutantes constitutivamente activas no fosforilables:
pCDNA3-SCG10 S7T3A-EE, vy la cuadruple mutante pCDNA3-SCG10 S4A-EE (posee
un reemplazo de los residuos de serina 50, 62, 73 y 97 por alanina); y las dos mutantes
dominantes negativas pCDNA3-SCG10 S73D-EE vy la cuadruple mutante pCDNA3-
SCG10 4D-EE (posee un reemplazo de los residuos de serina 50, 62, 73 y 97 por acido

aspartico, que emula una fosforilacion).

Los plasmidios utilizados se replicaron en la cepa DHSa de F. coli, mediante
quimiotransformacion, y el DNA obtenido de los clones positivos se purificé por MIDI

PREP (Quiagen Plasmid Midi Kit} y se cuantificd por espectrofotometria (NanoDrop).
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6.2 METODOS

6.2.1, Cultivo Celular

La linea celular murina NIE 115 se crecié en medio DMEM suplementado con
10% FBS, 100 ug/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina, y se cultivo en
placas de cultivo de 100 mm a 37°C, en un incubador con 5% de CO, y humedad

controlada al 95%.

6.2.2. Induccién de diferenciacion neuronal

Las células NIE 115 indiferenciadas se crecieron a una densidad de 10000
células / em® en medio DMEM suplementado con 10% FBS durante 24 horas, y para
inducir la diferenciacion a una morfologia de tipo neurona, se cambiaron a un medio de
diferenciacion, constituido por DMEM suplementado con 0,5% (v/v) de FBS y 10 uM
de acido retinoico, 3 mM de dibutiril AMP ciclico (DBcAMP) o 1,5% DMSO (v/v),
segin como se indicd en cada caso. Las células se dejaron crecer durante 5 dias,
cambiando cada 2 dias a medio fresco de diferenciacion. Para los experimentos con
ALLM, también se utilizé medio DMEM 0.5 % de FBS con concentraciones de ALLM
de 10, 20, 30 0 40 pM, el cual se cambid por un medio fresco equivalente cada dos dias.

Las células se dejaron crecer durante 5 dias.



6.2.3. Analisis Bioquimico

Para el analisis de proteinas totales de las células NIE 115 en sus estados
diferenciados e indiferenciados, se realizaron exiractos de protéinas desde placas de
cultivo de 100 mm. Para ello, las células fueron lisadas durante 15 minutos en solucion
tampon de extraccion de proteinas (Tris 20 mM pH 7.4; NaCl 100 mM; EDTA 1 mM;
triton X-100 1%) para proteinas citosélicas, o soluciéon de extraccion RIPA para
proteinas de membrana, mas inhibidores de proteasas (PMSF 0,2 mM, Aprotinina 1
mM; Leupeptina 1 mM, Pepstatina 0,2 mM), un inhibidor de serina/treonina fosfatasas
(Caliculina A 10 nM), v un inhibidor de tirosina fosfatasas (NaVQ; 200 uM). Luego de
centrifugar los extractos obtenidos a 15000G durante 15 minutos, se recolectaron los
sobrenadantes y se almacenaron con solucion de carga 1X a -80° C, dejando una alicuota
para la medicion de la concentracion de proteinas por el método descrito por Bradford
(1976). Si bien en este ensayo se recomienda no utilizar detergentes como el triton X-
100, no se observo problemas con la cuantificacion de proteinas a la dilucion utilizada,

contando con los controles necesarios.

Los extractos proteicos se resolvieron en un SDS-PAGE a concentraciones de
poliacrilamida adecuadas para los pesos moleculares de las proteinas a estudiar (desde
6% hasta 15%). Una vez lograda la separacién de proteinas, éstas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa. A continuacién, las membranas fueron bloqueadas en

solucion de 5% de leche v PBS-tween 20 al 0,05%, y posteriormente se incubaron por

o
o



1 hora o toda la noche con anticuerpo primario (especifico para la proteina a detectar), se
lavaron 3 veces con PBS-tween 20 al 0,05% por 10 minutos, y luego se incubaron 1 hora
con anticuerpo secundario (conjugado con la peroxidada de rabano, HRP). Las
membranas fueron nuevamente lavadas 3 veces con PBS-tween 20 al 0,05% y fueron
incubadas con un sustrato para la peroxidasa que genera una ieaccion de
quimioluminiscencia (reactivo ECL). Las placas se revelaron utilizando filmes de
autoradiografia. Para los analisis densitométricos, se normalizaron las sefiales obtenidas

contra la proteina de expresion constitutiva o-tubulina o P-actina, como control de

carga.

6.2.4 Inmunoflucrescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron segun los protocolos descritos
por Gonzalez-Billault er a/, 2004. Los cubreobjetos que contienen las células fueron
fijados con una solucion de sacarosa 4% y paraformaldehido 4% durante 20 minutos, y
luego las celulas fueron permeabilizadas con solucion de triton X-100 0,1% en PBS
durante 5 minutos. Posteriormente, se incubaron con PBS-BSA 3% (solucion de
bloqueo) durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4° C. Luego se
procedio a incubar los cubreobjetos con los anticuerpos primarios en solucién de PBS-
BSA 1% durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4° C, vy luego de 3

lavados con PBS se incubaron de la misma forma con los anticuerpos secundarios y

tincion de Faloidina y/o ToPro, cuando fuese requerido. Después de 3 lavados con PBS
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se montaron en portaobjetos utilizando el reactivo FluorSave (Calbiochem). Finalmente,
las células se visnalizaron en el microscopio de epifluorescencia Zeiss Axiovert 200M o

el microscopio confocal invertido LSM 510 Zeiss.

6.2.% Analisis morfométrico

Para el procesamiento de las imagenes obtenidas por microscopia y la realizacion
del analisis morfométrico, que incluyen la medicion del cuerpo celular y la longitud de
las prolongaciones neuriticas, se utilizaron los programas Axiovision Viewer 3.0 y el
Zeiss LSM Image Browser. Las células seleccionadas para realizar las mediciones
fueron escogidas al azar desde campos visuales en objetivo 40x, entre aquellas
poblaciones que se encontraran en menores densidades, para que se pudiera ver en forma
clara los limites celulares (sobre todo en lo referido a la sobreposicion de las

prolongaciones neuriticas).

Los cultivos de neuronas hipocampales se realizaron a partir de ratas con 18 dias
_de prefiez (embriones en estadio E18), seglin el protocolo previamente descrito (Banker
y Cowan, 1977). Este método consiste en la obtencion de los embriones de la rata
sacrificada, los cuales se mantuvieron en la solucidn salina de Hank (HBSS, Gibco)

hasta que se les disectd los hipocampos. Posteriormente, el tejido se fragmento y se
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incubo con Tripsina (Gibco) 0,5% en HBSS por 15 minutos a 37°C. ‘Posteriormente, se
realizé 3 lavados con HBBS y se disgrego suavemente ¢l tejido con una pipeta Pasteur.
Finalmente, se determiné el nimero de neuronas por contaje en un hemocitometro, y se
siembr6 en placas de cultivo de 60 mm o cubreobjetos de vidrio de 12 mm de diametro
en placas de 24 poeillos (los cuales se preincubaron con poli-D-lisina, un sustrato
adhesivo para que se adhieran las neuronas) a una densidad aproximada de 1 millén de
celulas para las placas de 60 mm y de 30.000 células para los cubreobjetos. Las neuronas

se mantuvieron en medio neurobasal (Gibco) suplementado con 10% de suero de

estreptomicina durante 2 horas. Luego de este intervalo de tiempo, las células se
cambiaron a medio neurobasal suplementado con B27 (Gibeo), glutamina 2mM,
piruvato 1mM, 100 pg/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina. Las placas se
mantuvieron en un incubador a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO, durante 1, 2 6 3

dias, para realizar extractos proteicos o inmunocitoquimica.

6.2.7 Inmunoprecipitaciéon

Utilizando el protocolo de extraccion de proteinas mencionado anteriormente, se
incubaron 250 pg de proteinas con 2,5 ug de anticuerpo primario especifico en un
volumen final de 1 mL de solucién tampén de inmunoprecipitacion (Tris 10 mM, NaCl
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La mezcla se agito durante 1 hora o toda la noche a 4°C. Luego, se agregé 25 pl. de una
solucién Proteina A - Agarosa o proteina G- Agarosa (para anticuerpos policlonales y
monoclonales, respectivamente) al 50% en PBS, v se dejé agitando durante 1 hora o
toda la noche a 4°C. A continuacion, los extractos de proteinas se centrifugaron durante
5 minutos a 3000 g a 4 °C, desde donde se guardo el sobrenadante a -20 °C en solucion
de carga 1X, y el precipitado se lavo tres veces por medio de centrifugaciones durante 5
minutos a 3000 g con tampdn de inmunoprecipitacion, y finalmente fue resuspendido en
20 ul de solucion tampdén Laemmli 1X. Las proteinas fueron separadas por medio de

SDS-PAGE y analizadas mediante el protocolo anteriormente descrito para western blot.

6.2.8 Determinacion de Ia actividad de Racl y cdcd2 (Pull down)

Para determinar la actividad de Racl en las células N1E 115 indiferenciadas y
diferenciadas, se utilizé un kit de activacion de racl provisto por Cytoskeleton Inc. Este
ensayo se basa en la capacidad de interaccion de un dominio conservado llamado PBD
(p-21 binding domain), capaz de interactuar con la forma activa de racl o cde42, es
decir, la forma unida a nucleotido GTP (Stanyon y Bernard, 1999). Para esta técnica de
Full-down se utilizaron placas de cultivo de 100 mm confluentes con células
diferenciadas e indiferenciadas, las cuales se lisaron en una solucion de extraccion de
proteinas (Tris 30 mM pH 7.5, MgCl, 10 mM, NaCl 0,3 M, 2% Igepal), la suspension se

centrifugd a 8000 g por 5 minutos y se recuperd el sobrenadante. Para este ensayo se
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utilizé 2 mg de proteinas, v el volumen utilizado se lleva a 1 mL ton la solucion de
extraccion de proteinas. A continuacion, se afiadieron 20 pg de perlas de PBD-GST, y
una mezcla de inhibidores de proteasas. Luego de una hora de incubaﬁ:ién a 4°C en
agitacion, la mezela se centrifugd a 5000 g por 3 minutos a 4°C y se 1avé 2 veces en una
solucién de Tris 25 mM pH 7.5, MgCl, 30 mM y NaCl 40 mM. Luego, el pellet se

resuspendid en solucién tampon de Laemmli 1X y se guardd a -20°C hasta ser utilizado

para un ensayo general de western blot.

Para ello, se utilizé el kit comercial I : G Actin (Cytoskeleton Inc.), que permite
precipitar los filamentos de actina por una centrifugacion a alta velocidad. Para ello, se
obtuvo extractos de proteinas desde placas de 100 mm confluentes con células
indiferenciadas v diferenciadas, para lo cual se utilizé un buffer de lisis (incluye ATP
ImM y un coctel de inhibidores de proteasas) precalentado a 37° C, temperatura clave
para que no se despolimericen los filamentos de actina. El homogenizado se centrifugoé a
3000 g a 377 C durante 5 minutos para precipitar las cciulas intactas, y luego los
extractos se centrifugaron nuevamente a 100000 g durante 1 hora a 37° C, para precipitar
los filamentos de actina, mientras que el schrenadante se encuenira enriquecido en actina
globular. Adicionalmente, se utilizé dos placas de 100 mm como control positivo y

negativo, a las cuales se les adiciono citocalasina-D 1 uM (inhibe la polimerizacion de



actina), antes de realizar la centrifugacion a 100000 g. Une vez separadas las fracciones,
el sobrenadante se guarda a -20° C en solucion de carga 1X, mientras que la fraccion
precipitada se resuspende en agua nanopura, v se mantiene en hielo durante 1 hora para
despolimerizar los filamentos de actina. Posterior a este paso, los extractos se guardaron
en solucion de carga 1X a -20° C, y se realizé posteriormente el protocolo de western
biot tradicional, utilizando un anticuerpo primario policlonal que reconoce a la actina

globular, provisto por el kit.

6.2.10 Medicién por ELISA de la actividad de las GTPasas pequefias de la familia

de Rho (cded2, racl y RhoA).

Para este ensayo se utilizo tres kits comerciales (Cytoskeleton Inc.), que
permiten la unién de las proteinas a una matriz de afinidad especifica para cada GTPasa
{cdc42, racl v RhoA) en una placa de 96 pocillos. Inicialmente, se realizaron extractos
de proteinas a partir de células N1E 115 diferenciadas e indiferenciadas, manteniendo en
todo momento los extractos a temperaturas entre 0 y 4° C, para evitar la accion de
proteinas GAP, que rapidaniente higrotizan ¢t G
15 pg de proteina a cada pocillo y se incubaron con anticuerpo primario por 45 minutos
a temperatura ambignte en alta agitacion (entre 250 y 300 rpm en un agitador orb:tal).
Posteriormente, se lavo los pocillos 3 veces con solucion de lavado, y se incubaron con
anticuerpo secundario por 45 minutos, con alta agitacion a temperatura ambiente. Luego

se lavan los pecilles 3 veces con solucién de lavado, y se realizo la lectura de la

(8]
L



quimioluminiscencia en un fluorimetro a una longitud de onda de'420 nm, con una

ganancia de 100 y un tiempo de integracion de 50 ms.

