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I.-RESUMEN

EI proceso de dilerenciación neuronal incluye el remodelamiento de la morfología

celula¡, un eveoto que es fruldamental para el conecto funcionamiento del sisterna nervioso.

El estudio de 1a neuritogénesis y e1 desarrollo de la polaridad han sido ampliamente

esiudiados in yitro e\ modelos murinos y de rata durante más de 20 años, sin enrbargo, otros

trabajos se han enfbcado en emülar el proceso de diferenciación neu onal en líneas celulares,

donde lra adquirido una notable importancia el feocromocitoma de rataPC12. Éste ha sido el

nrodolo cel¡lar má.s empleado; desde que se deseubrió qt-le era sapaz de adcptar tma

inofologia de tipo neruonal al ser inducida por factores neu¡otróficos. Sin ernbatgo, una de

sus desventajas es qde no posee un origen de sistema rervioso centr:al, 1o que irnpide

e5hlcliar er) ella la tolalidad de protcínas expresadas normahnente por las neuronas.

La iínea celular N1E 115 (neuroblastoma de cerebro de ratón) resulta ventajosa para

ei eshrdio de la neuritogénesis, ya que se diferencia con la r¡era dep,;ivación de nutrientes,

en conjunto con Ia adición al medio de crecimiento de compuestos que promueven la

difere¡ciación neuronal. En este trabajo se estudió algunos de los procesos moleculares

responsables de los cambios morfológicos duralte la diferenciación, asociados

principalmente a la estabilización del citoesqueleto de rmcrotubulos y los filamentos de

^^r;,.^ ^,1^.-Á- ^^ l^l^*i-^ ^.,^ l^ ;-l.lL;^;A- ,J^ ..-- ¡:--:l:^ .¡^ --^¡^^^^^ .^-L:,1.. :..^^^ .,-Llur ,a uurrurrtl.rr¡ \^ ur.r rdrrrrrLd LrL Pllrr!a5ds r4¡uU,r¡r JLtró4 Iru

rol clave e¡ la difelenciación de1 neuroblastoma, Finah¡ente, se planteó su utilidad corno un

nuevo modelo para eI estudio de proteinas irvolucradas en la neuritogénesis, y para la

búsqueda de nuevos narcado¡es molecula:es de diferenciación netno¡al.



2.-ABSTRACT

Neuronal differentiation is determined by remodeling of cell morphology, an

event that is essenfial for the proper functioning of the nen ous system. While the study

ol neuntogenesis and development of polarity has been extensively studied i¿ virro in

mice and rats fbr over 20 years, other studies have focused on emulating the process of

neuronal differentiation in cell lines, rvhere the rat pheochrornocytoma PC12 cell line

has acquiered a remarkable impofance. This has been the most widely used cellular

model, since the discovery that under the addition of newotrophic factors PCl2 cells

adopt a neuron-like morphology. However, since PC12 cells are not bona fide nervous

s¡,stenr cell, they would lack sorro ofthe properties found in neurons.

Ttre NiF li5 cell line (derived fiom mouse brain) can exlends neurites after

nutrients r,'ithdra.¡al in addition to the presence cf compcunds in the gio'"r,th mediurn

that promote neurorat differentiation. However, this cell line has not been

phenotypically characterized and the detailed descrrption of cytoskeleton expressed

proteins in the differentiated and undifferentiated states is unknown. 'fherefore, in this

rvork, rve sf¿died the rnorphological and molecular changes that NlE 115 cells undergo

during differentiation, mainl¡ associated with changes in the expression and activity of

proteins related to the control of cytoskeleton stab'ility and the actívity inhibition of a

protease farnil;r. This model may be useful fbr studying proteins invoh,ed in

neuntogenesis and to screen for new molecuiar markers ol neuronai difierennation,



3.-INTRODUCCIÓN

Las neuronas son células altamente diferenciadas y especializadas para realizar

sus funciones iisiológicas. Gracias a su morfologia, las ¡reu¡onas son capaces de

estabiecer circuitos que almacenan y transmiten infonnación esencial para las funciones

de los organisraos üvos {Horton v Ehlers, 2003. Tojima e ito, 2004). A pesar de que los

distintos tipos de neuronas exhiben diversas formas y tamaños, éstas suelen estar

divididas en 2 dominios funcionales discretos, muy diferentes a nivel estructural,

funcional y trioquín,ico: el compartimiento somadendítico y el axonal (Craig y Banker,

1994). El estudio del proceso de neuritogénesis y de los eventos moleculares que deiinen

ia diferenciación de una neurita en un axón o una dendrita. han sido atnpliamente

estudiados en una disciplina denorninada polaridad neu¡onal.

El grupo de Gary Banker ha sido el pionero en descríbir los acontecímientos

rnorfológicos tempranos ocurridos en neuronas hipocampales de rata cultivadas in vitro

(Dotti er cl, 1988). Desde ahí en adelante, el proceso de desarollo de la polaridad

neuronal se dividió en 5 etapas ¿rrbitrarias, que abarcan desde la adhesión de la neurona a

la placa Ce cultivo y la lormación de pequeños filopodios (la etapa i), hasta alcanza¡ su

desarollo completo, con un largo axó y muchas dendritas ramiticadas y provistas de

espinas ciendriticas (etapa 5), hacia Ias <ios semaras cie cuitivo nz vlrro (Figura l). Sin



embargo, muchos de los estudios de la polaridad neuronal se han enfocado

principalmente en la transición 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 más velozmente que el resto, para posteriormente convertirse en

un axón, mientras que las demás neuritas serán destinadas a diferenciarse en dendritas a

pafiir de la etapa 4.

Etapa i Etapa 2 Etapa 3 Etapa 1

()o<>

\ eurira

irunadura

Cono de

!-f e cil¡üento

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 formación de pequeños filopodios. En la

etapa 2, comienza a extender prolongaciones de mayor calibre y longitud equivalente,

las neuritas, una de las cuales se diferenciará para conveftirse en axón durante la etapa 3,

mientras las demás neuritas posteriormente se transformarán en dendritas. Durante [a

etapa 4, se produce una elongación nipida del axón, que madurará completamente hacia

la etapa 5, período en el cual las dendritas se verán provistas de abundantes

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

Den&ita

Etapa 5

\, Espina der&itica

4

It

-.:},



El desarrollo de la polaridad neuronal involucra muchas molécirlas que participan

en las cascadas de señalización que contribuyen a la correcta forrnacíón de la rnorfología

de ia célula (Nakata e Hirokawa, 2007). Este nivei de especificación, que se comienza a

determinar descie el desarroiio embrionario de ios organismos, ciebe maniendrse

constante dwante toda su vida, a fin de poder mantener la funcionalidad del sistema

nervioso. De esta forma, resulta clave una fina modulación del citoesqueleto y de la

rraquinaria encargada del tráfico de membranas \Foletli et al, 1999).

El dilucidar cómo las neuronas llevan a cabo la pérdida de la simetría, regulan

su tamaño y su forma durante el desarrollo, y cómo se establecen los carnbios

morfblógicos que alteran la conectividad funcional entre neuronas pre y post-sinápticas,

se ha convertido en un gran y díficil desafio durante las últimas décadas. Muchos de los

procesos que controlan 1a diferenciación de los precursores neurales a neuronas se han

estudiado in v¡tro en cultivos primarios provenientes modelos animales, e incluyen los

cambios en la activación e inhibición tie las rutas rnetabó1icas relacionadas con la

síntesis y destinación de proteínas y lípidos, y 1os cambios de actividad de proteinas

quiiiasas y fosfatasas. qije finalnlenie ilevar a r¡odificar los patrones es'rabiecidos para el

citoesqueleto de microtirbulos y los filamentos de actina (Satoh et aI,1988).



3,2 Neuritogénesis en líneas celulares: emulando la diferenciacién neuronat

Existe un abordaje complementario para comprender el fenómeno de la

neuritogénesrs. basa<io en ai utiiizaoión rie modelos cie céiulas iru¡oriaiiza<ias. Uno de

los ejemplos más ciásicos es aquél que describieron Greene y Tischler (1976), trabajo en

el cual se estableció a la línea celular de rata PC12 (proveniente de un feocromocitorna,

un tumor de la mé<lula suprarrenal) cotno un valioso modelo para la diferenciación

neuronal. En presencia del factor de crecimiento neuronal (NGF), las células PC12

modifican drásticamente su morfologia, desde células esféricas a células que extienden

neulitas y adquieren propiedades de neuronas simpáticas (Kobayashi et al, 1991). F.ste

cambio de rnorfología involucra 1a activación de vías de señalización que se encuentran

r"ío abajo de Ia proteina tirosina quinasa de metnbrana TrkA (Huang y Reichardt, 2003).

En este contexto, el cultivo de lineas celulares que son capaces de diferenciarse a una

morfología de tipo neurona se puede utiUza¡ como un interesanfe acercamiento para el

estudio de los procesos asociados a la extensión y retracción de las prolongaciones

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

il€Urc'iraS.

{-na las principales ventajas que permite el trabajo con lineas c;lulares, es que

éstas se mantienen en constante división. Esto penrite obtener una amplia cantidad de

células en lapsos cortos de tiernpo, lo que puede resultar rruy beneficioso al momento de

realiz¿u experimentos que requieren un núrnero elevado de cé1ulas, como las

inmunoprecipitaciones, los ensayos de ptrll don,r o las electroforesis en geles de 2



rlinrensiones. Por otro lado- ia.s lineas celulares coresponden a cultivos homogéneos'

1r.lie¡ttr¡:s i¡lie 1as;é1r-rlas obtCntda,s clestle IOS cultivos primarios nunca corlesponden a un

:o1o tiltc ceiu-i¡,r. lc q|Le puede desencadenar las tnterlerencias de otros ttpos celulares no

iese:ldoq. Y Ílnaime¡rte. una veniaja rnuy iurporiante cie ias iíneas ceiuiares respecÍo a ias

¡teLir{li:a! er si1 all¡, cfcjencia <ie lransltcción de DNA o RNAs de interferencia, lo que

iacil:ta la reaJi:,:aclÓn de esturiios asociados al uso de herratnientas genéticas

La 1ínea cehllar NIE 115, un neuroblastoma que se aisló de uÍI tumor del cerebro

rie ur ratón (Amano et al. 1972\- podría constituir un ¡¡odelo de dif'erenciaoión

iili. rd:.i,rr1e. Esta liitea celular ha sido arferiormente utilizada en 1a investigacitin del ¡ol

ie ¡¡¿r-irolranslt.riscres y sl-ts respectivos receptores, ¡' 1ra sido una heramienta para

algi-rir*: i:s',t-u-'rios de ner-iritogénesis (.Ienkins et at, 1996; Samer ¿/ a1" 2000, Yakubchl'k

r: t tti _ '2Ci)5 ¡. Uri¿1 de las r.,enta¡as q ue liene el uso de esta línea celular para Ios estudios de

clt l-e¡enriación. cs qlle euste evidencia que da cuenta de cambios Ürorfológicos ¡'

f-;siológi¡os imsortantes que se producen durante ei proceso de transformación hacia una

céiula ile it:lo neufoüa (Krliman et ul, 1993. Oh et at.2006). Estos cat¡bios se obtienen

coi, la siii,pie dep;ti,aciói-, de ¡u'u¡iei¡ies (bajas coj.-rceiiiiacio¡es de suero letal), eii

coi.junto con la aCjción de pequeños porcentajes de compuestos dilerenciadores al

rnedio Lle slr:,-.i1ni¿ ;, f clejan el ul.. 1996.\. Además, ia línea celular NIE 115 poser' la

\,.n1ajii. de .IpÍ*:a¡ piriteinas que son tejrdo-especiflicas ¡rara eJ sistema nervjoso central,

Éx lanto.lltÉ es,,as i11oiécuias se po<1rían estudiar en otras lineas celulares no neutonales

io rlrir: no derivan ,1"^1 sistefila uervioso central) sólo por rnedio de aproxjmaciones, col11o

i:is f.ianli':.icioire-s. Íljn er¡bargo" í-rol11o 1a linea celuiai N lE' 115 aítn no ha sido



caracterizada fenotípicamente, no se conoce a cabalidad la totalidad de proteínas

asociadas a la dit'erenciació¡ que se expresan en su estado diferenciado e indiferenciado.

Esle trabajo constituye un punto de inicio para logtar este objetivo.

Entl e las principales proteínas que se relacionan con la diferenciación y la

extensión de neuritas, se encuentran 1as asociadas al control del citoesqueleto y al

transporte polarizado de proteínas y lipidos, por medio del aparato de Golgi. En el

presente Íabajo, nos enfocaremos en ca¡acterizar las proteinas que regulan la dinámica

del citoesqueleto. y en cómo varían sus niveles de abundancia y sus modificaciones

post-tiaduccionales en correlación con 1a diferenciación de la línea celular N I E, 1 t 5.

3.3 Froteínas asociadas al control rle los microtúbulos

Dentro del conjunto de proteinas reguladoras del citoesqueleto en neuronas,

e;<iste un pequeño gupo que ha sido extensamente estu<1iado durante más de 3 décadas:

las proteinas asociadas a microtúbulos (MAPs), las responsables de los procesos de

ensaniblaj. v estabilizaciór-r de los niicroiübi¡los íinlitcliison y Kirsclir-rer. i983). La

función de las MAPs no sólo se encuentra asociada a su abundancia y localización en las

reuronas, sino también a Ia regulación de su actjvidad p,.rr ntedio de fosfbrilaciones

(donde se pueden considerar relevantes qurnasas como CDK5. GSK3B y JNK), que

pueden pennitir su activación, la disr¡inución de su actividad o su inactiüdad (Arimura

y Kaibuehi, 2007). l.as dos clases cle proteínas asociadas a tiorotubulos más



impoñantes son las de la familia MAPI. constituida por la MA.PI'A y B (Halpain y

Delxnelt, 2C06), y por otro lado, las proteínas de la familia de MAP2/tau (Dehrnelt y

Halpain, 2005).

Otros integrantes del grupo de las MAPs, que no se encuentran entre las rnás

convencionales, son las fosfoproteínas doblecortina (DCX) y LISI. Si bien ambas

poseen dominios cie interacción con microtúLrulos y poseen capacidad para inducir su

estabilizacrón (Shmueli et al,200l Sapir et a\,1999), tarnbién se 1es han asociado otras

funciones celulares. )ia que son parte de las r.ías de señalización que controlan la

migración neuronal (Gdalyahu et aI,2004). Esto queda de manifiesto en el hecho de que

ios genes codificantes para ambas proteínas fueron inicialmente descritos como los

responsables de enfennedades humanas asociadas a problemas de migración neuronal.

En el caso de LISl, su deficiencia produce rma enfermedad denominada lisencefalia o

síndrome de Miller-Dieker (Caspi et al, 2000), mientras que 1a ausencia de DCX

pratluce la enfermedad de lisencefalia asociada al cromosoma X o síndrome de doble

cortezá (Glesson et a|,1998).

Otra proteína que es altamente expresada durante el desarrollo del sistema

nervioso y tiene un importante papel en Ia nucleación tle los microtúbulos y la

neuritogénesis, es la CRMP-2 (Fukata er al,2002) Su función se basa en la unión a

heterodín'reros de tubulina, transportiindolos hacia el exlremo distal de la neurita y

pronroviendo la polirnerización de los microtúbulos tn vlvo (Fukata et a|.2002). Esta

proteina sc encuentra enriquecida en 1as puntas de los axones de las neuronas



diferenciadas, y se ha determinado que posee un roi fundamental para el desarollo de la

polandad (Inagaki et al, 2001). La sobreexpresión de esta proteina conduce al

crecimiento de neuronas con mÍrltiples axones o con axones más elongados, mientras

que ei uso cie un siRi'iA específico para esta proieina genera neuronas sin ciesarrollo de

polaridad o con axones más cortos (Arimura y Ifuibuchi, 2007).

En contraposición con las proteínas anterionnente descritas, otras fa¡nilias de

proteinas, como las stat|,minas, poseen un rol relacionado con la desestabilización de

n-ricrotúbulos, por lo que también tienen una función muy relevante en el control del

citoesqueleto. El miembro de la familia de las stathntinas cuya expresión resulta más

abundanfe en e1 sistema nervioso central durante el desarrollo, es la proteína SCG1O

(Morii e¡ aI,2006) Su expresión es altamente regulada durante el desarrollo de1 sistema

nerl'ioso, donde se encueñtra en altas cantidades en estadíos embrionarios, regulando el

citoesqueleto de rnicrotúbulos y la neuritogénesis. Esta molécula desempeña un rol

antagónico al de las proteínas MAPs: Su función es finamente modulada pcr 1as

serina/treonina quinasas JNK, PKA y CDK5, las cuales regulan su actividad por rnedio

uc rusruiíduluugs sr + rg)rur.lus sspcLrrllus (frululrssull ct ul) t7>o).I-4 ¿tt-arvruau ug

esta proteína se ve disminuida por 1as fosforilaciones en sus 4 residuos de serina en una

forma dosis dependiente (Grenningloh et a|,2004). Por 1o tanto, es un buen candidato

para enterder crimo se regula el balance entre los factores que promueven el ensamblaje

y el desensamblaje de los microtúbulos, comportamiento conocido como inestabilidad

dinanrica (Tataruk et a|,2006: Figura 2).
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Figura 2: Comportamiento dinámico de los microtúbulos. Si bien los microtúbulos

se encuentran en un estado metaestable, pueden pasar por ciclos de nucleación

(polimerización), donde se potencia la función estabilizadora de las proteínas asociadas

a microtubulos (MAPs) y Ia proteína transportadora CRMP-2, o por ciclos de catástrofe,

donde los microtubulos rápidarnente se desorganizan, debido a 1a acción de proteínas

desestabilizadoras como la SCGI0. Una vez que se establece una señal de rescate, los

microtubulos se vuelven a reaÍnar. Debido a este comportamiento, se dice que los

microtúbulos poseen una estabilidad dinámica (adaptado de Conde y Cáceres, 2009).
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3.4 Regulación de los microfilamentos de actina

Los microtúbulos y sus proteínas asociadas no son los únicos responsables del

controi de ia rnorfología ceiular. El citoesqueieio <ie aciina es fundamentai para ei

desarrollo de neuritas, ya que se estima que éste es ei motor que posee la fuerza inicia.l

para pocier extender un proceso adelantado, que luego se consolida con la adición de

mrcrotúbulos y de membranas. En el eje principal del crecimiento de una neurona

du¡ante el proceso de diferenciación, el cono de crecimiento axonal, se pueden

distinguir viarias estruoturas filamentosas de actina soportando el proceso adelantado,

como 1o son los geles (filamentos entrecruzados) y rnanojos tansversales y

longitudinales de actina (Pak et a|,2008; Lorvery et a|,2009; Figura 3). Por lo tanto, e1

control de 1a polímerización, despolimerizaciót y severing de los filamentos de actina

resulta muy reievante para la protrusión y retracción de ias prolongaciones tempranas,

sol¡re todo en el axón, donde se rnanifiesta la más elevada dinámica de los filamentos de

actina. Esto quedó evidenciado cuando se detenninó que la sola adición de citocalasina-

I) a una neurita indiferenciada desencadena que ésta se convierta en axón, mientras que

l4 aqlUlUll Llal¡Sllull¿1 Ug Ul (uuara¡l I rd-|, rrl llrgulu UY UulltvU Uc ¡ICUIU¡ta¡ ttt vtttU EcllgltL

células rnultiaxónicas sin polaridad (Bradke y Dotti, 1999).
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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: e1 dominio periferico, compuesto de filopodios y lamelipodios, el dominio de

transición, rico en arcos de actina (manojos de actina transversales), y el dominio

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

microtúbulos. Adaptado de Paket a\,2008.
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En este contexto, el control de los filamentos de actina re§ulta clave para la

extensión de los procesos adelantados. Las GTPasas de la farnilia de Rho son

consideradas como las proteínas maestras que controlan la dinárnica de los filamentos de

aciina en todos ios sisternas vivos hasta ahora descritos, y se ha deraostrado que son

esenciales para los arreglos del citoesqueleto de actina en el citopiasma (Etienne-

Ma¡neville y Hall, 2002). Estas proteínas son muy ab¡.rndantes y se han descrito más de

20 en marníferos, siendo ias más caracterizadas RhoA, racl y cdc42 (Nikolic, 2002). Las

ca.scadas de señalización dependientes de las GTPasas pequeñas controlan la activación

y/o inactiv.'ación de nunerosas proteínas quinasas, que finalmente pueden modificar la

actividad de ias proteínas de unión a acti¡a (ABPs). Se ha descrito que en cultivos

neuronales, la activación de racl induce la formación de larnelipodios, la activación de

cdc42 desencadena ia formación de filopodios, y la de RhoA induce el colapso de las

neuritas (Arlrer et al, 1998, Luo, 2000 y Yang et a|,1998; Figura 4).

Las Rho GTPasas poseen un rnecanismo conservado de regulación, ya que éstas

se encue¡tran en estado inactivo unidas a GDP, y en estado activo unidas a GTP. Los

c^^.--^- l- :-.^--..--L:- -J^ --.^t^:;.r^ -.^-^^i--^¡aLLUlss Us ¡lrLE¡Liltrruru uE llulrsutruu guatlusrlra (prutclr4s LrLlrs./ ¡Jglrr)lEll la ilulrvdLluu

de estas GTPasas al intercambiar el nucleótido por GTP, mientras que las proteínas GAP

(proteínas activadoras de la actividad GTPasa) son capaces de devolverlas a.un esfado

ú¡activo, unidas a GDP (Nikolic, 2002). De esta forma, se ha determinado que proteínas

GEFs, como tiaml, t¡io y kalirin, resultan claves para la formación del axón, la correcta

morlología de las espinas dendríticas y el proceso de pathfinding neuronal (Newsome et

a|,2000 Nikolic, 2002;Kunda er a/,2001;Ma et al,2007).
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En este trabajo, se estudió las principales GTPasas en e1 sistema nervioso: racl,

ccic42 y RhoA, para las cuaies se analizó los cambios en su abundancia y su actividad

drrante la diferenciacién de las células NIE 115, así como también se estudió los

cambios de cxpresión de las GEFs trio y tiarnl, iodas ias ouaies son capaoes de moduiar

la actividad de las proteínas de unión a actina.

Las ABPs son las proteínas efbctoras que controlan la estabilización,

enfrec¡uzamiento y empaquetado de los filarnentos de actina (Van Troys et ct|,2008).

Una de las principales integrantes de este tipo de moléculas es la cofilina. Esta proteína.

que depende de 1a vía de señalización de rac1, tiene actividad dinarnizante de k¡s

microfilamentos de actina. La cofilina se e[cuentra en estado activo cuando estii

desfosfc¡rilada, y se ha detenninado que su ftrnción es vital para la formación de

estructuras de actina fibrilar características de los conos de crecimiento, en la parte distal

de las prolongaciones neuronales (Nikolic, 2002). La cofilina es inlubida por la acción

de LIMKI, a través de la fosforilación de un residuo de serina en la posición 3, lo que

desencadena la disrninución de su afinidad por los microfilamentos de actina,

l- -^^--^--:-^-l,l- l^l ^1.^^-^.-^l^¿^ )^ ^-t:--- l^ 1---^^l:-^li^^pgt llltglluu td ¡curgatlt¿attull uct u ucsquttgtu ug a¡(/ultil y la rulllrduru ue t4 tq puutus

(Yang et al, 1998). A su vez, la LIMK1 se enclrentra río abajo de las proteínas

racl/pakl, sie¡do ésta última capaz de fosforilar a LIMK 1 cuando interactúa con racl

unida a GTP (Nikolic er al, 1998). En las células PC12, se ha determinado que la

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

tbn¡ación de neuritas. como el NGF (Mitsuharu et a|,2007). De esta lbrma, resulta

IJ



interesante estudiar el efecto de la actividad de las proteínas cofilina y LIMKI sobre Ia

diferenciación de las células NlE 115.

tu

Figura 4: Rol de las GTPasas pequeñas de ta familia de RhoA en la regulación del

citoesqueleto de actina. El esquema muestra las vías que involucran a las GTPasas

pequeñas de la fami.lia de Rho A sobre los mecanismos de elongación y retracción

celular dependientes de actina. Se ha determinado que cdc42 tiene un rol asociado a la

extensión de filopodios, racl regula la fonnación de lamelipodios, y Rho A participa en

el colapso de neuritas y en la retracción celular. Adaptado de Nikolic, 2002.
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3,5 La degradaeión de las proteínas y la inhibición del crecimientd neurítico.