6.2.11. Transfeccion de DINA en ias céinias NIE 115

Para este objetivo, se utilizd6 como sistema de transfeccion la Lipofectamina
2000 (Invitrogen), el cual se ha descrito como una eficiente forma de transfectar DNA
plasmidial o iRNA en lineas celulares (Pichet y Ciccarone, 2000). En resumen, se utilizo
placas de 60 mm con células a una confluencia cercana al 50%, las cuales fueron
incubadas con medio Optimem (Invitrogen) con 2 pg de DNA y 3,5 pl de
Lipofectamina 2000, los cuales se preincubaron en conjunto anteriormente durante 20
minutos. Luego de 6 horas, el Optimem se removid de la placa, y se cambid por DMEM
fresco con 5% de FBS. Las células se crecieron desde 24 a 48 horas, para que expresaran
el DNA exodgeno v puedan responder al aumento de la expresion de la proteina a

estudiar.

6.2.12Z Anaiisis Estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante =] método Test de Student,
utilizando una cola, y se considero una diferencia significativa las probabilidades
menores a 0,05 (indicado por un asterisco), menores a 0,005 (indicado por dos

asteriscos) v menores a 0,001 (indicade por tres asteriscos).
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7.- RESULTADOS

7.1 Establecimiento de un método eficiente para la diferenciacion de Ia linea celular

murina NiE 115.

Si bien la linea celular NIE 115 ya ha sido utilizada para algunos estudios de
diferenciacion neuronal (Jenkins ef a/, 1996; Sarner ef al, 2000, Yakubchyk er al, 2005),
existe un solo protocolo descrito que permite inducir su diferenciacién hacia un fenotipo
- celular de tipo neurona, por medio de la adicion de pequefios porcentajes de DMSO
(Clejan ef al, 1996). En el presente trabajo, se probaron otros 2 métodos de
diferenciacion descritos para otras lineas celulares (Mao er af, 2000, Mufioz er al,
2000), a fin de encontrar un mecanismo de diferenciacion efectiva, pero que tenga

también una minima incidencia en la sobrevida de la célula, ya que algunos compuestos

rutas apoptoticas (Kruman es al, 1993). Debido a ello, se eligieron 3 compuestos que al
agregarse al medio de crecimiento podrian inducir la diferenciacién de las células N1E
115: el DMSO (Clejan er al, 1993), el acido retinoico (Mao ef al, 2000) y el dibutiril
AMP ciclico (DBcAMP), un analogo del AMP ciclico (Mufioz ef al, 2000), y se evalud
el mejor compuesto. Para ello, se realizd mediciones morfométricas de la morfologia
celu.lar_ obtenida para cada tratamiento, y adicionalmente, se comprobo que ¢l compuesto

no sea daflino para las células por medio del andlisis visual al microscopio optico.
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La Figura S muestra los cambios morfologicos obtenidos con los tratamientos de
diferenciacion ensayados, por medio de imagenes de inmunofluorescencia. En el cultivo
control. al cual no se le aflade ningun compuesto adicional al medio de cfeci.miento, las
células crécen en forma rapida, alcanzando la confiuencia de ia placa de cuitivo. Enire
los compuestos utilizados para la diferenciacion, se puede observar en la Figura 5B que
el 4cido retinoico no desencadena la extension de neuritas en las células, algo muy
similar a lo ocurrido en las células sin tratamiento. El DMSO vy el DBcAMP fueron
capaces de generar la extension de prolongaciones neuriticas en las células, a lo que se
sum¢d una tardanza o una incapacidad para llegar a la confluencia en las placas de
cultivo, posiblemente por una disminucion en la divisién celular, lo que es caracteristico

de las células diferenciadas.

Los cambios morfologicos obtenidos con los diferentes tratamientos se evaluaron
por inmunofluorescencia. En la Figura 6A se muestra que el DMSO y el DBcAMP son
capaces de inducir la diferenciacidn en las células NIE 115. Sin embargo, el DMSO no

es capaz de diferenciar tan eficientemente como el DBcAMP, ya que las células tratadas

aquéllas tratadas con DBcAMP. Por tltimo, el DBcAMP permite la sobrevida de las
células durante mas de 6 dias en cultivo, a diferencia del DMSO, que result¢ ser mas
dafiino para la sobrevida celular y luego de 4 dias las células en cultivo comenzaban a
perder su viabilidad. Si bien no se realizé un ensayo de apoptosis celular para confirmar
esta afirmacion, esto era evidente al microscopio Optico, y no nos enfocamos en

profundidad en el tratamiento con DMSO por ser menos eficiente el DBcAMP.

2
@2



Figura 5: Ensayos de diferenciacion celular para el neuroblastoma N1E 115 con 3
métodos diferentes. Para visualizar la morfologia celular, se tomaron imagenes de
microscopia de inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo contra a-tubulina. A,
cultivo de células en condiciones de crecimiento control (medio de cultivo DMEM con
0,5 % FBS). B, células crecidas en medio DMEM 0,5% FBS con 10 uM de acido
retinoico durante 5 dias. C, células crecidas en DMEM 0,5% FBS con 1,5% de DMSO
durante 5 dias. D, células crecidas en DMEM 0,5% FBS con 3 mM de DBcAMP durante
5 dias. La barra blanca equivale a 20 pum, y las imagenes fueron tomadas al azar

utilizando el objetivo 40x.
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Para definir un pardmetro concreto de diferenciacion de las ‘células, se adoptd
como criterio la elongacion de neuritas con una longitud mayor a dos diametros del
cuerpo de la célula (Oh er al, 2006), equivalente aproximadamente a 20 um. En base a
esto, se realizaron mediciones para establecer qué porcentaje de las poblaciones de
neuroblastoma efectivamente se diferencié (Figura 6C). Los cultivos tratados con
DMSO y DBcAMP fueron capaces de inducir a las células a diferenciarse en forma
efectiva respecto al control, sin embargo, el DBcAMP resulté ser el agente capaz de

generar el mayor nimero de neuritas por célula (figura 6A) v de mayor longitud que las

diferenciada muy superior al observado en las otras condiciones, todo esto sin alterar la
sobrevida celular durante al menos 6 dias de cultivo en presencia de este compuesto. En

base a esto, para diferenciar los cultivos celulares se optd por utilizar el DBcAMP.

Al analizar los cambios morfolégicos en las células diferenciadas durante 5 dias
en DBcAMP, se observo el desarrollo de varias neuritas por célula (un promedio de casi
4 por célula), las que presentaron ramificaciones secundarias en algunos casos. Ademas,
se observd un aumento de las estructuras filamentosas de actina (filopodios y
lamelipodios, indicados por flechas y cabezas de flecha blancas, Figura 7) en células
diferenciadas, asi como un aumento de la intensidad de fuorescencia para la o-tubulina
tirosinada en la punta de las neuritas, lo cual se ha determinado que representa
microtibulos mas dinamicos, y es caracteristico de lo que ocurre en la parte distal de los

eurcnas en desarrollo (Figura 7, Witte et al, 2008).
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Figura 6: Cuantificacién de los patrones de diferenciacion obtenidos con los
tratamientos aplicados. Para ver cudl de los 3 compuestos utilizados actia como el
mejor agente diferenciador, se procedié a medir la cantidad de neuritas extendidas por
cada célula para cada tratamiento (A), la longitud de la neurita més larga en las células
para cada tratamiento (B) y el porcentaje de células diferenciadas, definidas como
ual o mayor a 2 didmetros celulares
(aproximadamente 20 um). El compuesto capaz de diferenciar de manera mas eficiente a
las celulas es el DBeAMP. Para las mediciones, se tom6 un namero de 100 células para
cada caso. El asterisco indica un resultado estadisticamente significativo para una prueba

t de student, con p < 0,05; dos asteriscos indican p < 0,005 v tres asteriscos un p < 0,001,
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Figura 7: Variaciones en la morfologia celular y expresién de BIII tubulina producto de la
diferenciacién. A) Inmunocitoquimica contra o-tubulina y tincion de F-actina para células
indiferenciadas (izquierda) y células diferenciadas (derecha). Durante la diferenciacion, las
células desarrollan ramificaciones primarias y secundarias, y experimentan un aumento en la
formacién de filopodios y lamelipodios (flechas y cabezas de flecha blancas, respectivamente).
B) Aumento de la tirosinacién de la a-tubulina hacia el extremo distal de la ramificacion
neuritica, evento relacionado con una mayor dinamica de los microtibulos, lo cual se ha desctito
que es requerido para el crecimiento de los axones neuronales (Witte e/ af, 2008). La imagen fue
tomada en el microscopio de epifluorescencia Zeiss Axiovert 200M, con el objetivo 63X, y la
barra indica la longitud equivalente. C) Expresiéon del marcador neuronal BIII tubulina
exclusivamente en células diferenciadas, mientras que la o-tubulina se expresa en forma

equivalente en células diferenciadas e indiferenciadas.
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7.2 Cambios en la masa de las proteinas reguladoras del citoesqueleto durante la

diferenciacion de las células N1E 115.

Debido a la evidente modificacion de la morfologia celular durante la
diferenciaciéon hacia un fenotipo neuronal (Figura 7), es necesario pensar que el
citoesqueleto tiene un rol clave durante este proceso, ya que es la estructura que sostiene
a la célula y es el responsable de sus movimientos. Es por ello que se ha tomado como
uno de los objetivos de este trabajo explorar cudles son las modificaciones de las
principales proteinas que se han descrito como reguladoras de los microtubulos y los
filamentos de actina, asi como las proteinas de sefializacion que controlan estas vias,
para analizar si éstas sufren cambios en su abundancia y en su actividad durante la

“diferenciacidn en las células N1E 115.

7.2.1 Cambios en la regulacion de los microtibulos durante Ia diferenciacion.

7.2.1.1 Proteinas asociadas a microtabilos (MAPS).

Esta familia de proteinas es la principal reguladora del citoesqueleto de
microtibulos, para las cuales existe extensa evidencia que las involucra con los procesos
de migracion y desarrollo de polaridad (Vallee, 1990; Gonzalez-Billault et al, 2002).
Estas son capaces de modular la estabilidad dinamica de los microtibulos. permitiendo

los movimientos de expansion y retraccion que naturalmente se llevan a cabo en



neuronas, como parte de su proceso de maduracion (Tanaka y Sabry, 1995). Es por ello
que se estudid si los cambios morfolégicos y bioquimicos producidos durante de la
diferenciacién neuronal de las células N1E 115 son capaces de alterar la masa total de
las MAPs mas convencionaies: MAPIA, MAPIB, MAP2Z y tau. Estos analisis se
hicieron por medio de western blot, desde extractos de células diferenciadas e
indiferenciadas, y posteriormente, fueron sometidas a un andlisis de significancia
estadistica (test de student, para muestras en triplicado, a partir de la densitometria de las

bandas detectadas por western blot y normalizadas contra una proteina de expresion

constitutival.

La Figura 8A muestra un aumento significativo para la proteina MAPIB,
proteina que ha sido identificada como la primera en expresarse durante el desarrollo del
cerebro, a la cual se le atribuye un rol fundamental en el proceso de establecimiento de
la polaridad neuronal (Gonzalez-Billault ef a/., 2004). En su densitometria respectiva
(figura 8B), se puede apreciar un aumento cercano al doble de la canﬁdad total respecto
a la condicion indiferenciada, lo que evidencia que podria ser producto de un aumento

de la expresion asociada directameiite al proceso de diferenciacion.

La proteina MAP2 posee un comportamiento similar al observado para MAPIB
(figura 8C), cuva expresion aumenta producto de la diferenciacion neuronal. Sin
embargo, la densitometria da cuenta de que este cambio no es tan drastico como el

observado para MAP1B (figura 8D).



Otra proteina MAP que estd muy relacionada estructural y funcionalmente a
MAP1B, es la proteina MAP1A. Esta también posee la capacidad de estabilizar los
microtubulos, pero se expresa en forma mas activa en neuronas maduras, y se localiza
preferéntemente en dendritas (Halpain y Dehmelt, 2006). En la figura 8E s¢ muestra un
aumento de la expresion de esta proteina durante la diferenciacion, mientras que en la

densitometria de la figura 8F, se observa un aumento de cerca del 50% respecto a la

cantidad encontrada en células indiferenciadas.

La proteina tau también pertenece a la familia de las MAPs, pere posee un
tamafio notablemente inferior al de las proteinas revisadas anteriormente (entre 45 y 65
kDa), v se han descrito 6 isoformas originadas por splicing alternativo (Smith, ef al,
1995). Sin embargo, el anticuerpo utilizado (ver Materiales y Métodos) reconoce sélo 1
isoforma de la proteina total en extractos de raton. En la Figura 8G, se observa como la
proteina tau también aumenta su masa total durante la diferenciacion neuronal, al igual
que todas las MAPs convencionales objeto de este estudio, en un porcentaje cercano al

50% (Figura 8H).

Adicionalmente a los experimentos de western blot, se analizé por medio de
inmunofluorescencia la presencia y localizacion de 3 proteinas MAPs de relevancia: la
MAP2 (su forma total), que es utilizada como marcador especifico del compartimento
somatodentritico en neuronas, y los epitopos taul (tau hipofosforilado, Binder ef al,

1985) y MAP1B fosforilada en modo I (Ulloa et af, 1994), los cuales se han utilizado
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Figura 8: Cambios en la abundancia de las proteinas MAPs al inducir la
diferenciacién neuronal. En la figura se muestran los western blots para las proteinas
MAPIB y MAPIB-P en modo 1 (A), MAP2 (C), MAPIA (E) y tau (G), con sus
respectivas densitometrias de la masa total normalizado contra la cantidad de o-tubulina
(B, D, F y H). Bl carril EC corresponde a un extracto de cerebro de raton (control
positivo), v los carriles ND y D son extractos de células indiferenciadas y diferenciadas,

e

respectivamente. El (*) indica cambios significativos (p <

ey

0,05 para experiimnentos en

triplicado).
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ampliamente como marcadores de axén en neuronas. En la Figura' 9A se muestra la
presencia de MAP2 a través de toda la célula (control y DBcAMP), sin embargo, en las
celulas diferenciadas (DBcAMP) esta proteina se encuentra relativamente aumentada
(mayor intensidad de sefial) respecto a las células indiferénciadas {controi), y

marcadamente distribuida en todas las prolongaciones neuriticas.