Si bien son muchos los avances que se han logrado en 1a última década en el

^^^^^;,.^;,--,^ ¡^ l^ c.;^t^;^ -^..-^-^l ^,'.- --.^L- ^^^^ I^ I^-.-^^^-;.,-^. ''^I^^.,¡^---qLl.tllJll'¡Uél4PULt,u\.l\-,J

que desencadenan el rompimiento de su simetría, así como los procesos que

desencadenan la definición del axón. Es evidente que durante la diferenciación neuronal

existe una intensa actividad transcripcional y traduccional de proteínas, sin embargo,

otros estudios han deten¡inado que la degradación y proteólisis de molécu1as también es

fundarnental para e1 desarrollo de la polaridad (Wang et a|,2003; Yan et al, 2006;

Schr.varnbom er a/, 2007)

Exisie evidencía de que ia inhibición <iel crecimiento iie las neuritas, una vez

especif,rcado ei axón, es un mecanismo necesario para la correcta morfofogía de 1as

neuronas, pues evita la generación de neuronas multiaxónicas (resultados no publicados

del Laboratorio de Dinámica Cplular y Neuronal; Mingorance-Le Meur ¿f al 2008). En

esta iniibición del crecirniento neurítico ha sido involucrada la familia de cisteína

proteasas llamadas calpaínas, las cuales son capaces de activar o inactivar proteínas por

rnedio de su clivaje específico, aunque los mecanismos moleculares asociados se

ercuentran poco estudiados. Por ello, uno de los objetivos de esta tesis fue astudiar el rol

de las calpaínas en la regulación del crecirniento de las neuritas.

tt



En vista de los anteeedentes presentados en relación a th importancia del

citoesqueleto en los cambios de morfología observados durante la diferenciación

neuronal, y la relevancia que tienen dura¡te este proceso las proteínas que modulan la

estabiiidad, ia eiongación y Ia dinámica de ios microtúbuios y los fiiamentos de actina,

nos planteamos la sigr.riente hipótesis para este trabalo.

to



4.,T{IPÓTEST§

Los cambios morfológicos ocumdos durants la diferenciación del neurotrlastoma

NiE 115 involucran modificaciones en 1a estabiildad de los mic¡otubulcs y 1os

liiamentos <ie actina, que <iecursan por cambios tanto en ia masa corno la activiciad de

proteínas clave que modulan el citoesqueleto.



s.-OBJETIVO GENERAL

Irrcialt¡ente, nos propusr'mos analizar los car¡bios en [a abr"rndancia relativa y las

modificaciones post- traduccionales de un conjunto de proteínas que son necesarias para

la generación de la polarización de una neurona en cultivo. Para ello, nos enfocaremos

en las principales proteínas descritas que controlan la polimerización y la

despolimerización de lcs microtubulos, el ensamblaje de los filamentos de actrina, y las

proteinas de señalización que regulan estos sistemas.

Finalmente, una vez curnphdos ios objetivos propuestos, se realizó un paralelo

entre el proceso de diferenciación del neuroblastoma N1E 115 con aquel descrito para la

poiarización de neuronas embnona¡ias de rata, uno de los modelos más utilizados para

-"r,,¡;.. tó ,l;f-,^-^i.^i;h tr^fc^tÁ^;¡a ., hin^,,i-i^. .t- ,,-^ ,Ii¡ui iuiiJEiLú j uiüi.¡ütiiirLü ui L¡ilü nelii'Cna.
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5.1 OBJETIVOS ESPECÍI'ICOS

5.1.1 Establecer un método efectivo para la diferenciación de la línea celular NIE

115.

En este objetivo evaluaremos el mejor método para permitir una eficiente dilerenciación

de las células N1E 115 utilizando como inductores químicos al DMSO, el ácido

retinoico y el dibutiril AMP cíclico (Clejan et al, 1996; Cosgaya et al, 1996; Abemayor

y Sidell, 1989). La eficiencia de la diferenciación se evaluará cua¡tificando los

parámetros morfométricos y morfológicos de las células difbrenciadas, y se compararán

los resultados obtenidos para cada método.

5.1.2 Analizar los cambios en la regulación de los microtúbulos durante Ia

diferenciacién neuronal.

En este objetivo nos enfocaremos en analizar los cambios en la masa de las principales

proteínas reguladoras de microtúbulos, como 1o son las proteínas de la familia de las

MAPs: MAPIA y B, MAP2, tau, LISI y doblecortina. Otras proteínas que modulan Ia

polimerización de los microtúbulos a estudiar serán la CRMP-2, la SCG10, y las

quinasas que controlan 1a dinámica de microtúbulos río arriba, como lo son JNK y

CDK5.
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S.tr.3 Analizar los cambios en la dinámica de los filamentos de'actina durante la

diferenciacién neuronal.

En esie objetivo anaiizaremos ios cambios en la <iinámica de ios microfiiamentos <ie

acdna y las variacrones en la masa y la actividad de las proteinas moduladoras de la

polimerización de actina durante la diferenciación del neuroblastorna NiE 115. Entre

estas proteinas. se encuentran las GTPasas rac1, RhoA y cdc42, y las proteínas

asociadas a ia actividad de estas GTPasas, como CDK5, pakl, LIMKI, cofilina, y las

proteinas GEF tiaml y trio. Adrcionalmente, se cuantificará bioquímicarnente cólno los

procesos de diferenciación inducen un aumento global en e1 contenido de actina fibrilar,

en d€trimento de la actina globular.

5,1.4 Bstudiar el papel de una familia de proteasas y su inhibición sobre Ia

diferenciación neuronal.

En esfe punto evaluaremos la importancia de un sistema de proteasas en el control de la

.-^---:¿^,:-^^-i^ -. ^^ ^--l:-^-^ ^i l^ l-l-lLi-:-1-

mecanismo para la diferenciación neuronal.
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5.1.5 Estatrlecer nuestro modelo de diferenciacién neuronal como un buen sistema

para realizar trausfecciones,

En esie objetivo evaiuare¡nos como ia morfología de nuestro mo<ielo puetie ser

t¡odificada por una trausfección transitoria. Para e1lo, escogirros dos representantes que

modulan la estabiiidad del citoesqueleto de rnic¡otubulos. Por una parte evaluaremos el

ef-ecto de la sobreexpresión de un factor que estimula 1a polirnerización de los

rricrotúbuios, la proteína CRMP2. Análogamente, evaluaremos como las fon¡as

silvestres y mutantes de la proteína desestabilizadora de microtúbulos SCG1O pueden

afectar la correcta diferenciación de las células N1E 115.

5.1,6 Establecer correlatos cntre los resultados obtenitlos para Ia diferenciación en

{n iínea celular NtE 115, y aquellos obseryados en cultivos plimarios de neuronas.

En este punto compararernos los cambios bioquímicos obtenidos durante Ia

ulrslÉ¡!LlaLlull (¡s lils lcrul.¡s l\ r -E, r 1J uurl aqu\rlu5 u§]urltus p¿1rd lrrulurlas pr,¡ll¿u¡.1) LIE

hipocampo en cultivos de corta duración. Nos entbcaremos particularmente en el estadio

donde se define la pérdida de simetría y se desarroll: e1 axón.
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6.. MATERTALES Y METOÜOS

5.1 NIATts,RITILES

6.1.1 Material biológico

6.1.1.1 ,tnimales

Se utilizaron hembras preñadas de l8 días de la cepa de rata (j:?¿ttlus norvegicus)

Sprague Dawley para realizar cultivos pnmarios de hipocarnpo.

Los anil¡ales fueron tratados según el protocolo de manipulación de éstos,

aprobado por la comisión de ética del Departamento de Eiología de la Universidad de

6,1.1.2 Líneas celulares

Se utilizó la linea celular NlE 115, derivada de un tumor rle cerebro de ratón

lMus mutculus) (American Type Culture Collection: CRL-2263; Amano et al,1972).
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6,1,2 Reactivos químicos y de cultivo celular

Para el cultivo de líneas celulares se utilizó e1 medio Eagle raodificado por

Duibecco (DlvíEiví) (Gibco), suplementado con suero ietai bovino (FtsS) (i{yClone),

peniciiina, estreptomicirn y fungizona (Gibco), y tripsina/EDTA 10X (Gibco). Para

experimentos de difbrenciación celular, se utilizó DMSO (Merck), ácido retinoico

(Calbiochem) y dibutiril oAMP (Sigma). Se utilizó el inhibidor de calpaínas ALLM

(Calbiochem). Las placas de cultivo y 1os tubos de centrifugación utilizados se

adquirieron de Orange Inc.

Otros reactivos y productos quírnicos de uso general utilizados durante el

desarrollo de este trabajo se adquirieron en TCL, Sigma, Calbiochem, Winkler y

Sudelab. Además, se utilizó las películas autorradiográficas FujiFilm (HR-U30) y el

reactivo de ECL de Perkin Elmer.

u, r .J Au Ltuuc!'lrus

Se utiliza¡on los siguíentel: anticuerpos primarios: anti MAP2 clon HM-2, anti cr-

tubulina clon DM1A, anti tubulina tirosinada clon tub-lA2 y anti cofilina policlonal

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

(pro.,,isto por Ie Dra. Gab¡iela Grenninglch) (Antonsson er a!., 1998); anri CFMP2



(provisto por Ph.D. Kozo Kaibuchi; Arimura et al., 2004)', tau-1 clon PC1C6 (provisto

por Ph.D. Lester Binder; Bíndet et a|,1985), N-19 anti MAPIB, N-18 Anfi MAPIA, H-

300 anti LIS1, C-17 antl tau, C-4 anti B-actina, C-8 anti CDK5, C-19 anti p35, H-103

anti DABI y C-18 anti LIMKÍ, C-19 anti pak,9El0 anti c-Myc, C-i6 anti Tiamt y D-

20 anti trio (Santa Cruz Biotechnology), anti calpastatina clon 1F7E3DI0 (Calbiochem),

A84202 anti cdc42, A84201 anti racl, A83884 anti RhoA, MAB3104 anti calpaína 1,

anti glu-glu (epítopo E\ ,{PME), anti calpaína 2, anti arp2 (Chemicon), anti

JNK1 /.INK2 clon G151-666 y anti P-JNK (thr 183i tyr 185) (BD Biosciences), anti

ñnhle¡nrrine t A¡'nqAn nnr lo tlra ñrhr Revner' §hrrr"eli ot ,l 1(\Ol\ qnti ¡nfiline §eri

lbsforilado, 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 ratón acoplados a peroxidasa de rábano (IIRP), de Jackson lnmunoResearch Labs, y

Anti-IgG de cabra, acoplado a peroxidasa de rábano (HRP), de Santa Cruz

Biotechnology. Adicionalmente, para inmunocitoquimica se utilizó Anti-lgG de conejo

y ratón Aiexa Fiuor 546 y 488, más ia tinción específica contra fiiamentos de actina,

Faloidina 546 y 488 (Molecular Probes), y como tinción para núcleo celular se utilizó

ToPro, cuando se requerió (Molecular Probes).
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6.1,4 Plasmidios

Para ia transfección de CRMP-2, se utilizó el constructo pEF-BOS-myc h-

CR¡v1F-2. ei ouai inr:iuve ia Íb¡ma siivestre de ia proteína CRMP-2 humana.

Para Ia transfección de las 5 variantes de SCG10, se utilizaron los siguientes

construclos: SCG10 silvestre, pCDNA3-SCG10 WT-EE, donde E-E corresponde al

epítopo EYMPME; nrás ias dos rnutantes constitutivamente activas no fosforilables:

pCDNA3-SCG10 S73A-EE, y la cuádruple mutante pCDNA3-SCG1O S4A-EE (posee

un reemplazo de los residuos de serina 50,62,73 y 97 por alanina); y las dos mutantes

dominantes negativas pCDNA3-SCG l0 S73D-EE y la cuádruple rnutante pCDNA3-

SCGI0 4D-EE (posee un reemplazo de los residuos de serina 50,62,73 y 97 por ácido

aspártico, que einula una fosforilación).

Los plasmidios utilizados se replicaron en la cepa DH5o de.[i. coli, mediante

quirniotransf-onaación, y el DNA obtenido de los clones positivos se purificó por MIDI

PREP (Quiagen Piasmid ivlicii Kit) y se cuantificó por espectrofotornetría (NanoDrop).



6.2 MÉTODOS

6.2.1, Cultivo Celular

La línea celular murina NlE 115 se creció en medio DMEM suplernentado con

10% FBS, 100 ¡ig/ml de penicilina y 100 pglml- de estreptomicina, y se cultivó en

placas de cultivo de 100 mm a 37oC, en un incubador con 5% de CO2 y humedad

controlada al 95%.

6,2.2. Inducción de diferenciación neuronal

Las céluias NIE 115 indiferenciadas se crecieron a una densidad de 10000

células / cm2 en medio DMEM suplementado con i0% FBS durante 24 horas, y para

inducir 1a diferenciación a una morfología de tipo nenron4 se cambiaron a un medio de

diferenciación, constituido por DMEM suplernentado cor. O,5%o (v/v) de FBS y l0 ¡rM

de ácido retinoico, 3 mM de dibutirit AMP cíclico (DBcAMP) o 1,5% DMSO (vr'v),

según como se rndicó en cada caso. Las céiulas se de.¡ aron crecer durante 5 djas,

cambiando cada 2 dias a medio f¡esco de diferenciación. Para los expenmentos con

ALLM, tarnbién se utilizó rnedio DMEM 0,5 Vo de irBS con concentraciones de ALLM

de 10, 20, 30 o 40 ¡.1M, el cual se carnbió por un medio fresco equivalente cada dos días.