Por otro lado, al analizar la distribucién de los marcadores axonales taul y
MAPIB-P, éstos también presentan un aumento en las células diferenciadas, donde se
encuentran en forma marcada tanto en el cuerpo celular como en las prolongaciones

neuriticas.

De esta manera, se obtuvo una correlacidén entre el aumento en la abundancia
para las proteinas MAPs obtenido por medio de western blots y un aumento en la
intensidad de la sefial en las inmunofluorescencias de las células N1E 115 diferenciadas
respecto a las células control. Este conjunto de datos da cuenta de que se podria
requerir de una remodelacién tanto de los microtiibulos, como se observa con la
expresion de Ia 1soforma BII de la tubulina, como de la abundancia y la actividad
mediada por fosforilacién de sus proteinas accesorias (como las MAPs) durante la
diferenciacion neuronal. Estos cambios podrian ser fundamentales para modificar tanto
la dindmica como la estabilidad de los microtubulos en los segmentos distales y

proximales de la neurita, que permitirian el crecimiento y la consolidacién de una

extension celular, respectivamente,
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Figura 9: Distribucién subcelular de las principales MAPs y las proteinas CRMP-2
y SCG10 en células N1E 115 diferenciadas e indiferenciadas. A) Inmunocitoquimicas
para las proteinas MAP2, tau (forma hipofosforilada; Binder ef al, 1985) y MAP1B
(forma fosforilada en modo I; Ulloa et al, 1994) en células N1E 115 diferenciadas e
indiferenciadas. B) Distribucién subcelular de las proteinas CRMP-2 y SCG10, en
células N1E 115 diferenciadas e indiferenciadas. Las imagenes fueron tomadas con los
objetivo 40X y 63X, y fueron sometidas a zoom digital. La barra blanca representa 20

pm.
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7.2.1.2 Otras proteinas que se asocian a microtiubulos:

Si bien las proteinas MAPs son claves para el desarrollo del cerebro, no son las
{inicas proteinas que son capaces de unirse y modular al citoesqueieto. Ultimatente, se
ha obtenido evidencia suficiente para confirmar la presencia de varias otras proteinas
capaces de unirse a microtibulos o a heterodimeros de o y B tubulina. Entre las

proteinas MAPs no convencionales, encontramos a LIS1 'y doblecortina, que tiene

importantes funciones asociadas con el correcto desarrollo del cerebro y la migracion

Durante la diferenciacion neuronal de la linea N1E 115, se observo una leve
disminucion del nivel de la proteina LIS total en la célula (Figura 10A), que si bien no
resulté ser significativa, fue de cerca del 20% (Figura 10B). Resulta interesante que
mientras todas las proteinas MAP aumentan su expresion durante la diferenciacion, la de
LIS1 se mantuvo constante. Por el contrario, una proteina que tiene una alta correlacion
con 1LiS1, ia doblecortina, sufre un fuerte aumento durante la diferenciacion (Figura
10C). Este resultado puede ser novedoso, debido que ambas proteinas interactuan para
regular procesos como el transporte de vesiculas, y compiten por la estabilizacion de

microtibulos durante el desarrollo del cerebro (Caspi er @/, 2000).
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Otra proteina estudiada en este trabajo, la CRMP2, no se ha definido como parte
de la familia de las MAPs, pero posee un motivo de union a heterodimeros de tubulina.
La CRMP-2 participa en el transporte de cty 3 tubulina hacia la parte distal de las
neuritas, potenciando el crecimiento de los microtubulos (Fukata et al, 2002). En la
Figura 10E se observa como esta proteina experimenta un alza significativa en su masa
en células diferenciadas, lo que podria indicar que existe un aumento de la sintesis de
esta proteina dependiente del desarrollo de neuritas. Este resultado se confirmé por
medio de inmunofluorescencia (Figura 9B), donde se observa que las células

liferenciadas presentan un enriquecimiento en la abundancia en esta proteins

z MU s B undaancia

las células indiferenciadas.

Finalmente, se estudi6é una proteina que se asocia a microtibulos, pero que posee
una actividad opuesta a la de las proteinas MAPs. Las stathminas son una pequeha
familia de proteinas, donde SCG10 es la de mayor expresion en las etapas iniciales del
desarrollo del cerebro, y especifica de neuronas (Grenningloh er al, 2004). En la Figura
10G se aprecia que esta proteina disminuye su expresion durante el proceso de
diferenciacion neuronal a casi la mitad de su cantidad relativa a las celuias
indiferenciadas. Al realizar inmunofluorescencia en células N1E 115, no se reportaron
cambios evidentes en la abundancia de esta proteina entre estados diferenciados e
indiferenciados, sin embargo, en células diferenciadas se encontro particularmente
enriquecida en la parte mds distal de las neuritas, en la zona de mayor dinamica de los

microtabulos, donde podria encontrarse en forma més activa durante la diferenciacion.
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Figura 10: Cambios en la abundancia de proteinas capaces de modular los
micretibulos durante la diferenciacién. Western blots contra las proteina LIST (A),
doblecortina (C), CRMP-2 (E) y SCG10 (G), v sus analisis estadisticos en (B), (D), (F) v
(H). EC, extracto de cerebro de raton (control positivo); ND y D son extractos de células
indiferenciadas y diferenciadas, respectivamente. El (*) indica una probabilidad menor a

0,05y (**)indica una probabilidad menor a 0,005 (experimentos en triplicado).
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7.2.2 Proteinas quinasas involucradas en diferenciacién neuronal '

Una vez realizado el estudio de las proteinas efectoras que modulan la estabilidad
v la dinamicidad de los microtubulos, para coniinuar con la realizacion de este objetivo

nos centramos en el analisis de las quinasas que regulan la dindmica de microtabulos rio

arriba, por medio de fosforilaciones.

Una de las enzimas mas versatiles, que participa en un amplio espectro de vias de
seflalizacion, como la del dolor, en sinaptogénesis y en memoria (Smith er al, 2001), es
la quinasa dirigida por prolina CDKS5. Se ha descrito que tiene un rol importante en la
fosforilacion de proteinas asociadas al citoesqueleto de microtubulos, principalmente
{Ohshima et al, 1996). Es por ello que resulta interesante ver si existe un cambio en la

abundancia o en la actividad de esta proteina durante la diferenciacion.

La Figura 11A da cuenta de que la cantidad de CDKS5 no varia durante la
diferenciacion neuronal, para un experimento en triplicado. Si bien en la densitometria
se aprecia un leve aumen
La actividad de la proteina CDKS esta muy asociada a la abundancia de sus proteinas
activadoras, p35 y p39. Es por esto que también se quiso estudiar si la abundancia de la
molécuia activadora de CDKS especifica de cerebro, p35, se ve alterada durante la
diferenciacion neuronal. En la Figura 11C, se muestran los resultados de experimentos

en que se estudid si existe una variacién en la cantidad de p35 que pudiese explicar

cambios en la actividad de la quinasa sin variaciones en Ia masa de CDKS. Sin embargo,
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los resultados indican que tampoco ocurre un cambio significativo para la masa de p35
en un experimento en triplicado.

Finalmente, analizamos si la interac¢cion éntre CDKS y p35 podria estar
favorecida durante la diferenciacion de las células NIE 115. Para ello,
inmunoprecipitamos a la quinasa CDKS5 a partir de extractos de proteinas de células no
diferenciadas v diferenciadas, y posteriormente evaluamos la cantidad de p35 asociada a
la quinasa. Interesantemente, al realizar este experimento se observo un aumento de la
interaccién entre ambas, 1o que podria dar cuenta de una activacion de CDKS5, pese a no

existir cambios significativos en la masa de la quinasa ni del activador p35.

Otra proteina quinasa que tiene alta relevancia sobre el control de la estabilidad
del citoesqueleto es la JNK, ya que es capaz de fosforilar a proteinas MAPs como
MAPIR, tau v doblecortina (Bogoyevitch y Kobe, 2006). En la Figura 11G se ve como
esta serina / treqnina quinasa experimenta un importante aumento en su masa y en la

fosforilacién de las isoformas 1 y 2 durante la diferenciacion de las células N1E 115.

la via de sefializacién de las MAPKSs, la cual puede ser regulada por medio de los niveles

de AMPc citosolicos (Deng ef af, 2001).
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Figura 11: Cambios en la masa y la actividad de CDKS y su activador p35, y la JNK
durante la diferenciacién en células N1E 115. A) Western blot contra CDKS5, con su
respectivo analisis estadistico en B. C) Western blot contra la proteina activadora de CDKS,
p35, v su densitometria en D. E) [PP de CDKS5 y western blot contra p35 (analisis estadistico
en F). Se utilizé como control de carga la cantidad relativa de CDKS. G) Western blot contra
las formas totales vy fosforiladas de JNKI y 2, de masa aproximada 50 y 70 kDa,
respectivamente (analisis estadistico en H). EC, extracto de cerebro total de raton; ND,
extracto de células no diferenciadas; D, extracto de células diferenciadas. IPP:
inmunoprecipitado; SN: fraccion sobrenadante. El (*) indica una probabilidad menor a 0,05,

mientras que (**) indica una probabilidad menor a 0,005 para experimentos en triplicado.
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7.2.3 Cambios en Ia regulacion de la dinamica de actina durante la diferenciacién

en las céluias N1E 115.

i

7.2.3.1 Andlisis de los cambios de masa y actividad de racl y cdcd42 en ia

diferenciacion.

Fn esta segunda parte quisimos evaluar los cambios asociados a las proteinas que
modulan al citoesqueleto de actina. Para ello, nos enfocamos en un grupo de proteinas
que ejerce un rol muy importante sobre la dindmica de los filamentos de actina: las
GTPasas pequefias de la familia de Rho. Inicialmente se estudio como variaban la
actividad v 1a masa de 2 de sus miembros mas estudiados, racl y cde42, responsables de
los movimientos protrusivos en muchos tipos celulares. Adicionalmente, la actividad de
estas 2 proteinas (dependiente de la unién al nucleétido GTP o GDP) fue analizada por
pull down, debido a que en su estado activo ambas comparten afinidad con el dominio
de interaccién PBD de la proteina pakl (provisto en forma de perlas de PBD-GST por

el kit de activacion de racl, Cytoskeleton Inc.).

En el pull down de la Figura 12B se muestra una activacion de la proteina racl
en respuesta a la diferenciacién neuronal, pese a que no existe un cambio en la cantidad
de rac! total (Figura 12A). La via de racl se encuentra cercanamente relacionada con la
de cded2, v existe certeza de que pueden actuar en forma conjunta para llevar a cabo
procesos de extension celular (Luo, 2000). Para ver si existe una activacion de ambas

GTPasas simultaneamente, también se evalué por pull down la actividad de cdc42
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durante la diferenciacion de las células N1E 115. En este tltimo ensayo, se observé un
aumento significativo de la activacion de cde42 durante la diferenciacion, aunque menos

evidente de aquel obtenido para racl (Figura 13D).

Ambos resultados fueron chequeados por medio de un ensayo de ELISA,
utilizando un kit comercial provisto por Cytoskeleton Inc, para ambas GTPasas (Figuras
12E y 13 E). En el caso de ambas GTPasas, el resultado del ensayo de ELISA fue
menos evidente comparado al arrojado por el ensayo de pull down, pero sin embargo,
también resultd significativo. Al verificar los controles positivos (GTPasas
constitutivamente activas) y negativos (ausencia de extracto de proteina en los pocillos),
se observan valores que estan dentro de los rangos descritos por el método (razon entre
el control positivo y el negativo debe ser > 6). Por ello, la diferencia podria deberse sélo
a distintas sensibilidades de los métodos empleados, ya que el método de pull down sélo

se describe como un analisis semi-cuantitativo (manual del proveedor).
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Figura 12: Cambios en la masa y en la actividad de la GTPasa racl durante la
diferenciacién en células N1E 115. A) Western blot para racl total. EC, extracto de
cerebro de raton; ND, extracto de células indiferenciadas; D, extracto de células
diferenciadas. B) Ensayo de medicion de la actividad de racl. His-rac, 1 pg de proteina
racl recombinante purificada; SND, sobrenadante del extracto de células no
diferenciadas; SD, sobrenadante del extracto de células diferenciadas; PND, pull down
del extracto de células no diferenciadas; PD, pull down del extracto de células
diferenciadas. C) Western blot contra a-tub para las muestras utilizadas en B, como
referencia de la cantidad relativa de proteinas cargadas, y de que la interaccion es
especifica. D) Cuantificacion de la actividad de racl, normalizado contra de a-tubulina
(n=3, p< 0,05). E) Analisis estadistico para el ensayo de activaciéon de racl determinado
por ELISA (n=4, p<0,05). (-) y (+) representan el control negativo sin proteina, y el

control positivo con racl constitutivamente activa.
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De esta forma, demostramos por medio de dos métodos diferentes que las
GTPasas racl y cdcd?2 se encuentran mas activas en las células N1E 115 diferenciadas
en relacion a las células indiferenciadas. Esta activacion podria ser fundamental para el
control de la polimerizacién de actina, requerida para la extension de neuritas y la
formacion de estructuras como filopodios y lamelipodios, los que se encuentran

presentes forma comun en las células diferenciadas (Figura 7).
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Figura 13: Analisis de los cambios en la masa y en la actividad de la GTPasa cde42
durante la diferenciacion neuronal en células N1E 115. A) Western blot para cdc4?2
total. EC, extracto de cerebro total de ratdn; ND, extracto de células no diferenciadas; D,
extracto de células diferenciadas. B) Ensayo de medicion de la actividad de cdc42. SND,
sobrenadante del extracto de células no diferenciadas; SD, sobrenadante del extracto de
células diferenciadas: PND, pull down del extracto de células no diferenciadas; PD, pull
down del extracto de celulas diferenciadas. C) Western blot contra a-tub para las
mismas muestras utilizadas en B, como una referencia de la cantidad relativa de
proteinas cargadas. D) Cuantificacion de la actividad de cdc42, normalizando contra la

intensidad de las bandas de o-tubulina (n=3, p< 0,05).
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7.2.3.2 Analisis del cambio de masa y actividad de RhoA.

En este objetivo, se evaluod el cambio en la masa y la actividad experimentados
por la GTPasa RhoA durante la diferenciacion. Por medio de western biot, se detecto
una fuerte disminucion de la masa de RhoA en las células N1E 115 luego de la
diferenciacion (Figura 14A), que podria dar cuenta de que esta via se encontraria
apagada o muy disminuida una vez que el proceso de neuritogénesis se ha llevado a
cabo. Para confirmar este resultado, se realizd un ensayo de interaccion basado en la
técnica de ELISA (kit de activacion de RhoA por ELISA, Cytoskeleton Inc). La Figura
14C da cuenta de este resultado, que confirma la disminucion de la actividad de RhoA

posterior a la diferenciacion.

En su conjunto, estos resultados sugieren que la diferenciacion del neuroblastoma
N1E 115 requiere de la activacion de las proteinas racl y cdcd2, y de la inactivacion de

la proteina RhoA.
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Figura 14: Andlisis de los cambios de masa y de actividad de RhoA durante la
diferenciacidn en las células N1E 115. A) Western blot contra RhoA, que da cuenta de
su disminucion casi total durante la diferenciacion neuronal. En B se muestra su analisis
estadistico. EC, extracto de cerebro de ratén; ND, extracto de células no diferenciadas; D,
extracto de células diferenciadas (n=3). C) Disminucion de la actividad de RhoA detectada
por medio de un ensayo de ELISA. El (-) constituye el control negativo sin adicionar
proteina al pocillo, el (+) equivale a la carga de proteina RhoA constitutivamente activa,
y ND y D constituyen los extractos no diferenciados y diferenciados, respectivamente
(n=4). El (*) indica una probabilidad menor a 0,05 y el (**) indica una probabilidad

menor a 0,01,
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7.2.3.3 Control de la actividad de las GTPasas por los factores intércambiadores de

nucledtido guanina (GEFs)

La actividad de las GTPasas pequefias de ia familia de RhoA son controladas por
mecanismos bien establecidos. Su actividad oscila entre estados inactivos (unidas a
GDP) vy estados activos (unidas a GTP). En esta regulacion juegan un rol clave los
factores intercambiadores de nucledtido guanina (GEFs), los cuales son capaces de
promover el estado activo de las GTPasas. Esta activacion permanece hasta que las
GTPasas desencadenan su actividad GTPasica intrinseca, la cual es inducida por las

proteinas GAPs (proteinas activadoras de la actividad GTPasica).

Se analizé si existian cambios en la masa de 2 proteinas GEFs capaces de
promover la actividad de las GTPasas de la familia de RhoA, como lo son Tiam1 y trio
(Nikolic, 2002; Briangon-Marjollet ef a/, 2008; Lane et al, 2008). En la Figura 15 se
muestra un aumento significativo de la proteina GEF Tiaml, la cual se ha establecido
que es fundamental para el desarrollo de neuritas, mientras que su ausencia genera
neuronas sin desarrolio de polaridad (Kunda er a/, 2001). Por otro lado, la proteina trio
aumenta también su masa, sin embargo, el aumento no es significativo. Estos resultados
dan cuenta de que podria ser necesaria una activacion de las GTPasas, como racl y

cdc42, para llevar a cabo la regulacion del citoesqueleto y desencadenar la

neuritogeénesis.
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Figura 15: Cambios en la masa de las GEF Tiaml y trio durante la diferenciacion
de las células N1E 115, A) Westemn blot contra la GEF Tiami, con su andlisis
estadistico en B (n=3). C) Western blot contra trio junto a su analisis estadistico en D
(n=3). E) Western blot contra a-tubulina, utilizado como control de carga. EC, extracto
de cerebro de raton; ND, extracto de células N1E 115 indiferenciadas; D, extracto de

células N1E 115 diferenciadas. El (*) indica una probabilidad menor a 0,05.
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7.2.3.4 Cambio en la fosforilacién en cofilina mediado por la activacién de pakl

durante la diferenciacion.

Una vez que las GTPasas monoméricas son activadas, exisien cascadas de
seflalizacion que responden a estos cambios dinamicos de actividad. Una de estas
cascadas esta intimamente relacionada con la activacion de racl. Es asi como la proteina
pakl es capaz de activarse cuando interactua con racl activo, y de esta forma, es capaz
de participar en la via de sefializacion que permite la modulacion del citoesqueleto
modificando la fosforilacion v la actividad de la proteina de unidén actina cofilina. En la
figura 15A se muestra un aumento en la masa de la quinasa pak, en sus isoformas 1 y 2,
en respuesta a la diferenciacion neuronal. Este aumento en la masa de pak se podria

correlacionar con un aumento en su actividad quinasa durante la diferenciacion.

Para verificar esto, se procedié a realizar una inmunoprecipitacion con un
anticuerpo que reconoce residuos de treonina fosforilados. La paki fosforilada en el

residuo de treonina 423, es capaz de autofosforilarse e inducir la activacion de otras

también un aumento de la fosforilacion en treonina de pakl, lo que se correlaciona con
la activacion de rac! durante la diferenciacion, y que podria desencadenar una activacion

de la proteina LIMK.
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Figura 16: Cambios en la masa y la actividad de pak durante la diferenciacion. A),
Western blot contra pak!l y 2. EC, extracto de cerebro total de ratéon; ND, extracto de
células no diferenciadas; D, extracto de células diferenciadas
Inmunoprecipitacion con un anticuerpo contra fosfo-treonina, para detectar pakl activo.
SND, sobrenadante del extracto de células no diferenciadas; SD, sobrenadante del
extracto de células diferenciadas: PND y PD, precipitado del extracto de células no
diferenciadas y diferenciadas, respectivamente. C) western blot contra a-tubulina, como
control de carga de la inmunoprecipitacion. D) Analisis de la razén entre pakl activo

(fosforilado) y pak1 total, para un n= 3. El (*) indica una probabilidad menor a 0,05.



Finalmente, el aumento de la masa y de la activacion de la proteina pakl podria
estar modulando la actividad de la quinasa LIMK 1, la cual a su vez, al ser fosforilada, es
capaz de inactivar a cofilina, al fosforilarla en el residuo de serina en la posiciéon 3
(Edwards er af, 1999). Esta via de senializacion finalmente deser.icadéna en un cambio en
la polimerizacion de actina. En la Figura 17 se muestra como se asocia el proceso de
diferenciacion con un aumento de la fosforilacion de cofilina, y que podria dar cuenta de
la formacién de nuevos polimeros de actina para permitir la protrusion celular asociada a

la extension de neuritas.

7.3 Cambios en la polimerizacion de actina durante el proceso de diferenciacion

neuronal.

Anteriormente hemos descrito las proteinas clave que controlan la polimerizacion
de actina, como racl, cdc42 y RhoA, las cuales presentan cambios en su actividad
durante la diferenciacion neuronal. Asi mismo, hemos demostrado que estos cambios se
asocian a cambios en las vias de sefializacion que se encuentran rio debajo de las
GTPasas. Por lo tanto, en este set de experiimentos se pretende ver las consecuencias
fisiologicas globales de los cambios de actividad de las GTPasas ocurridos durante la
diferenciacion neuronal sobre la polimerizacion del citoesqueleto de actina. Para ello, se
utilizo un kit comercial (Cytoskeleton Inc.) que permite separar la fraf_;cién soluble de

actina (actina globular o G-actina) de aquella que se encuentra polimerizada (actina

fibrilar o F-actina) a partir de 1 mg de extractos de proteinas totales.
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Figura 17: Cambios en la masa y la fosforilacién para las proteinas LIMKI y
cofilina, durante el proceso de diferenciacion. A, Western blot para la proteina
LIMK]1 fosforitada y LIMK 1 total. En B se muestra la densitometria de la razén entre la
proteina LIMK1 fosforilada y LIMK1 total, utilizando a o-tubulina como control de
carga (n=5). C, Western blot contra la proteina cofilina fosforilada y cofilina total. D,
densitometria de la razon entre la proteina cofilina fosforilada y la cofilina total y -
tubulina como control de carga (n = 5). EC, extracto de cerebro de ratdon; ND, extracto
de células no diferenciadas; D, extracto de células diferenciadas. El (*) indica una

nrobabilidad menor a 0,05,
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Para comprobar que el sistema funciona correctamente, se utilizd como controles
extractos de células NI1E 115 tratados con faloidina (toxina que inhibe la
despolimerizacion de los filamentos de actina) y con citocalasina-D (droga que impide la
polimerizacion de actina), y luego se compard los cambios ocurridos en la

polimerizacion de actina en células diferenciadas y no diferenciadas.

La Figura 18 muestra las fracciones de sobrenadante y precipitado
obtenidas luego de la ultracentrifugacion, que se encuentran enriquecidas en actina
globular y fibrilar, respectivamente. Al analizar los controles, se observa que el extracto
celular al que se le adiciond faloidina presenta un enriquecimiento de la actina en la
fraccidon precipitada, mientras que al extracto que se le adiciond citocalasina D dio
cuenta de una mayor cantidad de actina en el sobrenadante, tal como se esperaria. Por
ofro lado, se puede observar que en los extractos provenientes de células no
diferenciadas se observa una banda de actina de alta intensidad en la fracrci()n soluble, en
relacion a la banda que se encuentra en la fraccion precipitada. Por el contrario, se puede
observar que en el extracto de células diferenciadas hay una banda de actina de mayor
calibre eil el precipitado, mientras que la banda del sobrenadante se preserita en forma
mas debil. Para cuantificar éstos cambios, se procedié a normalizar la intensidad de la
sefial de actina en el precipitado con la intensidad de la banda obtenida del sobrenadante
(razon F : G actina). Al graficar esta razon, se observa una diferencia muy evidente en la

polimerizacioén de los filamentos de actina, la cual se ve significativamente aumentada

durante la diferenciacion del neuroblastoma N1E 115 (n=4, p < 0,005).
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Figura 18: Cémbios en la polimerizacién de actina durante la diferenciacion
neuronal. Para ello, se utilizé un kit comercial que permite separar la actina globular de
la fibrilar. A) Western blot contra actina, para las fracciones precipitada y sobrenadante
de los extractos de células N1E 115 tratados con faloidina (+), con citocalasina D (-), o
extractos de células indiferenciadas (ND) o diferenciadas (D). B) Cuantificacion de la
razon de la sefial obtenida para 1a actina del precipitado y del sobrenadante (razon F: G

actina; n =4, p < 0,005).
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7.4 Analizar el efecto de una familia de proteasas y su inhibicién sobre la

diferenciacion neuronal.

Los resultados obtenidos hasta este momento indican que la diferenciacion del
neuroblastoma NI1E 115 involucra cambios sustanciales en proteinas claves que
controlaran la dinamica del citoesqueleto. Sin embargo, datos derivados de otras lineas
del laboratorio indicaban que un buen sistema para modular la diferenciacién neuronal
también podria relacionarse con la inhibicion local de la degradacion de proteinas, como
un mecanismo que explique la acumulacion de factores que promuevan el crecimiento
exclusivamente en una neurita en células neuronales. Los datos obtenidos desde la
literatura indican que el proteosoma y otras familias de proteasas serian necesarias para
la degradacion de proteinas que contribuyen a regular procesos como el desarrollo de la
polaridad y el crecimiento y ramificacion de las prolongaciones neuronales (Yan et al,
2006; Mignorance Le-Meur ef al, 2008; Wang et al, 2003). En esta tesis decidimos
evaluar el efecto que ejerce la familia de las calpainas, las cuales son capaces de activar
o desactivar proteinas por medio de su clivaje especifico, a diferencia del proteosoma,
que sélo es capaz de llevar a cabo la inactivacidn de proteinas por medio de su
degradacion. De esta forma, se analizd los cambios en la abundancia de las isoformas
mejor descritas de calpainas: las calpainas 1 y 2, durante la diferenciacion de las células
NIE 115, Esto nos puede dar una pista sobre una posible regulacién de su masa cuando

las células estan extendiendo neuritas.



En la Figura 19 se puede observar como durante la diferenciacion no hay un
cambio significativo en la masa de la calpaina 1, mientras que la calpaina 2 disminuye
en forma evidente. Esta baja en la masa de la calpaina 2 podria ser un resultado
interesante, debido a que se ha reportado que la calpaina 2 es responsabie del 90% de la
actividad calpaina total en neuronas (Oshima ef a/, 1989). Este resultado sugiere que la
diferenciacion neuronal podria requerir de la pérdida de la funcién (o actividad) de esta

proteasa.
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Figura 19. Regulacién de la masa de las calpainas y su actividad, mediada por la
quinasa PKA. A) western blot para la isoforma 1 de calpaina, junto a su respectiva
densitometria normalizada contra oa-tubulina en B (n = 4). C) western blot contra
calpaina 2, junto a su respectiva cuantificacion normalizada en D (n = 4, p < 0,05). E)
Western blot contra los sustratos fosforilados por la quinasa PKA para extractos de
células indiferenciadas (ND) y diferenciadas con dibutiril AMP ciclico (DBcAMP) y

ALLM. En F se muestra el analisis estadistico para un n=3. G, Western blot contra



calpaina 2 para extractos proteicos inmunoprecipitados con un anticuerpo que reconoce
epitopos fosforilados por PKA (anélisis estadistico en H, n=3). EC, extracto de cerebro
de raton utilizado como control positivo; ND, extracto de células indiferenciadas; D,

extracto de células diferenciadas. El asterisco indica un p<0,05.