Las células se dej aron crece¡ durante 5 días,
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6,2.3. Análisis Bioquímico

Para el análisis de proteínas totales de las células NIE 115 en sus estados

rirferenciados e inciiferenciados, se reaiizaron extracios <ie proteínas descie piacas de

cultivo de 100 mm. Para el1o, las células fueron lisadas durante 15 minutos en solución

tampón de extracciótr de proteínas (Tris 20 mM pH 7,4' NaCl 100 mM; EDTA L mM;

tritón X-100 106) para proteínas citosólicas, o solución de extracción RIPA para

proteínas de membrana, más inhibidores de proteasas (PMSF 0,2 mM; Aprotinina 1

mM; Leupeptina 1 mM, Pepstatina 0,2 mM), un inhibidor de serina/treonina fosfatasas

(Calieulina A l0 n\4), y un inltbidor de tirosina fosfatasas (NaVO3 200 pM). Luego de

centdfugar los exüactos obtenidos a 15000G durante 15 minutos, se recolectaron los

sr¡brenaclantes y se almacenaron con solución de carga lX a -80o C, dejando una alicuota

para la rnedicrón de la concentracióo de proteinas por el método descrito por Bradford

(1976) Si bien en este ensayo se recomienda no utilizar deterge tes como el trítón X-

i00, no se observó problemas con la cuantificación de proteínas ¿ la dilución uülizada,

conlando co¡l los conúoles necesarios.

Los exfractos proteicos se resolvieron en un SDS-PAGE a concentraciones de

poliacrilamida adecuadas para los pesos molecularcs de las proteínas a estudiar (desde

6% hasta 15%). Una vez lograda la separación de proteínas, éstas t'ueron transferidas a

membranas de nitrocelulosa, A continuación, las membranas fueron bloqueadas en

solueión de 596 de leche ir PBS-tween 20 al 0o0506, y posterionnente se incubaron por



t hora o toda la noche con anticuerpo primario (específico para la proteína a detectar), se

lavaron 3 veces con PBS-tween 20 al 0,05% por 10 mrnutos, y luego se incubaron I hora

con anticuerpo secundario (conjugado con la peroxidada de ¡ábano, FIRP). Las

membranas fueron nuevamente iavadas 3 vecss oon PBS-fween 20 al A,A5oÁ y i-ueron

incubadas con un sustrato para la peroxidasa que genera una ieacción de

quüniolurniniscencia (reactivo ECL). Las placas se revelaron utiiizando lih¡es de

autoradiografia. Para los anáLlisis densitométricos, se normalizaron las señales obtenidas

contra la proteína de expresión constitutiva ü-tubulina o B-actina, como control de

6.2.4 Inmunofl uorescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron según los protocolos descritos

por González-Billault e¡ a|,2004. Los cubreobjetos que contienen 1as células fueron

fijados con una solución de sacarosa 4oA y paraformaldehido 4% du¡ante 20 minutos, y

luego las células fueron penneabilizadas con solución de tritón X-100 0,1% en PBS

<iurante 5 minuios. PosÍeriormente, se incubaron con PBS-BSA 57ó (soiución cie

bloqueo) durante t hora a temperatura ambiente o toda 1a noche a z1' C. Luego se

procedió a incubar los cubreobjetos con los anticuerpos prirnanos en solucióil de PBS-

BSA l% durante t hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4" C, y luego de 3

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

tinoión de Faloidina;r/o ToPro, cuando fuese reo¡erido. Dospués de 3 lavaclos con PRS
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se montaron en portaobjetos utilízando el reactivo FluorSave (Calbiobhem). Finalmente,

las células se visualizaron en el microscopio de epifluorescencia Zeiss Axiovert 200M o

el microscopio confocal invertido LSM 510 Zeiss.

6.2"5 Análisis morfométrico

Para el procesarniento de las imágenes obtenidas por microscopía y la realización

del análisis r¡orfométnco, que incluyen la rnedición del cuerpo celular y la longitud de

Ias prolongaciones neuríticas, se utilizaron los programas Axiovision Viewer 3.0.v el

Zeiss l-SM Iilage Brorvser. Las células seleccionadas para realizar las mediciones

fuerlln escogidas al azar desde campos visuales en objetivo 40x, entre aquellas

pobiaciones quo se encontraran en menores densidades, para que se pudiera ver en forma

clara los lí:nites celulares (sobre todo en lo referido a la sobreposición de las

prolongaciones neuríticas).

o.¿.u E§la ulErillllt(u ¿u u€ cutlrvu§ JrI'tulaf lu§

Los cultivos de neuronas hipocampales se realizaron a partii de ratas con l8 días

de preñez (enrbriones en estadio E18), según el protocolo previalnente desurto (Ranker

1, (olrctn, 1977). Esfe inátodo consiste en ia obtención de los embnones de la rata

sacrillcada, los cuales se mantuvieron en 1a solución salina de Ha¡k ltIBSS. Gibco)

hasta que se Ies disectó los hipocarnpos. Poste¡iormente, el tej.ido se f,ragmentó y se
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ircul¡ó con Tripsina (Gibco) {,).5% en HBSS por l5 rninutos a 37'C. 'Posteriormente, se

rt-¿rlizó i lavi¡rios oon HBBS 1' se disgregti sllavenlente el tejido con una pipeta Pasteur.

Frnalmenie. se deteminó el número de neuronas por contaje en un hemocitómetro. y se

siei¡bró en piaczis cie cuitivo cie ó0 mm o cr"rbreo'ojetos cie v'icirio de i2 i¡rn <ie díámeiro

er placas de 2.i pocillos (Ics cuales se preincubaron con poii-D-1isina, un slrstl.ato

arih¿sir"o para .iur se adhieran las neuronas) a una densidad aproxirnada de 1 millón de

célr.ilas pa.a las piacas de 60 mm',, de 30.000 células para ios cubreob-jetos. Las neuronas

se r'llantLi,ieron en medio neurobasal (Gibco) suplementado con 109ó de suero de

Lra.l:)allo. gh-rt¡nina 2m\,1- pinrvato f iM, 1(i0 itgiml- de penicilina y 100 trg/r¡L de

.-s',;.eptcmicina duranii: 2 horas. Lriego de esfe inten¡aio de tiernpo, las células se

canbiarcn a meriio neruobasal suplementado con 827 (Gibco), glutamina 2rnM,

prí¡!\,alc lrnivi, 'I00 
¡rgrlrl de penicilina y i00 ¡rgrinl de estreptomicina. Las placas se

tiianfur,ie¡on en t¡n incubador a 37'C- 95oÁ de humedad 1, 596 de CO2 durante 1. 2 ó 3

,Jías- para reaiizar extractos proteicos o rruaunocitoquímica.

6.2.7 Iumunoprecipitación

lJrilizanclo el pntocolo de extracción de proleínas mencionado anterionnel'rte, s.:

i:icLibarcn 250 p-g iie proleínas con 2,,5 pg de anticuerpo prirnario específico en nn

i ol,"¡ure, f i:ral de 1 mL de solución tampón de inmunoprecipitación (Tris 10 mM. NaCl

1i,..-af r lir, I *\i tr/'f \ t*\t T-i,.... V 1An rO \'^r//\ n 1.*t/ ñ-r-r r._^r.-úi¡i iiii.\i- i iiiü¡¡ 
^-;iiL, 

i"u.:.\avLr. l.,,_ itL..i" iii ¡ iin\¡i.
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La mezcla se agitó durante t hora o toda la noche a 4oC. Luego, se agiregó 25 pL de una

solución Proteina A - Agarosa o proteína G- Agarosa (para anticuerpos policlonales y

nronoclonales, respectivamente) al 50% en PBS, y se dejó agitando drirante t hora o

toda la noche a 4oC. A continuación, 1os extractos de proteinas se centritugaron ciurante

5 minutos a 3000 g a 4 'C, desde donde se guardó el sobrenadante a -20 oC en solución

de carga lX, y el precipitado se lavó tres veces por medio de centrifugaciones durante 5

r¡inutos a 3000 g con tampón de inrrunoprecipitación, y finalmente fue resuspendido en

20 pl de solución tampón Laemmli 1X. Las proteínas fueron separadas por medio de

CñC r, 
^ 

¡.:E ,, -^^I:-^l^^ *-¡;^-+^ -1 ^-^+^^^l^ --+^;^*--i- ¡^-^-:+^ ^^-^ ..,-.+-- Ll^rv¡ P, vrwuv,rr u!sv, ¡!\., y(r¡ 4

6.2.8 Betermrinación de la actividad de Racl y cdc42 (Pull down)

Para determinar la actividad de Racl en las células N1E 115 indiferenciadas .y

diferencradas, se utilizó un kit de activación <ie racl provisto por Cltoskeleton Inc. Este

ensayo se basa en la capacidad de interacción de un dominio conservado llamado PBD

tp-31 brndrng donrain;. capaz de rnteractuar con la tbrrna acrrva de raci o cdc42, es

decir, la fon¡a unida a nucleótido GTP (Stanyon y Bernard, 1999'). Para esta técnica de

[:ull-down se utilizcron placas de cultivo de 100 mrn cr.nfluentes con células

diíerenciadas e indiferenciadas, las cuales se lisaron en una solución de extracción de

proteínas (Tris 50 mM pH 7,5, MgCl2 10 mM, NaCl 0,3 M,2% Igepal), la suspensión se

ccnlril-ugtl r 8000 g por 5 rninutoc y se recuperó el sobrenadsnte. Para este enscyo se
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LLtilizo 2 mg de iiroteínas, ]¡ el volumen uiiizado se lleva a 1 mL ion la solución de

exi¡accrón d; proteínas. A continuación, se añadieron 20 pg de perlas de PBD-GST, y

ura iirezcia de lrhibiCores de proteasas. Luego de una hora de incubación a'{"C en

agitación. ia mezc-la se centrifugó a 5000 g por i minutos a 4'C I Se lavo i leces en una

sclució,-r d,: 'l'ris 25 inM pH 7,5, MgCi: 30 mM y NaCl 40 mM. Luego, el pellet se

resuspenrlió en solución tampón de Laernmli 1X y se grardó a -20"C hasta ser utrlizado

Irar¿i Lrn cnsavo general Ce rvestem blot.

r. ) O Fn¡,evn da sanqreniÁn ¡le la francián solrrhlp v lihril4¡ dg ¡4!ing

Par-¡r cllo. se utilizó el kit comercral F' . G Actin (Cltoskeleton Inc.), que permtte

-¡;recipitar ils filar¡ent+s de actina por una centrifiigación a alta velocidad. Para ello, se

ilbtu\c e\frectos de proteínas desde placas de 100 mrn contluentes con células

i¡;dr1'erenciadas y dilerenc-iadas, para 1o oual se utilizó un buf-fer de lisis (incluye ATP

l mivi 1' urr cócte1 de i¡hibidores de proteasas) precalentado a 37" C, temperatura clale

t¡,ra qlre no se despolirnencen los filai¡entos de actina. El homogenizado se centrifugó a

30üü g a 37. C du¡ante 5 nrinrLtos para precipitar ias céiuias iniactas, y iuego ios

e..\tÍacios se cenrritugaron nue\¡amente a 100000 g durante t hora a 37" C, para precipitar

los lllamentos de actina, mientras que el scbrenadante se encuenira enriquecrclo en actina

gir-,bular. Adicionalmente . se utilizó dos placas de 100 rn¡ como control positivo 1,

negaiivo- a ias c¡"aies se ies adicionó citocalasina-D I ¡rM (inhitre la polimerización de

f:l-,--..+^",1,..^r;--'\ ^ t-1^1,1i,.. ln,,N,I /l-L;1-- 1^,1-.,-^l;,---;---i,',^.1- +-;1--,--1.-. ,-{-e! 4r rlrr.Ll



aclina-), afies de realjza¡ la centrifugacitin a 100000 g. Une vez separádas las fracciones,

el scbienada¡ie se guarcia a -20" C en solución de carga 1X, rlientras que la fiacción

pieerpitada se resrLspende en agua nanopura, \ se rt'tanttelte en hielo durante 1 hora para

,ie spoiiinerizar io:t i'ii¿riltentos dc aciina. Poste¡ior a esie paso, ios extraoios se guartiaron

en:,:ll,tclón de carga lX a -20o C, ¡' sc realizó posterlonnente el protocolo de lvestern

biot i;:aciicional, utilizando un anticueqro ptimario policlonal que reconoce a la actina

¡iir-.biLlar, provisto por el k-it.

6.2.10 Medición por ELISA de Ia ¿ctividad de las GTPasas pequeñas de la familia

de Rho (cdc42. racl y RhoA).