Para analizar si durante la diferenciacion existe una disminucion de la actividad
de las calpainas, que se ha establecido como un evento clave para que se lleve a cabo la
actividad protrusiva dependiente de actina (Mignorance Le-Meur, 2008), quisimos
estudiar si la inhibicion farmacologica de las calpainas es capaz de alterar l.a morfologia
medio de cultivo de las células N1E 115. Este inhibidor afecta a todas las isoformas, y
no se ha descrito ningin compuesto capaz de inhibir a alguna isoforma especificamente.
En la Figura 20, se puede observar que al mantener las células durante 5 dias (ver
Materiales y Métodos) solo en presencia de 10 uM de ALLM, un importante porcentaje
de éstas comienzan a extender prolongaciones neuriticas de longitudes superiores a 50
um. Este efecto se ve potenciado cuando las células fueron expuestas a 20 uM de
ALLM, ya que una mayor cantidad de células son inducidas a extender prolongaciones
(ver cuantificacion, Figura 20). El efecto de una concentracion de 30 uM es similar a
aquél observado a 20 puM, mientras que cuando se aumenta a 40 uM, no se mejora el
porcentaje de diferenciacion total de las células, y se comienza a observar un efecto
toxico de este compuesto (por medio de microscopia dptica se observo una importante

cantidad de c€lulas muertas).
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Estos resultados efectivamente sugieren fuertemente que la diferenciacion
neuronal requiere de una pérdida de la funcion de las calpainas, y muy probablemente de

la calpaina 2.
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Figura 20: Variaciones morfolégicas de las células NI1E 115 tratadas con el
inhibidor farmacolégico de las calpainas, el ALLM. A) Inmunocitoquimica para las

células N1E 115 en ausencia o presencia de ALLM (10, 20, 30 y 40 pM). En rojo se
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muestra el anticuerpo contra a-tubulina y en verde la tincion para actina polimerizada
(Faloidina). B) Cuantificacion de la longitud total de las neuritas desarroliadas por las
células tratadas con distintas concentraciones de ALLM (n = 100 para cada caso). C)
Cuantificacion del nimero de neuritas por cada célula en presencia de las distintas
concentraciones de ALLM (n = 100). El (**) indica una probabilidad de 0,005 y el (***)
indica una probabilidad de 0,001,

Posteriormente, se analizo si durante la diferenciacion existia un cambio en la
expresion del inhibidor endégeno especifico de las calpafnas, la calpastatina. El
resultado fue una notable disminucién de la masa de la calpastatina una vez que las
células se diferencian, lo que es interesante, debido a que se podria esperar un aumento

de la masa de calp renciacién (Figura 21). Para ver si la
calpastatina sufre algim cambio en su masa en forma temprana a la diferenciacion con
DBcAMP, se realizd una curva temporal con las células N1E 115 expuestas a DBcAMP
desde las 0 horas (control) hasta las 96 horas (4 dias de diferenciacion). El resultado dio
cuenta de que existe un importante cambio en la masa de la calpastatina, donde
inicialmente se puede apreciar una alta expresion de esta proteina luego de 8 horas en
presencia del agente diferenciador, mientras que después de las 24 horas se empieza a
generar una disminucién en su masa (Figura 21C). Este resultado refleja que la

calpastatina podria ejercer una inhibicién temprana de las calpainas, y de esta forma, se

podria desencadenar la diferenciacion,
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Finalmente, otro mecanismo de regulacion de las calpainas, es'llevado a cabo por
medio de su fosforilacion, 1o que permite reducir su actividad. Una de las quinasas que
es capaz de fosforilar a las calpainas es la PKA. Por ello, se analizo la actividad de esta
proteina quinasa durante la diferenciacion con DBCAMP y con ei. inhibidor
farmacoldgico de las calpainas, el ALLM. El resultado fue concluyente: durante la
diferenciacién se observo un aumento de la actividad quinasa de la PKA._Sin embargo,
fue sorprendente el resultado de una protefna desconocida de cerca de 30 kDa que
disminuyo su fosforilacion drasticamente en las células diferenciadas, resultado que se
tratd de responder desde la literatura relacionada, sin tener a la fecha un candidato

razonable que se ajuste a esta masa.
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Figura 21: Regulacion de los niveles de la calpastatina durante la diferenciacién
neuronal. A) Variacion de la masa de la calpastatina en células indiferenciadas (ND) y
células diferenciadas (B). EC, extracto de cerebro de raton, utilizado como control
positivo. C) Cambios en la masa de calpastatina en un curso temporal de induccién con
DBcAMP, y en D se muestra la razon entre la calpastatina y la a-tubulina (n = 3). El (¥)
representa una probabilidad menor a 0,05 y el (**) representa una probabilidad menor a
0,01.
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7. 5 Establecer al neuroblastoma N1E 115 como un buen modelo para realizar

transfecciones.

Si bien los cultivos primarios de neuronas de corteza y de hipocampo se
encuentran entre los modelos mas utilizados para los estudios de neuritogénesis y
diferenciacioén neuronal, uno de los grandes problemas que poseen es la baja eficiencia
de transfeccién que tienen estos linajes celulares. Es por ello que muchos estudios de
sobreexpresion de genes y de interferencia de RNA se llevan a cabo en lineas celulares.
En base a esto, el origen neuronal de la linea celular N1E 115 permite llevar a cabo
estudios en condiciones fisioldgicas mas similares a una neurona que el que se puede

obtener con una linea celular no neuronal.

En este trabajo, especificamente se llevaran a cabo estudios con 2 proteinas que
va hemos mencionado en este trabajo. El primero consistente en la sobreexpresion de la
proteina CRMP-2 silvestre unida a un epitopo myc, cuya funcién permite potenciar la
elongacion de los microtibulos in vivo e in vitro (Fukata er al, 2002). Por otro lado,
también se introduciran los plasmidios codificantes para la proteina desestabilizadora de
microttibulos SCG10, vy 4 mutantes que emulan estados fosforilados (dominante
negativa) o desfosforilados (constitutivamente activa), los que cuentan con un epitopo

glu-glu (EYMPME).

Inicialmente, se estandarizd la transfeccion de las células N1E 115 con GFP

utilizando Lipofectamina 2000, el cual se ha descrito que funciona con alta eficiencia
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para lineas celulares como las PC12 y las COS-7 (Pichet y Ciccarone, 2000). En nuestro

modelo, se estima que la eficiencia de transfeccion de GFP fue de aproximadamente

53% (n= 200, Figura 22A).

Para analizar el efecto de la transfeccion del plasmidio de CRMP-2, se realizo un
andlisis morfométrico para las células transfectadas (positivas para myc), y se compard
con aquellas que no se transfectaron a las 36 horas post- transfeccion. Se contabilizaron
el ntimero de neuritas por célula y la longitud neuritica total. Ademads, se confirmo por
western blot la correcta expresion de la proteina recombinante, utilizando un anticuerpo

primario anti-myc (Figura 22B).
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Figura 22: Efecto de la sobreexpresion de la proteina CRMP-2 en las células N1E
115. A) Eficiencia de la transfeccion de las células N1E 115 con GFP (el 53% de la
poblacién expresé GFP, n = 200). B) La sobreexpresion de la CRMP-2 fusionada a un
epitopo myc se detecté por western blot con un anticuerpo primario anti myc. C) Cambio
en la morfologia de las células N1E 115 transfectadas con la CRMP-2 (indicadas por
flechas blancas), las cuales presentan neuritas desde las 24 horas, y presentan una mayor
longitud a las 36 horas post-transfeccién. D) Analisis morfologico de las células
transfectadas (CRMP-2) y no transfectadas (ST) a las 36 horas de la transfeccion, que
incluye la medicién de la longitud neuritica total y el nimero de neuritas presentes en

cada célula. Las imagenes fueron tomadas con el objetivo 40X.
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Una vez establecido el efecto de la transfeccion de un factor que induce la
polimerizacién de los microtibulos sobre la morfologia celular, decidimos analizar el

efecto de una proteina antagonista.

Posteriormente, se llevé a cabo la transfeccion de los 5 plasmidios codificantes
para SCG10 y las 4 mutaciones de los residuos de serina (ver Materiales y Métodos).
Debido a que el anticuerpo contra el epitopo glu-glu reconoce muchas bandas
inespecificas por western blot, no se pudo utilizar este anticuerpo para ensayos de
inmunocitoquimica (Figura 23A). En su reemplazo, se utilizd una cotransfeccién con
GFP, para identificar las células transfectadas, la cual otorga una eficiencia cercana al

95% (Dandekara et a/, 2005).

El fenotipo de las células transfectadas con las mutantes de SCG10 fue dispar:
solo la forma silvestre de SCG10 y la forma dominante negativa 4D fueron capaces de
generar la extension de neuritas en las células N1E 115, mientras que las formas
constitutivamente activas (73A y 4A) y la dominante negativa parcial (73D) no
presentaron morfologias diferenciales respecto a las células que expresaban soélo GFP
(Figura 23C). La morfologia de las células transfectadas con SCG10 WT y la mutante
4D resultaron similares, sin embargo, la primera indujo la formacion de mas neuritas de

una longitud relativamente menor a las que genero la mutante 4D (Figura 23D).
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Figura 23: Cambios morfolégicos mediados por la transfeccion de la proteina
SCG10 y 4 variantes con mutaciones en residuos fosforilables. Para llevar a cabo la
transteccion, se utilizo el sistema de cotransfeccion. A) Expresion de las proteinas
mutantes para SCG10, reconocidas por un anticuerpo contra el epitopo EYMPME
fusionado a las proteinas. El anticuerpo reconoce una banda en los 23 kDa

correspondiente a SCG10, y otras bandas no especificas de pesos moleculares entre los



30 y los 170 kDa. B) Western blot que da cuenta de la expresion de la proteina
fluorescente GFP en los extractos de células N1E 115 transfectados sélo con GFP o
cotransfectados con GFP y los 5 plasmidios a estudiar. Se utilizé como control negativo

extracto de células sin transfectar (ST). C) Inmunocitoquimica para las células N1E 115

STy

transfectadas con GEFP (controi) o coiransfectadas con GFP y las 5 variantes de SCG10.
Las células fueron fijadas 36 horas después de la transfeccion. D) Analisis morfométrico
del efecto generado por las transfecciones en C (n = 100 por cada caso, en 3
experimentos independientes y p < 0,05). Las imagenes fueron tomadas con el objetivo

40X, y la barra indica la longitud equivalente.

7.6 Establecimiento de un paralelo entre el proceso de extension de neuritas de las

células N1E 115y el desarrollo de polaridad en neuronas de rata.
7.6.1 Establecimiento de los cultivos primarios de hipocampo de rata (E18).

Para este objetivo, se realizaron cultivos in vitro de neuronas provenientes de los
hipocampos de embriones de rata de 18 dias de prefiez, que entre sus principales
ventajas se encuentra la homogeneidad del cultivo, que se encuentra representado en
cerca de un 90% por neuronas, por lo que ha sido ampliamente utili_zado como modelo
de estudio (figura 24). Para realizar un paralelo entre los procesos de extension de
neuritas de las células N1E 115 vy el desarrollo de polaridad en neuronas, procedimos a

estudiar las protefnas que consideramos mas importantes para el control de la dindmica



de los microtibulos y los filamentos de actina en neuronas y células N1E 115, y

comparar con la literatura existente.

B HI tub GFAF

24 h 48 h

Figura 24: Establecimiento de cultivos primarios de hipocampo de rata. Si bien el
cultivo de hipocampo se ha descrito como uno de los que permite obtener neuronas en
forma mas homogénea, esto fue chequeado esto por medio de tinciones especificas que
nos permitan diferenciar células neuronales (B III tubulina) de células no neuronales
(GFAP). En cultivos de 24 y 48 horas, el nimero obtenido de células no neuronales
(indicadas con flechas blancas) fue muy inferior a aquél que se observd para neuronas,

siendo estimado en alrededor de un 10%.

85



7.7 Comparacién de las células de neuroblastoma N1E 115 diferenciadas y las
neuronas primarias en cultivo.

Para ilevar a cabo el paraielo entre una célula NI1E 115 diferenciada y una
neurona hipocampal, analizaremos ambos modelos desde el punto de vista morfologico

y bioquimico.

A nivel morfologico, observamos que las células N1E 115 diferenciadas
presentan varias similitudes respecto a las neuronas. Las primeras fueron capaces de
desarrollar neuritas sobre los 50 wm, las cuales presentaban ramificaciones primarias,
secundarias, y una importante cantidad de lamelipodios v filopodios (Figura 7), tal como
lo hacen las neuronas hipocampales luego de 1 dia de crecimiento in vitro. Ademads,
observamos en las células N1E 115 otras caracteristicas de las neuronas, como la
presencia de “ondas” de actina a lo largo de las neuritas (resultados no mostrados), que
fueron descritas en neuronas por el grupo de Banker (Ruthel y Banker, 1998), y un
aumento en la dindmica de los microtiibulos en la parte distal de las neuritas evidenciado
por la marca de la a-tubulina tirosinada (Figura 7), un hecho bien descrito en neuronas

(Witte ef al, 2008).

Sin embargo, la caracteristica que hace que la linea celular N1E 115 no pueda

emular completamente la morfologia neuronal es su incapacidad para lograr la pérdida

=

de la simetria. Esto qued¢ demostrado al utilizar marcadores de dendritas (MAP2) v de



axon (tau hipofosforilado y MAP1B fosforilados en modo I) en nuestro modelo celular,
los cuales se distribuian en forma homogénea a través de toda la célula. Es por ello que
la morfologia de una célula NIE 115 diferenciada es mds similar a una neurona no
polarizada (estadio 2), ya que no es capaz de alcanzar el aito grado de complejidad

estructural vy la segregacion bioquimica lograda por una neurona madura (Figura 25).