Iara cste ensayo se utilrzó tres kits colnerc¡ales (Cytoslieleton lnc ), clue

peruriien ia r-uirln de 1as proteínas a una matriz de afinidad especifica para cada GTPasa

icr{c42. rac I v RhoA) en una placa de 96 pocillos. Inicialtnente. se realjzaron extractos

de pro-ieinas a laitir de céiulas N1E, 115 dif'erenciadas e indife¡eociadas, manteniendo en

todc rnolrrento los extractos a temperaturas entre 0 )¡ 4'C, para evitar la acción de

pi,J¡eri-r.-r5 CA i-), tlue i'ap;.iiii]ieflie hidrol;zaii ei CTP a CDP. Posterioniienie, se agiegó

15 ¡rg dc proteina a cada pocrllo 1, se incubaron con anticuerpo p¡mario por 45 rninutos

a terillrera-tllra arnbiente en alta agilación (úntre 250 -v 300 rpüi en un agitador ortrital).

Plsterrcr:n*nte. se 1ai'ó ios pocillos 3 veces con soluc¡ón dc lavado, y se incubaron con

arltlcuerFo secundario por 45 tntnulos, con aita agitación a temperatura ambiente. Luego

se lavan lo: ¡oci11os I veees con soh;eirin cle lavarlo, y se realizó 1a lcctura de 1a
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qiunllolll¡xiniscencia en un f-luo¡ímetro a uüa longitud de onda de 420 nm, con una

garalcrrL de ICC ',, Lrn iiempo de integración de 50 ms.

ó.2.ii. Transfección de Ei.{Á en ias céiulas NIE i15

Pare, este objetivo. se utilizó como sistem¿ de transfección la Lipol-ectamina

2001i (ln..,rtrogen), cl cr-ral se ha descrito como una eficiente fonna de transfectar DNA

pl:isr;ridiai o iRNA en líireas celulares (Pichet ¡, Ciccarone, 2t".)00). En resunlen, se utilizó

placas de 60 mm con células a una confluencia cercana al 50%- las cuales fueron

incrib¿r,.,l¿¡s lon i¡edio Optirnem (lnvitrogen) con 2 ptg de DNA y 3.5 pL de

i,ipolec§l]li;ia 20C0. 1os euales se preincubaron en conjunto anteriormente durante 20

i.ni¡r"rios. [-.uego cle 6 horas, el Optimenr se remor,ió de la placa, ¡, se cambió por DMEM

fiesco c*n 59ó de FBS. Las células se crecieron desde 2,{ a 48 horas, para que expresaran

c1 DNA exógeno y puedan responder al aurnento de 1a expresión de la proteina a

esti¿rii;Lr.

6.2.i 2 Anáiisis Estadistico

L*s análisis esLadísticos se lievaron a cabo mediante :¡1 método Test de Strdent,

rfiliranda ün.' cola, y se consideró una dif'erencia significativa las probabilidades

mencres a 0,05 (indicado por un asterisco). rrenores a 0.005 (indicado por dos

asteriscc!) y 11lenores a 0,001 (indioarlo por tres asteriseos)
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7.. RESULTADOS

7.1 Establecimiento de un método eliciente para Ia diferenciación de Ia línea celular

murina N1E 115.

Si bien la. linea celular NtE 115 va ha sido utilízada para algunos estudios de

drierenciaciór reurcinaj {.Íen}iins ¿t al. 1996" Sarner et a\,2000, Yakubchyk et a|.20051,

eriste un solc protocolo descrito qr:e permite inducir su diferenciación hacia un fenotipo

celnlar ¡le tipo licLrrona. por medio de la adición de pequeños porcenta¡es de DMSO

íCleian ¿i ¡rl 19!)5). lin el presente trabajo, se probaron otros 2 r¡rétodos de

riif'erenci¿rciófl ciesc¡itos para otras líneas celulares (Mao eu a\,2000; Mtnioz et cl,

20rJ0). a iln d¡ c¡rcontrar un necanismo de dil-erenciación ei'ectiva, pero que tenga

tambrén r-rna ieinjma incidencia en ia sobrevida de la célula, ya que algunos compuestos

.,ril;,^,-l^" ,..,- ,1;1--,.^..^;-. -.".,.1+.- ,l--."i.,{^ ,1.ñ;-^,. -, -,,-.1-- ^-i^;-^.1- -^+i..-^;^- ¡^
J yu!u!,' u' rD'r'u' rq

rutas aliüptóticas (IirLrLnan et ri.1993'¡ Debido a ello, se eltgieron 3 compuestos que al

agregarse al meciio de c¡ecin:icnto podrian in,.1ucir la diferenciación de las células NlIl

1 i5: el Dh.{Sü (L'iejan el ul, 1993'). el ácido retinoico (Mao er o/, 2000) y el dibutiril

A l,tP cír,:lico (DBoAMP), un análogo del AMP cíclico (Muñoz et al- 2000\, y se evaluó

ei niejol col'llpuesto Para ello, se rcalrzó rnediciones morfornétricas de la morfología

celnlar obienrda para cada tratamiento, y adicionalmente, se comprobó que el compuesto

r:o sea dáñi o para las células por medio del análisis vis¡lal al microscopio óptico.



La ligura 5 muestra 1os cambios morfológicos obtenidos con los tratamientos de

rlit'ere¡ciació¡ ensal,ados, por rnedio de imágenes de inmunofluoreScencia. En el Cultl\'o

contiol. al Clial lic sc le añade nirgím cornpueslo adicional al rnedio de crecimiento, las

céjuias r,recen en ion¡a rápicia., aicanzalcio ia oonÍjuencia <ie ia piaca de cuitivo. Enire

ic: r,oir'lpuestos utilizados para ia diterencración, se puede obsen'ar en la Flgua 58 que

el ácidc ¡etinoico no desencade¡ra ia extensión de neuritas en las células, algo muy

simiiar a lo ocu¡rido en 1as células sin tratamiento El Dx{so ¡r el DBcAMP fueron

capaces de generar ia extensión de prolongacíones neuriticas cn las células, a 1o que se

sur¡ó una tardar'¡za o una incapacidad para llegar a la confluencia en las placas de

¡uiti.,,o, posiblenlenie por una disminución en la dii,isión celular, lo clue es característico

Ce las crllnias di lerenciaCas.

Los cambios rnortblógicos r:btenidos con 1os diferentes tratamientos se evaluaron

por innr unof'luorescencia. En la Figura 6A se muestra que el DMSO y el DBcAMP son

capaces de rndi¡ei¡ 1a dilerenciación en 1as células NiE 115. Sin enrbargo, el DMSO no

es capaz de diferencia¡ tan eficienternente conro el DBoAMP, ya que 1as células tratadas

ccn Di'{SO piesenii¡n Írsi-ros ]leciiias poi cél-Lila, y ésias sot-r de mei1oi ioi:rgitiii q'uie

aquéiias tratadas con DBcAMP. Por último, el DBoANIP perrn:ite la sobrevida de las

células duranie más de 6 días en oultivo, a drlerencia del D§4SO, que resulti ser más

dañino para Ia sobrevida celular y luego de 4 días las células en cultjvo comenzabatt a

perder su r.iabilidart. Si bien no se reahzó un ensayo de apoptosis celular para conlirtnar

esta afin¡ación. esto era evrdente al iticroscopio óptico, y no nos enlocatnos en

prolurdidad en el tratamiento con DMSO por ser menos eficiente el DBcAMP.
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Figura 5: Ensayos de diferenciación celular para el neurobla§toma NIE 115 con 3

métotlos tliferentes. Para visualizar la morlblogia celular, se tomaron imágenes de

microscopia cie inln unoÍ-tuorescenc ia utiiizancio un anticuerpo contra rr-tubuiina. a,

cultivo de células en condiciones de crecirniento control (r¡edio de cultivo DMEM con

0.5 ?ó FBS). B, células crecidas en medio IIMEM 0,5% FBS con 10 ¡LM de ácido

retinoico duranle 5 dias. C. c,élulas crecidas en DMEM 0.5-qó FBS con 1.59'ó de DMSO

durante 5 días. D. cé1ulas crecidas en DMEM 0.5% FRS con 3 mM de DBcAMP durante

5 días. La barra blanca equrvale a 20 ¡¡l- 1' las imágenes tberon tomadas al azar

utilizando el objetivo 40x.
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Para definir un parámetro concreto de dile¡enciación de las'células, se adoptó

como criterio la elongación de neuritas con una longitud rn¿¡yor a dos diámetros del

cuerpo de la célula (Ah et a|,2006), equivalente aproximadarnenfe a 20 ¡rm. En base a

esto, se realizaron mediciones para establecer qué porcentaje cie 1as pobiaciones de

neuroblastoma efectivamente se diferenció (figura 6C). Los cultivos tratados con

DMSO y DBoAMP fueron capaces de inducir a las células a diferencia¡se en forma

efectrva respecto al control, sin ernbargo, el DBcAMP resultó ser el agente capaz de

generar el rrayor número de neuritas por célula (figura 6A) y de mayor longitud que las

c''hservadas con los demás tratamienios (Figura óB;, ¡, un porcentaje de !a pohlación

diferenciada muy superior al observado en las otras condiciones, todo esto sin alterar [a

sobrevida celular durante al menos 6 días de cultivo en presencia de este compuesto. En

base a es1o. para diferenciar los cultivos celulares se optó por utiliza¡ el DBcAMP.

N analizar los cambios morfológicos en las células diferenciadas durante 5 dias

en DBcAMP, se observó el desarrollo de varias neuritas por célula (un prornedio de casi

4 por céiula), las que presentaron ramificaciones secundarias en algunos casos. Además,

se observó un aumenio <ie ias esirucfuras fijamentosas de actina (filopociios y

lamelipodios, indicados por flechas y cabezas de flecha blancas, Figura 7) en células

diferenciadas, así como un aumento de la intensidad de Íluorescencia para la u-tubulina

tirosinada en la punta de las neuritas, 1o cual se ha determinado que representa

microtirbulos más dinámicos, y es característico de lo que ocurre en la pate distal de los

*r:ones de neurcnas en desarrollo (Fig';ra 7, r.r/itte ¿¡ «/, 2008).
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Figura 6: Cuar:tificación de los patrones de diferenciación obtenidos con los

tr*taffiiefitos aplitados. Para ver cLlál de los 3 compuestos utilizados actúa co¡no eI

r':eir:i agenle dil'er,^ncjaclor, se procedió a rnedir la cantidad de neuritas extendidas por

cada céiuia para cada tralalniento (A)- la Jongitud de la nenrita rnás larga en las células

para cada ti¿rtarxjenio iB) y el porcentaje de células diferenciadas, definidas como

q¡-:¡,cll.rc n¡¡+ e.¡lcrT..lien np¡¡¡i+oc .l¡ ln-,¡,+,,,,1 ,ft,,a1 ,\ morr^r a , .'{;ámafr^. ^ñ1,,1^r-.

i aprcximadamente 20 ¡Lm). El cc:rpuesto capaz de diti:renciar de manera Úrás etlciente a

ias cél¡,rlas es el DB.AMP. Para 1as ¡nediciones, se tomó ur núrnero de 100 células para

.ada caso. El asterisco indica un resuliado estadisticamente signtficativo para una prueba

t de stlideilt. coil p < 0^05 dos asteriscos indrcan 1t < 0,u05 y tres astetiscos un p < 0.001.
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Figura 7: Variaciones en la morfologfa eelular y expresión de pIII tubulina producto de Ia

diferenciación. A) Inmunocitoquímica contra cr.tubulina y tinción de F-actina para células

indiferenciad¿s (izquierda) y células diferenciadas (derecha). Durante la diferenciaciór¡, las

células desarrollan ramificaciones primarias y secundarias, y experimentan un aumento en la

formación de filopodios y lamelipodios (fleehas y eabezas de fleoha blancas, respeetivamente).

B) Aurnento de la lirosinación de la et-tubulina hacia el extremo distal de la ramificación

neurítica, eyento felacionádó cori rma Ínáyor dinámica de los microtubulos, lo cual se ha desc¡ito

que es requerido para el crecirniento de los axones neuronales (Wifie e/ ar, 2008). La imagen fue

tohada en el microscopio de epifluorescencia Zeiss Axiovert 200M, con el objetivo 63X, y la

barra indica la longitud equivalente. C) Expresión del marcador neuronal BIII tubulina

exclusivamente en células difereneiadas, mientras que la a-tubulina se expresa en forma

eqriivalente en células diferenciadas e indifererlciadas.
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7.2 Cambios en Ia masa de las proteínas reguladoras del citoesqueleto durante Ia

diferenciación de las células N1E 115.