Al realizar un paralelo entre los cambios bioquimicos propios de la polarizacion
en neuronas y la diferenciacion de las células N1E 115, podemos encontrar una serie de
similitudes y algunas diferencias. En nuestro modelo celular encontramos un aumento en
la expresion de las proteinas MAPs convencionales en forma aproximadamente
equivalente (Figura 10), lo que se correlaciona con lo que ocurre en neuronas, excepto
por el hecho de que la proteina MAP1A sufre un aumento de expresion en etapas
posteriores del desarrollo (resultados no mostrados; Riederer y Matus, 1985). Ademas,
existe una similitud en el grado de fosforilacién de la proteina MAP1B, asi como en la
abundancia y la actividad de 2 de las quinasas responsables de esta modificacién, CDKS5
y JNK (Pigino et al, 1997, Oliva et al, 2006). Ademas, durante la diferenciacion las
células NI1E 115 expresan en forma muy abundante la isoforma B3 de la tubulina, un
marcador clasico de neuronas, que da cuenta de una remodelacion de la estructura
interna de los microtibulos. De esta forma, encontramos que los cambios globales
relacionados al control de los microtiibulos son similares en neuronas y las células N1E

115.



Al analizar los cambios referentes al citoesqueleto de actina en ambos modelos,
también encontramos varias diferencias. La activacion de las GTPasas rac y cdc42 son
claves para modular la estabilidad del citoesqueleto y para los movimienfos protrusivos
dependientes de actina de la neurona, sobré fodo cuando la célula se encuentra
explorando su alrededor, como ocurre durante su diferenciacion. De esta forma, en
nuestro modelo celular encontramos un aumento de la actividad, pero no en la masa, de
las GTPasas racl y cdc42, que se correlaciona al aumento de las protrusiones celulares
que observamos por microscopia (Figura 7), y a lo ocurrido en neuronas durante la
transicion de la etapa 2 a la 3, donde la activacion en paralelo de cdc42 y racl
desemboca en el rapido crecimiento de una neurita para convertirse en axén (Watabe-

Uchida et af, 2006).

Evidentemente, la activacion de racl v cdc42 es muy importante para la
definicién del axon. Ha sido demostrado que en neuronas en estadio 2 tardio existe un
enriquecimiento de pakl activo en la neurita mas larga, mientras que en el estadio 3
pak! fosforilado se encuentra exclusivamente en el extremo distal del axon (Jacobs et al,
2007). Esta activacion de pakl podria estar regulando vio abajo a la cofilina, cuya
fosforilacién es clave para la extension del axén (Garvalov ef al, 2007). Todos estos

cambios bioquimicos también resultan muy similares a los resultados obtenidos para la

diferenciacion de nuestro modelo celular.
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Neurona hipocampal

Célula N1E 115

Figura 25: Paralelo entre la diferenciacion de neuronas y del neuroblastoma N1E
115. Arriba se muestra la morfologia de una neurona en estadio 2 (A) y en estadio 3
(B). La tincion en verde corresponde a la proteina somatodendritica MAP2, mientras que
la tincién roja equivale a tau desfosforilado (taul), que se encuentra en el soma y
particularmente en el axén (B, flecha blanca). Las células N1E 115 diferenciadas (abajo)
no presentan una polaridad celular, es decir, todas sus prolongaciones neuriticas son
equivalentes a nivel bioquimico. De esta forma, se puede observar que los marcadores
de dendritas y axén, MAP2 y taul, se distribuyen de la misma manera a través de todas
las neuritas, a pesar de que existe una ramificacion mas desarrollada que las demas. Las
imagenes A y B fueron tomadas en el objetivo 40X (zoom digital), y las C y D fueron

tomadas en el objetivo 63X.
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8.- DISCUSION

8.1 Establecimiento de un método eficiente para la diferenciaciéon de la linea celular

muring N1E 115,

Para el estudio de la diferenciacion neuronal a partir de células de origen
neuronal inmortalizadas existen numerosos modelos, entre los que se incluyen las
celulas PC12, N2A y las SH-SYSY (Cosgaya et al, 1996; Mufioz et al, 2000; Messi et
af, 2008). En esta parte del trabajo nos propusimos caracterizar exhaustivamente el
modelo de diferenciacion basado en la utilizacion del neuroblastoma de ratén N1E 115,
Para ello, requerfamos de un método que generara una morfologia celular con los
atributos de una neurona diferenciada, es decir, con ramificaciones primarias y

secundarias de longitudes varias veces mayor al didmetro celular. Segundo, que fuera un

mantener en cultivo durante el mayor tiempo posible y pudieran madurar y diferenciarse
completamente. Adicionalmente, se necesitdé que la diferenciacion fuera uniforme para
la mayoria de las células, va que los estudios se realizaron en base a las poblaciones
totales de cclulas encontradas en las placas de cultivo, por lo tanto, fue necesario que la
diferenciacién fuese lo mas sincronizada posible, para que todas las células sean

comparables entre sf a nivel bioquimico y morfoldgico,
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Entre los métodos estudiados, el que generd en el neuroblastoma N1E 115 los
rasgos morfologicos mas similares a los de una neurona fue el DBcAMP. Este analogo
del AMP ciclico es capaz de ingresar a la célula a través de la membrana plasmatica, v
activar las vias dependientes de cAMP, eniré las qué se cuenta la via de las MAPK
(proteinas quinasas asociadas a mitégenos, Deng ef al, 2001) y la de PKA (Liang et al,
2007), las cuales son capaces de controlar rio abajo la transcripcion genética y la
regulacion del citoesqueleto, procesos que son fundamentales para la diferenciacion
neuronal. Adicionalmente, el DBcAMP dio los mejores patrones de diferenciacion,
basados en la longitud de las neuritas de las células, asi como el porcentaje total de
celulas diferenciadas (aquéllas que poseen al menos una neurita de longitud superior a 2
diametros celulares, aproximadamente 20 um; Figura 6), donde el DBcAMP fue capaz

de generar una diferenciacion del 82% de la poblacion total al cabo de 5 dias, siendo

muy superior a los otros compuestos diferenciadores.

Los otros tratamientos, basados en la adicion de 4cido retinoico y DMSO al
medio de cultivo, no fueron capaces de dar patrones deseables de diferenciacién. Si bien
el DMSO fue capaz de generar neuritas en las céiuiés, ia eficiencia total de
diferenciacion de las células no resultd ser tan alta como la obtenida con el DBcAMP
(Figura 6), sumado a que tenfa un efecto letal para muchas de las células después de los
4 dias de cultivo (basado en la observacion al microscopio 6ptico). El 4cido retinoico, el

cual ha sido utilizado para diferenciar otras lineas celulares (Mao ef al., 2000),

practicamente no indyjo diferenciacion en esta linea celular (Figura 6). Por ello, el



DBcAMP fue el compuesto diferenciador de las células N1E 115 elegido para realizar
este trabajo.
8.2.1 La diferenciacién del neurobiastoma NiE 115 indujo cambios en ios patrones

del citoesqueleto.

Al realizar observaciones por medio de mmunocitoquimica, observamos
diferencias morfologicas drasticas en las células N1E 115 diferenciadas respecto a las
indiferenciadas. Adicionalmente a la formacién de ramificaciones neuriticas primarias y
secundarias, la tincion de faloidina permitié observar los microfilamentos de actina,
distribuidos a través de toda la célula, dejando ver en la parte distal de las neuritas una
concentracion local de F-actina, similar a lo ocurrido en los conos de crecimiento
neuronales (Gungabissoon y Bamburg, 2003) . Sin embargo, también es posible ver en
células diferenciadas una activa formacion de filopodios y lamelipodios (Figura 7), en
los cuales también existe un enriquecimiento de F-actina. Por otro lado, también se
evidencio un aumento en la tirosinacién de la a-tubulina hacia el extremo distal de las
neuritas, modificacion que permite el aumento de la dindmica de microtibuios, que

resulta fundamental para que las neuritas se puedan elongar (Witte er a/, 2008).

Estas alteraciones ocurridas en la neuritogénesis del neuroblastoma NI1E 115,

permiten comparar a estas células diferenciadas con neuronas jovenes en etapa 2 (o 2
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neuronal y poseer neuritas de tamafios considerables, son incapaces de emular la
complejidad de los axones y las dendritas, ni de desarrollar estructuras caracteristicas de
neuronas maduras, como las espinas dendriticas. Este punto se discutird en profundidad

posteriormente.

8.2.2 Proteinas que regulan la polimerizacién de microtibulos

Las MAPs se encuentran entre los factores moleculares claves para los cambios
en la estructura del citoesqueleto durante la neuritogénesis neuronal, en lo referido a la
estabilizacion de los microtiibulos que nacen desde el cuerpo celular y culminan en la
punta de las neuritas, y en asociacion a la dinamicidad que se requiere para los cambios
de forma y el desarrollo de nuevas prolongaciones celulares (Witte er al, 2008). Al
analizar los resultados obtenidos en este objetivo, es coherente asociar el aumento de las
proteinas asociadas a microtibulos con la necesidad de las células de modular y
estabilizar los microtubulos que se encuentran sosteniendo las prolongaciones en las
células N1E 115 diferenciadas, como también ocurre en las neuronas. Existen cambios
variables en la masa de las distintas MAPS. En neutonas, se pueden evideficiar
funciones celulares con cierto grado de redundancia (Di Tella er a/, 1996), mientras
otros estudios apuntan a que la funcion de las MAPs puede resultar sinérgica (Gonzalez-
Billault ef al, 2002). Sin embargo, es importante destacar que los niveles de expresion
son distintos y caracteristicos para las diferentes MAPs a nivel temporal y espacial. Es

asi como MAPIB es la primera MAP en expresarse durante el desarrollo del sistema

nervioso, mientras que MAP1A lo hace posteriormente, en neuronas maduras (Goold y
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Gordon-Weeks, 2001). Y mientras MAP1B se localiza a lo largo de toda la célula,
MAP2 lo hace preferentemente en las dendritas (Halpain y Dehmelt, 2006). De esta
forma, si bien se pueden asociar funciones en comun, también existe una tendencia a la
complementacion entre las diferentes proteinas. Esto puede dar cuenta que mieniras
algunas MAPs poseen un rol impeortante para la iniciacién del proceso de neuritogénesis,
que desembocara posteriormente en el desarrollo de polaridad, otras puedan tener una
funcidén asociada a la mantencion de la polaridad y la maduraciéon terminal de las

neuronas, mas que a la iniciacion misma del proceso.

Hemos analizado una serie de similitudes a nivel bioquimico y morfologico
referente a lo ocurrido durante la diferenciacion en las neuronas de hipocampo y las
células NIE 115. Sin embargo, es necesario mencionar que aparentemente, no existe el
mismo proceso de regulacién temporal observado en neuronas, donde los aumentos de
expresion son diferentes para las distintas MAPs (Riederer y Matus, 1985; resultados no
mostrados), mientras que en las células N1E 115 todas las MAPs sufren aumentos

significativos de masa y aproximadamente equivalentes (Figura 8).

En este punto, no solo nos enfocamos en analizar las MAPs clasicas, sino que
decidimos estudiar que ocurria durante la diferenciacion de las células N1E 115 con un
grupo de proteinas que se asocian a los microtubulos, y que no caen en la categoria de
las MAPs convencionales. Un hecho que result6 interesante fue que la proteina LISI,
que se ha descrito como una proteina capaz de unirse a microtibulos, no presentd un

cambio significativo durante la diferenciacion, como las otras MAPs convencionales.
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LIS1 es una proteina que posee varias funciones celulares, pero no hay evidencias de
que participe directamente en el proceso de neuritogénesis (Bielas er a/, 2004). Un
resultado similar fue descrito en el neuroblas’toma humano SH-SY5Y, donde se reportd
una disminucion de LIS1 cuando las células eran diferenciadas con acido retinoico
(Messi er al, 2008). En varios estudios se ha postulado que su funcién no se relaciona
directamente con la diferenciacion neuronal, sino mas bien con la migracion, proceso en
el cual interactua con otra proteina MAP, la doblecortina (Reiner er al, 2002; Messi et
al, 2008). Llama la atencion que, a diferencia de LISI, la doblecortina, presenta un
fuerte aumento en la diferenciacion, debido a que la interaccion de ambas proteinas
permite modular la estabilidad de microtibulos, por una suerte de competicién por
unirse a éstos (Gdalyahu er al, 2004). Es por ello que resultaria interesante profundizar
este resultado, a fin de comprender los mecanismos que podrian modularan la
interaccion cruzada entre ambas proteinas durantes dos procesos diferentes, como lo son

la neuritogénesis y la migracion neuronal.

Otro de los candidatos que fue interesante de analizar es la proteina CRMP2. En
¢l contexto de este estudio, demostramos que tanto en la diferenciacién de las células
NIE 115 como durante la polarizacion de las neuronas de hipocampo de rata, ocurre un
aumento en su expresion (Wang L y Strittmatter S, 1996). La CRMP2 es una proteina
que tiene un dominio de union a heterodimeros de tubulina, y su funcién ha sido
vinculada con un rol importante en polaridad, ya que su sobreexpresion es capaz de
generar neuronas con miltiples axones (Inagaki er a/, 2001), y su transfeccion en

neuroblastomas es capaz de inducir el crecimiento de neuritas (Arimura ez a/, 2005). El
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rol de esta proteina tiene que ver con el transporte de dimeros de tubulina hacia el
extremo distal del axon, por medio de su interaccion con la proteina kinesinal (Kimura
et al, 2005). De esta forma, su aumento va relacionado a un mayor desplazamiento de
heterodimeros de tubulina para el crecimiento de los microtibuios, desde el cuerpo

celular hacia los conos de crecimiento de las neuritas (Arimura ef al, 2005).