Debido a 1a eüdente modifioaoión de ia morioiogía celuiar duranie lá

diferenciación 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 cé1ula y es el responsable de sus movimientos. Es por elio que se ha tomado como

uno de los objetivos de este trabajo explorar cuáles son las modificaciones de las

principales proteinas que se han descrito como reguladoras de los microtúbulos y los

filamentos de actina, asi co¡¡ro las proteÍnas de señalización que controlan estas vías,

paru anabzan si éstas sufren cambios en su abundancia y én su actividad durante la

rli{brenciación en las células N 1E 1 15.

7.2.1 Cambios en la regulación de los microtúbulos durante Ia diferenciación.

/.¿. r. t l,rrrrcllta§ aSuL_tauat a c¡utuuut{is (.riÁlsi.

Esta farnilia de proteinas es la pnncipal reguladora del citcesqueleto de

rnicrotirbulos, para Ias cuales existe exlensa evidencia que las involucra con los procesos

de migración y desarrollo de polaridad (Va1lee, 1990; González-Billault et a\,2002).

Éstas son capaces de modular la estabilidad dinámica de los microtúbulos, permitiendo

1os rnovimientos de expansión y retracción que naturalmente se llevan a cabo en

+,



neltfonas, como parte de su proceso de maduración (Tanaka y Sabry,'1995). Es por ello

que se estudió si los cambios morfológicos y bioquimicos producidos durante de la

diferenciación neuronal de las células N1E 1i5 son capaces de alterar 1a masa total de

ias ivíAPs r¡ás oonvenoionáies: MÁPIA, ivíAPiB, tuíAP2 y iau. Estos anáiisis se

hicieron por medic de western blot, desde extractos de células diferenciadas e

indiferenciadas, y posterionnonte, fueron sornetidas a un análisis de significancia

estadística (test de student, para muestras en triplicado, a partir de la densitometría de las

bandas detectadas por westem blot y normalizadas contra una proteina de expresión

constitutiva).

La Figrra 8A muestra un aumento significativo para la proteína MAPIB,

proteína que ha sido identificada como la primera en expresarse durante el desarrollo del

cerebro, a la c¡"nl se le atribuye un rol fundamental en el proceso de establecimiento de

la polaridad neuronal (González-Billault et a1.,2004). En su densitometría respectiva

( figura 8B), se puede apreciar un aumento cercano al doble de Ia cantidad total respecto

a la condición indife¡enciada, 1o que evidencia que podría ser producto de un aumento

)l^ ):t:----^Cc ¡a expiesioñ asociaúa Oi¡ecianleñle a¡ prOCeSO Oe 'i¡ieienciaclún.

La pioteina MAP2 posee r.rr comportamiento similar al observado ptra MAP1B

(figura 8C), cuya expresión aumenta producto de 1a diferenciación neuronal. Sin

embargo, la densitometría da cuenta de que este carnbio no es tan drástico cot'uo el

observado para MAP1B (figura 8D).



Otra proteina \trAP que está muy relacionada estrucllual \ funcionaimente a

I{ÁP1il. es la proteina L&{Pi;\. Ésta también posee la capacidad de estabilizar los

tlicrotibulos. percr se expresa en iorfira lnás activa en neuronas lnaduras, 1'se looaliza

¡reÍ'erenielnenfe en ien<iriLas (iiaipain y Dehrneit, 2ü061. En ia Íigura 3E se muestra un

:l!!n.tenlo rle 1a erpresión ale esta proteína durante la diferenciación, mientlas ue en la

densitot¡etría de la fl.-qura 8Ir, se obsen,a un aurnento de cerca de1 50% respecto a la

cantidad encontrada en cé1u1as indife¡enciadas.

l-a proteína tar: también pe!-tenece a 1a familia de las MAPs- pero posee un

ta¡naño nolablernente inierior al de las proteínas revisadas anterionnente (entre 45 y 65

f:Ila), ,v se ha;]r descrito 6 jsof'c¡rmas originadas por .splicing alternativo (Srnrth, el al

1995 ). Srn euibargo, el aniicuerpo titilizado (ver Materiales y Métodos) reconoce só1o I

isoli,rma Ce la proteíta total en extractos de ratón. En la Figura 8G, se observa como la

proteína iari tainbión altmenta su masa total durante la difbrenciación neuronal, al igual

riue iodas ias h{"\Ps convencionales obi eto de este estudio, en un porcentale cercano al

509,'i, (Figura EH).

Adicionalmette a 1os experimentos de western b1ot, se analizó por medio de

inmunc¡flrio¡escetcia la presencia 1' Iocalización de 3 proteínas MAPs de relevancia: la.

MAP2 (s¡, [-o¡lla tolal), que es utilizada cotro tnarcador específico del cotnpartimento

sci¡atoilentritico eú neuronas" -v los epítopos taul (tau hipofosfo lado; Binder et al,

198-5j ,- l,,iAPiB foslorilada en modo I (Ll|loa et al,1994), los cuales se han utilizado

.tJ
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ampliamente como marcadores de axón en nellronas. En la Figura'9A se muestra la

presencia de MAP2 a través de toda la célula (control y DBcAMP), sin embargo, en las

células drfelenciadas (DBcAMp) esta proteína se encuentra relativamente aumentada

(mayor intensi<iad de señal) respecio a ids céiulas indiferenciadas (controí), y

marcadamente distribuida en todas las prolongaciones neuríticas.

Por otro lado- al analtzar la distribución de los marcadores axonales tau'l y

MAPIB-P, éstos también presentan un aumento en las cé1ulas diferenciadas, donde se

encllentran en fon¡a marcada tanto en el cueroo celular como en las prolongaciones

neur'íticas.

De esta manera, se obtuvo una correlación entre el aumento en la abundancia

para las proteínas MAPs obtenido por medio de western blots y un aumento en la

iniensidad de la señal en las inmunofluorescencias de las células NlE 115 diferenciadas

respecto a las células control. Este conjunto de datos da cuenta de que se podría

requerir de una remodelación tanto de los microtúbulos, como se observa con la

expresión dc ia istiforma BiÍi rie la fir'óuiiná, <;omd dc ia átiuñiiánr:ia y iá áctividád

mediada por losforilación de sus proteínas accesorias (como las MAPs) durante la

dilerenciación neuronal. Estos cambios podrian ser fundamentales para modificar tanto

ia dinámica como la estabilidad de los microtúbulos en los segmentos dístales y

proximales de la neurita, que permitiríar el crecimiento y la consolidación de una

extensión celular, respectivarnente,
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Figura 9: Di§tiibüción sübeclül¿r .le las pfincipáIes NIAPS y lás piOt€ínás CRNIP-2

y SCG10 en céiüias NlE 115 diferencladás e ind¡fereneladts. A) iimiunocitoqulrriicas

para las proteínas MAP2, tau (foitna hipofosforilada; Binder et at, 1985¡ y MAPIB

(forma fosforilada en modo Il Ulloa et at. 1994\ en células NIE I l5 dilerenciadas e

indiferenciad¿s. B) Distribueión subcelular de ias protelnas GRMP-2 y SCG10, en

eélulas N1E 115 diferenciadas c indifeicñoiadas. Las imágenes fuelÓn bmadás eÓn los

objetivo 40x y 63x, y fueron sometidas a zoom digital. Lá barra bláncá representa 20

[rm'
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7.2.1.2 Otras proteínas que se asociaü a microtúbulos:

Si i;jen las prot"einas 1\4APs son ciaves para el desarollo del cerebro. no son las

únicas proÍeinaS qUe SOn capaces Cie unirse V moduiar ai ciioesqueierg. iiirimallreme. sc

ha o'uter,icic er,iilencia sut'icrente para colllrmar la presencia de vartas otras ploteínas

cap;rces r'ie unirse a rilicro¡-lbulos o a heterodíl¡eros de & -v B tubulína. Entre las

proleínas MAPs no convencionales, encontrat¡os a LISl ]' doblecofiina, que tiene

iúlportantes funcioues asociadas con el correcto desar¡ol1o del ce¡ebro y la rnigracrón

n, irro,.rt ii..rn n,. r:,¡r»lri¿n rr-nen acLir.ir!ad e'tahiliz¡dnra dt Inicrotúhu!os lShmueli .'t

r:1. 200 i)

Dliiante ia dif-erenciación neuronal de la línea NIE 115, se observó una leve

clisr¡inución cl-e1 njr.ei de la proteína 1.1S1 total en la célu1a (Figlrra lttA), que si bier.r no

resultó ser signilicativa, lue de cerca del 20% (Fjgura l0B). Resulta interesante que

mienlras toclas las próteínas NIAP aultrenta¡ su expresión durante la diferenciación, la de

l-lS1 se inantuvo constaitte. Por el contrario, una proteína que tiene una alta correlación

con LiSi, ia ciobleconjna, sufie un iuerte al nento ciuran¡e ia ciii'erenciación íFigrra

10C). Este resultado puede ser novedoso, debido que ambas proteínas interactúan para

re-eu.lar procescs cotno el transporte de vesi,. ulas, y compiten pol la estabilización de

microtúbulos durante el desarrollo del cerebro (Caspí et a|,2000).



Otra proteina estudlada en este trabajo, la CRMP2, no se ha dbfinido como pafie

d;: la i)r¡rilia de las |,4-4.Ps, pero posee un motivo de unión a heterodímeros de tubulina.

La CfuMP-2 pafiicipa el1 el transporte <ie a y B tubulína hacra la parte distal de las

neuriias. potencianrio ei crecitxiento de ios microtübuios (Fukata et ai,20(li¡. -Cn ia

irigur¡ lr,lÉ se obser',,a ccmo esta proteina erpenmenta un alza significativa en su masa

:n oélr-ilas diiei'enciadas, io que podria indicar que existe un auúlento de ]a síntesis de

rtsia i]rroicina r.legendiente del desa¡rollo de neuntas. Este resultado se conlimó por

r¡eciio de inmutofluorescencra (figura 98), donde se obser-va que las células

diltrenci:das presentan un enriquecin-riento en 1a al.',m<lancia en esta ploteína respecto a

1a¡ ceiul¿is indi lerenciadas.

Fin¿rinretrte. se esludió r-ma proteina que se asocia a rnicrot[tbulos, pelo que posee

,:ra actiyidaC opuesta a la de las proteínas MAPs. Las stdlll ?itlús son una pequeña

f'amilia de proreínas. donde SCci0 es la de mayor expresión en ias etapas iniciales de1

ciesarrollr¡ de1 cerel¡ro, y especifica de neuronas (Grenningloh et a1.2004). En ia F igrra

10C se apreo;a que esta proteína disminuye su expresión dura¡te el proceso de

ciiie¡enoiación neuronai a casi ia miiaci de su canticiaci reiativa a ias céluias

incilferenciadas. Al reaiizar inmunofluorescencia en células N1E 115, no se repofiaron

calui.rios e-r.iCentes ';n 1a abundancia de esta proteína entre estados drferenciados e

inijiler enc iaclos- sin embargo, en cé1ulas dtt'erenciadas se encontró particulamlente

entiquecid¿t en ia parte más distal de las neuritas, en la zona de mayor dinálrica de los

mic¡otírl:ulos, donde podría encontrarse en forma más activa durante la diferelrL'iai:itin
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Figura l0: Cambios en Ia abundancia de proteínas capaces de ¡nodular los

microtúbulos durante la diferenciación. Westem blots contra las proteina LiSl (A),

dnhleconina ta) CRMp-1 /tr¡ r¡ §l-GI0 ¡Gl r,, cr¡q enálici< acrr.listicnc en lRr iF)r ¡Fr r¡

(H). EC, extracto de cerebro de ratón (control positivo); ND y D son extractos de células

indiferenciadas y diferenciadas, respectivamente. EI (*) indica una probabilidad menor a

0,05 -y (**) indica una prr:babilidad menor a 0,005 (experimentos en triplicado).
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7.2.2 Proteínas quinasas involucradas en difereneiacién reuronal ,

Una'"'ez realizado el est¡-idio de las proteinas efectoras que modulan la estabtlidad

v ia ciinamrciciari cie ios tnicrolúblrios. para continua¡ con ia reaiización cie este ob.jetivo

ríls .e11ir¿l¡cs en el sná1rsis de las tiuinasas que regulan la dinamica de microtúbulos rio

:rrrib¿r. i\cr rnedio oc ibrforilaciolcs.

LIna de 1as enzimas más versátiles" que participa en un amplio espectro de vias de

scñaiización, como la del dolor. en sinaptogénesis 1, en merroria (Smith el al_ 2007.\_ es

l:L q.rnasa dirigida pcr prolina CDK5. Se ha descrito que tre're un ro1 importante en la

fcsÍbdlaclón de proteínas asocradas al citoesqueleto de microtírbulos, principalmente

iohshinra et tl, 19961. Es por ello que resulta interesante ver si exisfe un cambio en la

ab¡¡rciancia o en la a.ctividad de esta proteína durante la diferenciación.