Finalmente, la Gltima proteina asociada a microtabulos estudiada en este trabajo
fue la SCG10. Perteneciente a la familia de las stathminas, posee una funcién asociada
al aumento de la dinamicidad de los microtibulos, v su actividad se encuentra
determinada por la fosforilacion en 4 residuos de aminoécidos bien descritos (Antonsson
et al, 1998). Si bien su participacion durante la diferenciacion neuronal estd descrita
(Morii ef al, 2006), su funcién ain no es completamente clara. Estudios de esta proteina
en células PC12 dieron cuenta de un aumento de su expresion dependiente de la
diferenciacion inducida por NGF, mientras que la diferenciacion dependiente de
DBcAMP no lo hizo (Stein ef al, 1988). Esto podria indicar que el proceso de extension
de neuritas por si mismo no es capaz de inducir un aumento en su expresion. A pesar
que su rol fisioldgico ya ha sido estudiado en varios trabajos en neuronas hipocampales

(Morti et al, 2006; Grenningloh et al, 2004), los mecanismos que regulan su expresion

resultan complejos e involucran mecanismos de control post-transcripcionales, que

pueden ir asociados también a su correcta localizaciéon (Hannan ef a/, 1996). Finalmente,
en neuronas de rata no se ve una disminucion evidente de esta proteina antes de los 3
dias de cultivo in vifro, a diferencia de lo que ocurre en las células NIE 115

diferenciadas (Figura 10; Di Paolo et a/, 1997), aunque hay una leve baja en su masa. En
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neuronas cultivadas sobre 14 dias in vitro, se ha observado una fuerte disminucion de su
masa, asi como también en el cerebro de ratones adultos, lo que indicaria que la
expresion de esta proteina es abundante solo durante el desarrollo del cerebro
(Grenningioh er ai, 2004; D1 Paolo ef ai, 1997). Esta hipdtesis esia respaldada por un
estudio que determiné que la SCG10 es proteolizada por la familia de las calpainas, una
vez que el citoesqueleto de microtubulos adquiere una mayor estabilidad (Vega et al,

2006),

8.2.3 La diferenciacién indujo cambios en los niveles y actividad de proteinas de

sefializacion.

Los cambios asociados a la diferenciacion neuronal deben ser explicados en un
contexto de sefializacion intracelular. Por ello, en este punto decidimos investigar que
ocurria con los niveles y la actividad de un conjunto de proteinas de sefializacion, cuyas
funciones —de acuerdo a datos bibliograficos previos- podrian ser relevantes para

facilitar la elongacién de las neuritas en nuestro modelo de diferenciacion neuronal.

de neuritas y la diferenciacion neuronal. Su rol se basa principalmente en la fosforilacion
de proteinas moduladoras del citoesqueleto especificas de neuronas, v su ausencia en
ratones genera la muerte perinatal y un desarrollo del cerebro aberrante (Ohshima ef a/,
1996). Sin embargo, entre los resultados obtenidos para la diferenciacion en las células
NI1E 155 no se observo un cambio significativo en la expresion ni de la proteina quinasa

CDKS5 ni de su activador neuroespecifico p35 (Figura 11). En la literatura no se han



encontrado cambios evidentes en la expresion de CDKS durante la diferenciacion en
neuronas (Yan y Ziff, 1995; Harada ef al, 2001), pero si se han detectado cambios en su
actividad durante la diferenciacion dependiente de NGF en células PC12 v un aumento
de p35 duranie la polarizacion de neuronas de hipocampo de rata (datos no mostrados;
Yan y Ziff, 1995). Los experimentos de interaccion entre ambas proteinas demostraron
que durante la diferenciacion se favorece la formacion del complejo CDKS5-p35,

sugiriendo de esta forma que aumentaria su actividad durante la neuritogénesis.

Por otro lado, se esperaba que la expresion de p35 aumentara frente a la
activacion de CDKS5, y de esta forma, pudiera dar cuenta de la activacion de la proteina
CDK35. Se ha descrito que p35 aumenta rapidamente su expresion durante las primeras
48 horas después de la diferenciacidén, y posteriormente se reduce drasticamente a
niveles basales en PC12 (Harada ef a/., 2001). De esta forma, p35 podria ser una sefial
de diferenciacion temprana, y cuando las células se encuentran diferenciadas, ésta podria
ser enconirada ya en niveles normales. Adicionalmente, CDKS5 también puede ser
activado por la proteina p39, lo que puede dar cuenta de una suerte de redundancia entre
las funciones de p35 y p39 (Ko et al, 2001).

Otra quinasa relevante para la diferenciacion es la JNK. Esta proteina se
encuentra activa cuando esta fosforilada, y su actividad es fundamental para el desarrollo
del axdn, pero no de las neuritas menores en neuronas primarias en cultivo (Mignorance
Le-Meur, 2006). Ademas, se ha determinado que la JNK activa esta exclusivamente

enriquecida en la punta del axon emergente (Oliva ef al, 2006). Ademas, como esta
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proteina se activa con la via de sefializacion de las MAPKSs, que a la vez se pueden
activar por medio del AMP ciclico (Stork y Schmitt er al, 2002), se podria esperar
cambios en la actividad de JNK durante la diferenciacion, que le permitan regular la
dinamica del citoesqueleto o la transcripeion de proteinas, gracias a la fosforilacion de la
MAPI1B v la activacion de factores de transcripcion como ATF-2 y ELK-1, (Oliva ef al,
2006; Bogoyevitch y Kobe, 2006). Ademas, debido a que existen varios estudios donde
se demuestra que si JNK esta ausente o en su forma inactiva se inhibe el crecimiento
neuritico (Oliva er al, 2006), se puede establecer que es fundamental para la

diferenciacion neuronal.

Por ello, proponemos que los cambios asociados a la actividad de estas dos
proteinas de sefializacion pueden explicar en parte el fenotipo diferenciado de las células
NIE 115. Es importante mencionar que ciertamente existe un repertorio amplio de
proteinas de sefalizacion. Y el uso de nuestro modelo de diferenciacion servird para
caracterizar la participacion de otras cascadas de seilalizacion que contribuyan a la

diferenciacion neuronal.

8.2.4 Proteinas que regulan la polimerizacion de los microfilamentos de actina

Los cambios morfolégicos que afectan la estabilidad y el ensamblaje del
citoesqueleto modulan coordinadamente tanto a microtubulos como a microfilamentos
de actina. Y es por esto que decidimos analizar que ocurria con las proteinas que regulan

las propiedades dinamicas de los microfilamentos de actina durante la diferenciacion.



Determinamos que existe un fino control de la dindmica del citoesqueleto de actina, a
través del aumento en la activacion de las GTPasas racl y cdc42, mientras que la RhoA
sufria una disminucién en su actividad, pero también en su masa. Se he descrito que racl
v cdc42 son fundameniales para la formacion de lamelipodios y filopodios,
respectivamente, mientras que la RhoA activa es capaz de generar el colapso de las
neuritas (Luo, 2000). Desde este punto de vista, podemos correlacionar el aumento de la
actividad de estas 2 GTPasas con la abundante formacion de lamelipodios y filopodios
durante la diferenciacion de las células N1E 115 (Figura 7), mientras que la disminucion
de la actividad de RhoA podria ser necesaria para llevar a cabo la diferenciacion. Se ha
determinado que racl/cdc42 podrian inducir la degradacién de RhoA por medio de la
ubiquitina ligasa Smurfl en las zonas de avance celular (Wang er a/, 2003), mientras que
al introducir un RNA que interfiere con la expresion de RhoA se desencadena el
desarrollo de neuritas en las células PC12 (Fan et a/, 2008). Adicionalmente, se
determing la activacion y un aumento de los niveles de la quinasa pakl como
consecuencia de la activacion de racl, un hecho que se encuentra bien descrito. Esta
activacién en pakl trae consecuencias a nivel de la dinamica del citoesqueleto, ya que
desencadena una seric de rearreglos en los microfilamentos de actina que resultain
fundamentales para la elongacion de las neuritas y la formacion de los lamelipodios y

los filopodios (Yang et al., 1998).

Este proceso se encuentra modulado en gran parte por una proteina de unién a
actina, la cofilina, que al ser fosforilada permiten el aumento de la dindmica y la

formacion de nuevos polimeros de actina (Sarmiere y Bamburg, 2004). Por medio del
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uso de anticuerpos capaces de reconocer cofilina fosforilada y total, se pudo establecer
una razon de fosforilacion de cofilina respecto al total, durante la diferenciacion
neuronal de la linea NIE 115. El aumento en la fosforilacion de cofilina fue
notablemente significativo, corroborando que esta via es muy importante para ios
cambios de morfologia del citoesqueleto de actina que ocurren durante la diferenciacién
neuronal, y que es necesaria una fosforilacion de actina para poder potenciar la

formacién de lamelipodios y filopodios.

Por otro lado, se analizé como se veia alterada la polimerizacion global de actina
en toda la célula durante la diferenciacion. Para ello, se realizo un ensayo in vitro de
separacion de la actina globular de la fibrilar, gracias a una ultracentrifugacion a
100000g. El resultado nos revela que existe un importante aumento en la polimerizacion
de actina, que resulta significativo al normalizar la actina fibrilar en la actina globular
(Figura 18B). De esta forma, se puede destacar la relevancia que tiene la fosforilacién de
cofilina para permitir el crecimiento de nuevos polimeros de actina, que resultan
fundamentales para generar la fuerza motriz para el futuro crecimiento de las neuritas

{(Da Silva y Dotti, 2002).

8.3 La diferenciacion del neuroblastoma NI1E 115 puede ser inducida por la

modulacion de la actividad de las calpainas.

La diferenciacion necesita que ciertos factores se enriquezcan en dominios

especificos para que pueda proceder, y la acumulacion de estos factores puede ocurrir



por transporte y/o retencidn selectiva en la mayoria de los casos. No obstante esto,
también se hace necesario que otras tantas proteinas vean disminuida su actividad o su

masa para que se lleve a cabo la diferenciacién (Yan er @/, 2006; Schwamborn et al,

=]

007;. Dentro de este contexto, 1as calpainas poseen un rol muy importante en ia
fisiologia celular, siendo capaces de clivar especificamente numerosas proteinas que
controlan el citoesqueleto neuronal. Ya se ha evidenciado que las calpainas poseen un
rol en la inhibicion de la formacion de ramificaciones en el segmento inicial de neuronas
in vitro (Mignorance Le-Meur ef a/, 2008). En otros trabajos, se ha mencionado su papel
en la diferenciacion de células musculares, adipocitos y osteoblastos (Moven er al, 2004;
Patel y Lane, 1999; Murray et a/, 1999), pero las calpainas ain no se han asociado

directamente con el proceso de diferenciacion neuronal.

Por ello, inicialmente se analizé si las isoformas I y II de las calpainas sufrian
cambios de masa durante la diferenciacion. En las células N1E 115 diferenciadas, se
pudo evidenciar una disminucion significativa de la masa de calpaina II, responsable de
aproximadamente el 90% de la actividad calpaina total (Oshima er al, 1989), mientras

uie la isoforma I no presento cambios significativos.
p

A continuacion, para analizar si la disminucién de la actividad de las calpainas
genera un cambio morfolégico en las células indiferenciadas, se utilizdé un inhibidor
farmacolégico, el ALLM, a diferentes concentraciones (0 a 40 uM, ver Materiales y

Métodos). El resultado de la inhibicién de las calpainas generd células capaces de
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extender largas neuritas en concentraciones desde los 10 uM, pero el efecto se vio mas
potenciado a 30 uM. La concentracion de 40 uM afect6 la sobrevida de la célula, y no
fue capaz de generar mayores patrones de diferenciacion que las células con una

concentracion de ALLM de 30 uM (ver Figura 20).

Debido a que la inhibicién farmacolédgica de las calpainas fue capaz de inducir la
diferenciacion de las células N1E 115 por si misma, posteriormente quisimos analizar si
el inhibidor enddgeno de la actividad de las calpainas, la calpastatina, experimentaba
cambios de abundancia durante la diferenciacion neuronal dependiénte de dbCAMP. Siii
embargo, contra lo esperado, se encontro una disminucion de la calpastatina luego de 5
dias de inducida la diferenciacion. El estudio bioquimico a tiempos cortos de induccion
de la diferenciacion sugiere que su masa aumenta significativamente durante las
primeras horas, y este aumento se podria correlacionar con cambios en la actividad de la

calpaina 2.

Finalmente, se quiso analizar que ocurre con la proteina quinasa PKA, la cual se
encuentra descrita que es capaz de modular la actividad de las calpainas por medio de su
fosforilacién (Franco y Huttenlocher, 2005). Por ello, se analizd como variaba la
actividad quinasa de PKA por medio de un western blot, gracias a un anticuerpo capaz
de reconocer proteinas fosforiladas por PKA. El resultado fue un fuerte aumento de la
actividad quinasa de la PKA luego de inducida la diferenciacion mediada por DBcAMP.

Este aumento en la actividad de PKA en respuesta a DBcAMP ha sido ampliamente



demostrado en la literatura y se establecio como nuestro modelo control (Siraha er al,
2002; Mignorance Le-Meur et a/, 2008). Interesantemente, la inhibicion de las calpainas
también indujo un aumento significativo de la actividad de PKA (Figura 21). Por esto, ¢l
aumento de la actividad de PKA puede resultar un hecho clave para deséncadenar la
diferenciacion. Sin embargo, no se ha dilucidado en forma clara como la inhibicion de
las calpainas podria generar un aumento de la actividad de la PKA. Se determiné que las
calpainas son capaces de clivar a la PKA e inactivarla (Liang et al, 2007), por ello, una
explicacion es que si las calpainas estan inhibidas, la degradacion de PKA se podria

minimizar.

Por Gltimo, vale la pena discutir que en este trabajo se muestra evidencia de que
las calpainas efectivamente poseen un rol en la diferenciacion neuronal. Sin embargo,
los mecanismos implicados no se encuentran bien definidos. Se demostré que el ALLM
desencadena un aumento en la actividad de PKA al igual que el DBcAMP, sin embargo,
la morfologia que presentan las células con cada uno de estos tratamientos difiere
bastante: para el caso del tratamiento con DBcAMP, las células son capaces de extender
muchas prolongaciones de mediand longitud, comparadas con las largas neuritas
generadas por el tratamiento basado en ALLM, donde se observo que la gran mayoria de
las células tenia sélo 2 prolongaciones (similar a una neurona bipolar). Esta diferencia
en la morfologia generada por ambos compuestos y nuestros resultados dan cuenta de
que podrian existir vias de sefializacidn que no son completamente comunes en ambos

procesos, v es un tema que debe estudiarse mucho mas a fondo, para entender los



mecanismos que permiten que la sola inhibicion de las calpainas sea capaz de

desencadenar la neuritogénesis de esta linea celular.

8.4 Ei neurobiastoma NiE 1i5 es un buen modeio para hacer estudios de pérdida o

ganancia de funcién.

Debido a que las neuronas son células que poseen una muy baja eficiencia de
transfeccion de DNA y de RNA de interferencia con los distintos métodos existentes, las
lineas celulares suelen ser de utilidad para realizar estudios de ganancia y pérdida de
funcion. Para ello, la linea celular N1E 115, que es capaz de expresar las proteinas
especificas del sistema nervioso central, puede resultar una herramienta de utilidad para
'Hevar a cabo este tipo de experimentos. Procedimos a analizar en nuestro modelo el
efecto de la transfeccion de plasmidios codificantes para 2 proteinas moduladoras de la
polimerizacion de microtibulos: la CRMP-2, cuya actividad permite el desplazamiento
de los heterodimeros de o y 3 tubulina hacia el extremo mas de los microtibulos, y la
proteina desestabilizadora de microtibulos, SCG10, que contribuye a la regulacion de la

estabilidad dinamica de éstos en el exiremo mas.

La morfologia de las células transfectadas con la CRMP2 silvestre resulté ser
similar a la de una célula diferenciada, con la extensién de cortas prolongaciones 24
horas post- transfeccion, mientras que a las 36 horas se observaron neuritas de

longitudes superiores a 25 pum (Figura 22). Este resultado es similar a aquel obtenido en
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neuronas, donde la sobreexpresion de CRMP-2 desencadena la aparicion de neuronas

multiaxdnicas, con una pérdida de la polaridad (Inagaki ef af, 2001).

En el caso dé la SCGI10, se utilizaron varianies con mutaciones puntuales que
activan o inactivan a la proteina, en conjunto con GFP, un método eficiente que asegura
una cotransfeccion cercana al 95% de las células (Dandekara er a/, 2005). Los
resultados obtenidos para este experimento pueden ser algo contradictorios. Por un lado,
la sobreexpresion de SCG10 fue capaz de inducir el desarrollo de neuritas en las células,
debido a que podria contribuir al aumento de la dindmica de microtibulos que es
necesaria para el inicio de la neuritogénesis. Sin embargo, si bien estas prolongaciones
resultaron ser abundantes, resultaron de longitudes que no superaron los 30 wm, longitud
muy inferior a las encontradas en células completamente diferenciadas con DBcAMP.
Se podria pensar que la SCG10 es importante a la hora de 1a generacion de las neuritas,
sin embargo, es necesaria una pérdida de actividad posterior para que dichas neuritas se

extiendan.

El plasmidio que también generé un efecto morfoldgico significativo en ias
células N1E 115 resulté ser la dominante negativa SCG10-4D (S50D, S62D, S73D y
S97D), la cual emula a la proteina SCG10 completamente fosforilada, que representa su
estado de menor actividad. Esta mutante fue capaz de inducir el desarrollo de una menor
cantidad de neuritas que la sobreexpresion de la proteina silvestre, pero fue capaz-de

inducir neuritas mas largas. Se ha descrito que una dominante negativa de SCG10 (S62D

)
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y S73D) es capaz de generar axones mas largos en neuronas, debido a que los

microtubulos adquieren una mayor estabilidad (Tataruk ez a/, 2006).

En vista de los resuitados obtenidos gracias a la transfeccion de las mutantes de
SCG10, combinados a los experimentos con células N1E 115 diferenciadas, se puede
apreciar que la proteina SCG10 posee un rol dinamizante de microtabulos, que podria
ser clave para el inicio de la neuritogénesis, generando los dimeros de oy P tubulina
necesarios para fomentar la polimerizacion de los microtubulos que permitan una
consolidacién en la neuritas nacientes (Manna ef a/, 2007). Una vez definida una neurita,
la SCGI0 podria perder relevancia, dando cuenta de una disminucion de su actividad
una vez que las células ya se encuentran diferenciadas (Di Paolo ef al, 1997). Cabe
destacar que también existe la stathmina, una proteina homdloga de la SCG10, que
también tiene un efecto despolimerizante de los microtubulos, aunque esta se expresa en
todos los tipos celulares (Grenningloh et al, 2004). Por ello, ambas podrian estar

regulando y complementando su funcion en células neuronales.

8.5 Comparacion de las células de neuroblastoma N1E 115 diferenciadas y las

neuronas primarias en cultivo.

Finalmente, decidimos investigar si los cambios asociados a la diferenciacion de

las células en el modelo de neuroblastoma N1E 115, poseia un correlato con los cambios
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encontrados en neuronas primarias en cultivo. Por un lado, se evidencié un aumento de
la masa de las proteinas asociadas a microtibulos MAPIB, MAP2 y fau en ambos
modelos. Sin embargo, la proteina MAP1A, que aumenta significativamente sus niveles
en las células NIiE 115 diferenciadas, no varido su nivel de expresion durante ios
primeros 3 dias en neuronas cultivadas in vifro, equivalente al periodo en que se genera
el desarrollo de polaridad en las neuronas hipocampales de rata (Dotti et af, 1988). Esto
se puede deber a que existen diferencias temporales en la expresion de las proteinas
MAPs. Se ha descrito que MAP1B es la primera proteina MAP en expresarse durante el
desarrollo, mientras MAP1A lo hace preferentemente cuando las neuronas se encuentran
maduras (Halpain y Dehmelt, 2006). Por otro lado, se encuentra una similitud referente a
las 2 quinasas que se analizaron en este trabajo y que resultan claves para la modulacion
de las MAPs en las células N1E 115 diferenciadas y en neuronas polarizadas: por un
lado, existe un aumento en la masa de JNK1 y 2, las cuales se encuentran rio debajo de
la cascada de sefializacion dependiente de MAPK, mientras que CDKS5 se encontraria
mas activa, debido a que existe un aumento en la masa de su activador neuroespecifico,
p35 (Smith er al, 2001). En tanto, otra proteina, como la CRMP2, también tiene un
aumertito en su masa similar a lo ocurrido en el neuroblastoma N1E 115 diferenciado,
mientras que no se aprecia una disminucion evidente en SCG10, a pesar de que existe

una baja en su masa.

Por otro lado, al hacer un paralelo respecto a las proteinas moduladoras de actina
de la via de LIMK/ cofilina, también se pueden apreciar resultados bastante coherentes

entre lo ocurrido durante la diferenciacion del neuroblastoma y la polarizacion neuronal.



Existe un aumento en la masa de la quinasa pak1 desde el dia 2 en las neuronas in vitro,
que se ajusta a los aumentos en la fosforilacion de LIMKI y cofilina, para
posteriormente decaer al dia 3. Esto podria dar cuenta de una fina modulacion de los
filamentos de actina, donde las fases de polimerizacion y despolimerizacion son capaces

de regular la elongacion de las neuritas, e incluso definir el axon (Bradke y Dotti, 2000).

Finalmente, si bien durante este trabajo se han establecido una serie de paralelos
entre los procesos de extension neuritica entre la linea celular N1E 115 y cultivos de
neuronas de hipocampo in vifro, existe una diferencia que va mas alla de la extensién de
procesos: lograr que una célula pueda generar 2 compartimentos tan diferentes a nivel
funcional y bioquimico como lo son los axones y las dendritas. En la Figura 25 se
muestra cOmMo una neurona posee una compartimentalizacion bioquimica de 2 proteinas
muy estudiadas: MAP2 y tau desfosforilada (reconocida por el anticuerpo taul). Durante
el estadio 2, posecen una morfologia similar al de un neuroblastoma diferenciado, es
decir, extiende varias neuritas y las proteinas MAP2 y tau se observan a través de toda la
célula. Sin embrago, al entrar al estadio 3, la neurona determina su axon, y se observa
que la seflal para taul se concentra s6io en el soma y en el axdn, mientras que la MAP2
se encuentra enriquecida en el compartimento somatodentritico. Por otro lado, una célula
NI1E 115 diferenciada no es capaz de generar una identidad de dendrita o0 axon en sus
neuritas, por lo que cada neurita es equivalente con cualquiera de las otras. De hecho, las
proteinas marcadoras de dendritas (como MAP2) v las de axdn (como tau desfosforilado
o MAPI1B fosforilado) se difunden a través de toda la célula (Figura 25), lo que impide

que un neuroblastoma se pueda utilizar para el estudio de la polaridad neuronal. Sin
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embargo, con toda la evidencia que se obtuvo en este trabajo, la linea celular NIE 115 es
capaz de emular en forma similar el proceso de neuritogénesis neuronal, tanto
bicquimica como morfologicamente, lo que hace a estas células comparables a neuronas

jovenes que no han desarrolio polaridad.

Por ello, se propone a esta linea celular como un modelo de gran competencia
para el estudio de la diferenciacion, siendo capaz de expresar las proteinas que son
tejido- especificas de cerebro, desencadenar una seric de eventos morfologicos y
bioquimicos similares a aquellos que ocurren durante la diferenciacion de una neurona
en cultivo, v que es un gran modelo para estudios de ganancia y pérdida de funcion,
debido a su facilidad para la manipulacion genética, a diferencia de lo que ocurre con las
neuronas. Finalmente, es ideal para estudios de alto rendimiento, ya que como se
encuentra en constante division, se puede conseguir una gran cantidad de células en

poco tiempo.
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9.- CONCLUSIONES

El DBcAMP es un método efectivo para diferenciar la linea celular N1E 115
hacia una morfologia de tipo neurona. Estas células desarrollaron neuritas con
longitudes varias veces superiores respecto al diametro celular, y se estima que el

82% de las células en cultivo se diferencio.

Por medio de Inmunocitoquimica, se analizo los cambios producidos durante la
diferenciacion neuronal mediante dbcAMP modifica el citoesqueleto de tubulina
y actina, Se aprecian estructuras caracteristicas de cultivos neuronaleg
diferenciados, como prolongaciones neuriticas primarias y secundarias, la
formacion de conos de crecimiento y el aumento de la dindmica de microtibulos

en la parte distal de las neuritas.

Se pudo comprobar que muchas de las proteinas reguladoras de microtibulos
sufren cambios en la masa durante la diferenciacion neuronal. De esta forma, las
proteinas estabilizadoras de microtibuios aumentaron su expresion, mientras que
la proteina desestabilizadora de microtibulos, SCG10, disminuye su masa. A

partir de cllo, se infiere que en neuronas diferenciadas debe existir una
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estabilizacion de los microtubulos que permita la mantencion de la morfologia

neuronal, una vez que éstas se encuentran maduras.

Durante la diferenciacion neuronal de las células N1E 115, también existe una
activacion de varias vias de sefializacion. De esta forma, se observd un aumento
en la actividad de quinasas como CDKS5, JNK y PKA, la activacion de GTPasas
como racl y cde42, y la inactivacion de RhoA. Estas vias resultan de alta
relevancia para el control de la dindmica de los microttibulos y los filamentos de

actina.

Se evidencid un aumento en la polimerizacion de filamentos de actina durante la
diferenciacion. Esto se puede correlacionar con el aumento en la fosforilacion de
cofilina y la activacion de las GTPasas racl y cdc42, que inducen la

polimerizacién de los filamentos de actina.

Se demostré que no sélo los aumentos de la expresion de proteinas permiten
desencadenar el proceso de diferenciacién. Se determiné que la familia de
proteasas activadas por calcio, las calpainas, tienen un papel fundamental para la
neuritogénesis, y que se requiere una disminucion de su actividad para llevar a
cabo la diferenciacion. Ademads, se demostré que la inhibicién farmacologica de
las calpainas corresponde a un método alternativo para generar la diferenciacion

del neuroblastoma N1E 115.
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7. Se demostro que la linea celular N1E 115 constituye un modelo util para realizar
transfecciones, ya que permite obtener eficiencias de transfeccion cercanas al
50%. La sobreexpresion de la CRMP-2 y la SCG10 generaron morfologias que
se pueden correlacionar a aquelias que fueron obtenidas en cultivos primarios de

neuronas.

8. Se compar6 los procesos de diferenciacion neuronal en las células N1E 115 con
el desarrollo de polaridad de neuronas de hipocampo de rata. Se observo una
serie de diferencias, como el aumento de la expresion de las proteinas MAPs, y
la activacion de las vias de sefializacion de CDKS5 y JNK. Sin embargo, una gran
diferencia entre ambos procesos es que los neuroblastomas diferenciados no
poseen la polaridad bioquimica y funcional alcanzada por las neuronas, por lo

que constituye un modelo stmplificado de la neuritogénesis.
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