La Figura 11A da cuenta de que la canlidad de CDK5 no varía durante la

difbrenciación neuronal, para un erperünento en triplicado. Si bien en la densitometria

se aprecia ui: leve aut¡eirto, ésÍe no resi:lia estadísticalieiÍe significativo (iigura liB;.

i,a acti'idad de Ja proteína CDK5 está inuy asociada a la abur.rdancia de sus proteínas

aoti'adoras, p35 ,v p*19. Es por esto que también se quiso estudiar sl la abu¡dancia dc- la

moiécr-ria aetivadora de CDK5 especilica de cerebro, p35, se ve alterada durante la

diie¡enciación neuronal. En la Figura I 1c, sc r¡uestran los result¿dos de experimentos

0n .tlre se estu-dió sl existe una vanación en la cantidad de p35 que pudiese explicar

cai¡-bios en la actividad de 1a quinasa sin variaciones en la masa de CDK5. Sin embargo,



Ios resultados indican que talnpoco ocurre un cambio significativo pára la masa de p35

en un experimento en triplicado.

Finaimente, ánaliza¡rioÉ si ia iniérácción eni¡é CDK5 y p35 podría estar

favorecida durante la diferenciación de las cálulas NlE 1i5. Para ello,

inmunoprecipitamos a la quinasa CDK5 a partir de extractos de proteínas de células no

diferenciadas y diferenciadas, y posteriormente evaluamos la cantidad de p35 asociada a

la qünasa. Interesantement e, al realizw este experimento se observó un aumento de la

interacción entre ambas, 1o que podría dar cuenta de una activación de CDK5, pese a no

existir cambios significativos en la rrasa de la quinasa ni de1 activador p35.

Otra proteína quinasa que tiene alta relevancia sobre el control de la estabilidad

del citoesqueieto es la JNK, Ya que es capaz de fosforilar a proteínas MAPs como

Vl/.P18, tau -v doblecorlina (Bogo-vevitch y Kobe, 2006). En la Irigura 11G se ve cot¡o

esta serina / treonina qr-Linasa experimenta un importants alrmenlo en su masa y en la

ibstbrilación r1e las isofonnas 1 y 2 durante la diferenciación de ]as células NiE 115.

Este ai-ii-¡ieiliü de si"i ir¡asa iotal i si.i activi,jad podria ser i.ii-r.a respuesia a ia activación de

la r,ía de señalización de 1as MAPKs, la cual puede ser regulada por r¡redio de los niveles

de AMPc citosóiicos (Ileng dr a|,2001).

JJ
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Figura 11: Camtrios en la masa y la actiüdad de CDKS y su activador p35, y Ia JNK

durante la diferenciación en céIulas NIE 115. A) Western blof contra CDK5, con su

respectivo anáisis estadistico en B. C) Westem blot contra la proteína activadora de CDK5,

p35, y su densitometría e11 D. E) IPP de CDK5 y westem blot contra p35 (análisis estadístico

en F). Se utilizó como control de oarga la cantidad relativa de CDK5. G) Westem blot contra

las formas totales y fosforiladas de JNK1 y 2, de masa aproximada 50 y 70 kDa,

respectivamerte (aniálisis estadistico en lI). EC, extracto de cerebro total de ratón; ND,

extacto de células no diferenciadas; D, extracto de células diferenciadas. IPP:

inmunoprecipitado; SN: &acción sobrenadante. E1 (*) inüoa una probabilidad menor a 0,05,

mientras que (**) indica Lma probabilidad menor a 0,005 para experimentos en triplicado.
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7.2.3 Cambios en la regulación de la dinámica de actina durante lá diferenciación

en ias células NlE 115.

7.2,3.1 Anáiisis rie los cambios de masa y aciividari de racl y cdc42 en ia

¡liferenciación.

En esta segunda parte quisimos evaluar los cambios asociados a 1as proteínas que

modulan al citoesqueleto de actina. Pa¡a ello, nos enfocamos en un gmpo de proteínas

que ejerce un rol muy importa¡te sobre 1a dinámica de los fiiamentos de actina: las

GTPasas pequeñas de la familia de Rho. Iniciah¡ente se estudió cómo variaban la

actividad y la masa de 2 de sus miembros más estudiados, racl y cdc42, responsables de

ios movimientos protrusivos en muchos tipos celulares. Adicionalmente, la actividad de

estas 2 proteínas (dependiente de la unión a.1 nucleótido GTP o GDP) fue analizada por

putl down, debido a que en su estado activo ambas comparten afinidad con e1 dorninio

de interacción PBD de 1a proteína pakl (provisto en forma de perlas de PBD-GST por

el kit de activación de rac1, Closkeleton Inc.).

En el pull dbwn de la Figura 12B se muestra una activación de la proteína lacl

en fespuesta a la diferenciación neuronal, pese a que no existe un cambio en la cantidad

de racl total (Figura 12A). La vía de ¡ac1 se encuentra cercanamente relacionada con la

de cdc42,y existe certeza de que pueden actuar en forma conjunta para llevar a cabo

procesos de extensión celular (Iuo.2000). Para ver si exi§te ufia activación de ambas

GTPasas simultá¡eamente, tar¡bién se evaluó por pull down la actividad de cdc42

JJ



durante la diferenciación de las células NlE 115. En este último enshyo, se observó un

aumento significaüvo de la activación de cdc42 durante 1a diferenciación, 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 eüdente comparado al arrojado por el ensayo de pull down, pero sin embargo,

también resultó sig-nificativo. Al verificar los controles positivos (GTPasas

constitutivamente activas) y negativos (ausencia de extracto de proteina en los pocillos),

se observan r¿alores que están dentro de los rangos descritos por el método (razón entre

el control positivo y el negativo debe ser > 6). Por ello, 1a diferencia podría deberse só1o

a distintas sensibilidades de los metodos ernpleados, ya que el rnétodo de pull down sólo

se describe como un aná1isis semi-cuantitativo (manual del proveedor).
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Figura 12: Cambios en la masa y en la activitlad de la GTPasa racl durante la

diferenciacién en células NIE 115. A) Western blot para racl total. EC, efracto de

cerebro de ratón; ND, extracto de células indiferenciadas; D, extracto de células

diferenciadas. B) Ensayo de medición de la actividad de racl. His-rac, 1 ¡rg de proteína

racl recombinante purificada; SND, sobrenadante del extracto de células no

dif'erenciadas; SD, sobrenadante del extracto de células diferenciadas: PND, puil down

de1 extracto de células no diferenciadas; PD, pull dorvn del extracto de células

diferenciadas. C) Westem blot contra cr-tub para las muestras utilizadas en B, como

referencia de la cantidad relativa de proteínas cargadas, y de que 1a interacción es

específica. D) Cuaniificación cie ia aciivida<i de rac1, normalizado conira de a-tubuiina

(n:3, p< 0,05). E) Análisis estadístico para el ensayo de activación de racl deterr¡inado

por ELISA (n=4, p<0,05). (-) y (+) representan e1 control negativo sin proteína, 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 ce1c42 se encuentran más activas en las células N1E 115 diferenciadas

en relación a las células indiferenciadas. Esta activación podría ser fundaurental para el

conirol de ia polimerización de aciina, requericia para ia exiensión de neuriias y la

tbrmación de esfuctüras como tllopodios y lamelipodios, los que se encuentran

preseütes tbn¡a común en las células diferenciadas (Figura 7).

58



A

ÑD

WB: cdc42

-20kD

SND PD

C

Figura 13: Análisis de los cambios en la masa y en la actividad de la GTPasa cdc42

durante la diferenciación neuronal en células NtE 115. A) Western blot para cdc42
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extracto de células diferenciadas. B) Ensayo de medición de la actividad de cdc42. SND,

sobrenadante del extracto de células no diferenciadas. SD, sobrenadante del extracto de

células diferenciadas; PND, pu1l down del efracto de células no ditbrenciadas; PD, pull

dorrn del extracto de células diferenciadas. C) Western blot contra o-tub para las

mismas muestras utilizadas en B, como una referencia de la cantidad relativa de

proteinas cargadas. D) Cuantificación de la actividad de cdc42, normalizando contra la

jntensidad cie las ba¡rcias de o-ir"rbuiina ín:3, p.< 0,05).
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7.2.3.2 Análisis del cambio de masa y actividad de RhoA.

En este objetivo, se evaluó el cambio en la masa y 1a actividad experimentados

por ia GTPasa RhoA durante ia diferenciaoión. For medio de wesiem biot, se detectó

una fuerte disminución de la masa de RhoA en las células NlE 1 15 luego de la

diferenciación (Figura 14A), que podría dar cuenta de que esta vía se encontraría

apagada o rnuy disminuida una vez que el proceso de neuritogénesis se ha llevado a

cabo. Para confimar este resultado, se realizó uri ensayo de interacción basado en Ia

técnica de ELISA (kit de activación de RhoA por ELISA, Cytoskeleton lnc). La Figura

14C da cuenta de este resultado, que conñrma [a disminución de la actividad de RhoA

posterior a 1a diferenciación.

En su conjunto, estos resultados sugieren que la diferenciación del neuroblastorna

N1E l15 requiere de la activación de las proteinas rac1 y cdc42, y de la inactivación de

la proteína RhoA.
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Figura 14r Análisis de los cambios de masa y de actividad de RhoA durante la

tlifereneiación en las eélulas Nt E I 15. A) Western trlot contra RhoA, que da euenfa de

su disminución casi total durante 1a diferenciación neuronal. En B se muestra su análisis

estadístico. EC, extracto de celebro de ratón; ND, extracto de células no diferenciadas; D,

exi acto de células diferenciadas (n=3). c) Disminución de la actividad de RhoA detectada

por medio de un ensayo de ELISA. El (-) constituye el control negativo sin adicionar

proteína al pocillo, el (+) equivale ala carga de proteína RhoA constitutivamente activa,

y ND y D constituyen los extractos no diferenciados y diferenciados, respectivamente

(n=4). El (+) indiea una probabilidad menor a 0,05 y el (*x) 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

nucleétido guanina (GEFs)

La actividad de ias GTPasas pequeñas <ie la faniilia de RhoA sori contróiadas por

mecanismos bien establecidos. Su actividad oscila entre estados inactivos (unidas a

GDP) y estados activos (unidas a GTP). En esta regulación juegan un rol clave los

tbctores intercambiadores de nucleótido guanina (GEFs), los cuales son capaces de

promover el estado activo de las GTPasas. Esta activación pennanece hasta que las

GTPasas desencadenan su actividad GTPásica intrínseca, la cual es inducida por las

proteinas GAPs (proteínas activadoras de 1a actividad GTPásica).

Se analizó si existían cambios en la masa de 2 proteínas GEFs capaces de

promover la actlvidad de las G'fPasas de la familia de RhoA, como lo son Tiaml y trio

(Nikolic, 2002; Briangon-Marjollet et a|,2008; Lane et a|,2008). En la Figura 15 se

muestra Lrn aumento significativo de la proteína GEF Tiaml, la cual se ha establecido

que es fundamental para el desarrollo de neuritas, mientras que su ausencia genera

ireüroiias sin ,jesar¡ollo de polaridad (Kunda et ai,20C1). Poi otio la,io, la proteirra ffio

aumenta también su masa, sin embargo, el aumento no es significativo. Estos resultados

dan cuenta de que podria ser necesaria una activación de las GTPasas, como racl y

cdc42, paru llevar a cabo la regulación del citoesqueleto y desencadenar la

neuritogénesis.
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Figura 15: Cambios en Ia masa de las GEF Tiaml y trio durante la diferenciación

dc las células NlE 115. A) Western blot contra la GEF Tiarnl, con su análisis

estadístico en B (n:3). C) Westem blot contra trio junto a su analisis estadístico en D

(n:3). E) Western blot contra c¡-tubulina, utilizado como control de carga. EC, extracto

de cerebro de ratón; ND, extracto de células NlE 115 indiferenciadas; D, extracto de

cé1ulas NlE 11.5 diI'erenciadas. 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 aótivación de pakl

duranfe la diferenciación.

ijna vez que las CTFasas monoméricas son activadas, eisten caScadas de

señalización que responden a estos carnbios dinárricos de actlvidad. Una de estas

cascadas está íntimamente relacionada con la activación de racl. Es así cor¡o 1a proteína

pakl es capaz de activarse cuando interactúa con racl activo, y de esta foma, es cap¿Lz

de paüicipar en la vía de señalización que permite la modulación del citoesqueleto

modificando la fosforilación y la actividad de la proteína de unión actina cofilina. En la

f,gura l5A se muestra un aumento en la masa de la quinasa pak, en sus isoformas 1 y 2,

en respuesta a la diferenciación neuronal. Este aumento en la masa de pak se podría

cor¡elacionar con un aumento en su actividad quinasa dura¡te la diferenciación.

Para verificar esto, se procedió a realizar una inmunoprec,pitación con un

antiouerpo que reconoce residuos de treonina fosforilados. La pakl fosforilada en el

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

pr(rts r¡15 rru ¿¡uaJU- lut¡ru Llrvrl\l r n4y¿rslr, ct ut, ¿vvL). rjll la rlBt¡ril llJD ¡E l¡ruú5r¡a

también un aurento de la fosforilación en treonina de pak1, lo que se corelaciona con

la activación de racl durante la diferenciación, y que podrla desencadsnar una activación

de la proteína LIMK 1 .

u.l
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Figura 16: Cambios en la mas¿ y la actividad de pak durante la diferenciación. A),

Western blot confra pakl y 2. EC, extracto de cerebro total de ratón; ND, extracto de

celuhs nc diferenciadas; D, eytraclo de celulas diferenciadas (n---l). B)

lnmunoprecipitación con un anticuerpo contra fosfo-treonina, para detectar pakl activo.

SND, sobrenadante del extracto de células no diferenciadas; SD, sobrenadante del

extracto de cólulas diferenciadas: PND y PD, precipitado del extracto de células no

diferenciadas y diferenciadas, respectivamente. C) western blot contra cr-tubulina, como

control de carga de 1a inmunoprecipitación. D) Análisis de la razor entre pakl activo

(tbsforilado) y pakl total, para un n: 3. El (*) indica una probabilidad meno¡ a 0,05.

SND SD
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Finalmente, el aumento de la masa y de la activación de la pr'oteína pakl podría

estar modula¡do la actividad de la quinasa LIMKI, la cual a su vez, al ser fosforilada, es

capaz de inactivar a cofilina, al fosfori-larla en e1 residuo de serina en la posición 3

(Edwarcis ei ai, i999) Esta vía rie señalización finalmenie désencadéna en un cambio en

la polimerización de actina. En la Figi-ua 17 se muestra cómo se asocia e1 proceso de

difbrenciación con un aumento de la fosforilación de cofiiina, y que podría dar cuenta de

la formación de nuevos polímeros de actina para permitir 1a protnrsión celular asociada a

la extensión de neuritas.

7.3 Cambios en la polimerización de actina durante el proceso de diferenciación

neuronal.

Anteriormente hemos descrito las proteínas clave que controlat la polimerización

de actina, como racl, cdc42 y RhoA, las cuales presentan cambios en su actividad

durante la diferenciación neuronal. Así mismo, hemos demostrado que estos cambios se

asocian a cambios en las vias de señalización que se encuentran río debajo de las

CTPas¿s. Firi'lú tai'iio. en cste sei Je experinrentos se preiende ve¡" las consecue¡cias

lisiológicas globales de los cambios de actividad de 1as GTPasas ocurridos durante la

diferenciación neuronal sobre la polimerización del citoesqueleto de actina. Para ello, se

utilizó un kit comercial (Cl.toskeleton Inc.) que permite separar la fracción soluble de

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

librilar o F-actina) a partir de 1 mg de extractos de proteínas totales.
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Figura 17: C¿mbios en la masa y la fosforitación para las proteínas LIMK1 y

cofilinao durante el .proceso de diferenciación' A, Western blot para la proteína

LIMK1 fosforilada y LIMK 1 total. En B se muestra la densitometría de la razón entre 1a

proteina LIMI(1 fosforilada y LIMK1 total, utilizando a cr-tubulina como control de

carga (n:5). C, Westem blot corfra 1a proteina cofiiina fosfonlada y cofilina total. D,

densitometría de la razÓn. entre la proteína cofilina fosforilada y 1a cofilina total y cr-

tubulina como control de carga (n:5)EC, extracto de cerebro de ratón; ND' extracto

de células no diferenciadas; D, extfacto de células diferenciadas. El (*) indica una

nrohahilidad tnenor a 0.05.
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Para comprobar que el sistema funciona conectamente, se utilizó como controles

extactos de células NlE 115 tratados con faloidina (toxina que inhibe la

despolimerización de ios filamentos de actina) y con citocalasina-D (droga que irnpide la

poiimerización de actina), y luego se comparó los cambios ocurridos en la

polimerización de actina en células diferenciadas y no diferenciadas.

La Figura 18 muestra las fracciones de sobrenadante y precipitado

obtenidas luego de la ultracentrifugación, que se encuentran enriquecidas en actina

globular y fibrilar, respectivamente . Ll analizar los controles, se obserya que el extracto

celular al que se le adicionó faloidina presenta un enriquecimiento de la actina en la

fracción precipitada, mientras que al extracto que se le adicionó citocalasina D dio

cuenta de una mayor cantidad de actina en el sobrenadante, tal como se esperaría. Por

otro lado, se puede observar que en los extactos provenientes de células no

diferenciadas se observa una banda de actina de alta intensidad en la fracción soluble, en

reiación a la banda que se encuentra en la fracción precipitada. Por el contrario, se puede

observar que en el extracto de células diferenciadas hay una banda de actina de mayor

cali'oie eir el precipitado. il-rieitras que la banda del sobre¡adante sr pteserrta en fonna

más débil. Para cuantificar éstos carnbios, se procedió a normalizar la intensidad de la

señal de actina en el precipitado con la inlensidad de la bancla obtenida del sobrenadante

(razón F : G actina). Al graficar esta razón, se obse¡va una diferencia muy evidente en 1a

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

durante la diferenciación del neuroblastoma N tE I 15 (n : 4, o < 0.005).
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Bigura .18: Cambios en la polimerizacién de actina durante la diferenciación

neuronal. Para ello, se utilizó un kit comercial que permite separar la actina globular de

la flbrilar. A) Western blot contra actina, para las fiacciones precipitada y sobrenadante

de los extractos de células NIE 115 tratados con faloidina (+), con citocalasina D (-), o

extractos de células indiferenciadas (ND) o diferenciadas (D). B) Cuantificación de la

razón de Ia qeña! cbten!C3 para lr actina del preciprtado ¡' de! scbrenaCante (razón F: G

actina; n:4, p<0,005).
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7,4 Lnalizar el efecto de una familia de proteasas y su inhibición sobre la

diferenciación neuronal.

Los resultados obtenidos hasta este momento indican que la diferenciación del

neuroblastoma N1E 115 involucra cambios sustanciales err proteínas claves que

controlaran la dináLrnica del citoesqueleto. Sin embargo, datos derivados de otras lineas

dei labcratcic indicaban que un buen sistema para modular la diferenoiación neuronal

también podría relacionarse con la inhibición local de la degradación de proteínas, como

un mecanismo que explique la acumulación de factores que promuevan el crecimiento

exclusivamente en una neurita en céluias neuronales. Los datos obtenidos desde la

literatura indican que el proteosoma y otras familias de proteasas serían necesarias para

la degradación de proteinas que contribuyen a regular procesos como e1 desarrollo de la

polaridad y el crecimiento y ramificación de las prolongaciones neuronales (Y an et al,

2006; Mignorance Le-Meur ef a|,2008- Wang et a|,2003). En esta tesis decidimos

evaluar el efecto que ejerce ia familia de las calpaínas, ias cuaies son capaces de activar

o desactivar proteínas por medio de su clivaje específico, a diferencia del proteosoma,

que sólo es capaz de llevar a cabo la inactivación de proteinas por medio de su

degradación. De esta forma, se analizó los cambios en la abundancia de las isoformas

mejor descritas de calpaínas: las calpaínas 1 y 2, durante la diferenciación de las células

Nf lF ll5 F.ctn n^§ nrrede ¿ler rrñ^ ñiclc qnhre r¡nq nncihle racnrla.iÁn rle crr tnaca n¡¡qndn

Ias célufas están extendiendo neuri{as.



En la Figura 19 se puede observar cómo durante 1a diferenbiación no hay un

cambio significativo en 1a masa de la calpaina l, mientras que 1a calpaína 2 disminuye

en fo¡ma evidente. Esta baja en la rnasa de la calpaína 2 p<idría ser un resultado

interésante, <iebido a que se ha reportácio que la caipaína 2 es responsabie «iei 90% de ia

actividad calpaína tota'l en neuronas (Oshirna et a|,1989'1. Este resultado sugiere que 1a

diferenciación neuronal podría requerir de la pérdida de la Íl¡nción (o actividad) de esta

proteasa.
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Figura 19. Regulación de la masa de Ias calpaínas y su actividad, mediada por la

quinasa PKA. A) western blot para la isofonna 1 de calpaína, j unto a su respectiva
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caipaína 2, junto a su respectiva cuantihcación nonnalizada en D (n : 4, p < 0,05). E)

Western blot contra los sLlstratos fosforilados por la quinasa PKA para extractos de

cél as indiferenciadas (ND) y diferenciadas con dibutiril AMP cíclico (DBoAMP) y

ALLM. En F se muestra el análisis estadístico para un n:.3. G, Western blot contra
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calpaína 2 para extractos proteicos inmunoprecipitados con un anticüerpo que reconoce

epítopos fosforilados por PKA (análisis estadístico en H, n=3). EC, extracto de cerebro

de ratón utilizado como control positivo; ND, extracto de células indiferenciadas; D,

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

Para analizar sr durante Ia diferenciación existe una disminución de la actividad

de las calpaínas, que se ha establecido colno un evento clave para que se lleve a cabo la

actividad protrusiva dependiente de actina (Mignorance Le-Meur, 2008), quisimos

estudiar sí la inhibición farmacológica de las calpainas es capaz de alterar la morfología

oehrlar, Para- ello, se utilizó oonecntra,eiones sreoientes (10 a 40 plrzÍ) cl-e A-LLM en el

nedio de cultivo de las células NlE 115. Este inhibidor afecta a todas las isofonnas, y

no se ha descrito ningún compuesto capaz de inhibir a alguna isoforma específicamente.

En la !-igura 20, se puede observar que al mantener las células durante 5 días (ver

Materiales y Métodos) sólo en presencia de 10 pM de ALLM, un importante porcentaje

de éstas comienzan a extender prolongaciones neuríticas de longitudes superiores a 50

prn. Este efecto se ve potenciado cuando las células fueron expuestas a 20 pM de

ALLM, ya que una mayor cantrdad de células son inducidas a extender proiongaciones

(ver cuantificación, Figura 20). El efecto de una concentración de 30 ¡rM es similar a

aquél observado a 20 pM, mientras que cuando se aumenta a 40 ¡rM, no se mejora el

porcentaje de diferenciación total de las células, y se comienza a observar un eíbcto

tóxico de este compu€sto (por medio de microscopía óptica se observó una importante

cantidad de células muertas).
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Estos resultadcs efectivamente sugieren fuerternente que 'la drferenciación

neuronal requiere de una pérdida de la función de las caipaínas, y rnuy probablernente de

la calpaína ?..
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Figura 20: variaciones morfolégicas de las células NIE 115 tratadas cou el

inhibidor farmaeológico de las calpaínas, el ALLM. A) Inmunocitoquímica para las

células NlE 115 en ausencia o presencia de ALLM (10, 20, 30 y 40 pM). Iin rojo se
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muestra el anticuerpo contra cr-tubulina y en verde la tinción para áctina polimerizada

(Faloidina). B) cuantificación de la longitud total de 1as neuritas desarrolladas por las

cé1u1as tratadas con distintas concentraciones de ALLM (n: 100 para cada caso). C)

Cuantificación del número de neuritas por cada cé1u1a en presencia de las drstintas

concentraciones de ALLM (n: l0ü). Ei (**) ilr<Íica una probabiiida<i de Ü,005 y eI (**"')

indica una probabilidad de 0,001.

Poslefiolmente. se analízó si durante la diferenciación existía un carnbio en la

erpresrón de1 inhjbidor endógeno específico de 1as calpaínas, la calpastatina. El

resuitaclo {'ii¿ uria notaltle disminución de la masa de la calpastatina uua vez que las

cálulas se iifer*ncian, 1o que es interesante. debido a que se podría esperar tln. aumento

¡ie la ¡i¡sa d. úálpasidtifia asoci¿Liio a 1¿ ¡jiÍLr eiiciaciéii (Figrii'a 2i). Para ver si ia

caipastatina sufie algún cambio en su masa en lorr¡a temprana a la dilbrenciación con

DBcAMP, se realizó una curva temporal con ias oélulas N1E 115 oxpuestas a DBcAMP

desde las c iloras (control) hasta las 96 horas (4 dias de diferenciación). El resultado dio

cuenta de que existe tm irLportante cambio en la masa de la calpastatina, donde

inicialmente se puede aprecrar una alta expresión de esta proteína luego de 8 horas en

preselcia del agente diftrenciador. t¡ientras que después de las 24 horas se ernpieza a

generar una clis¡rnución en su Ílasa iFigura 21C). Este resllltado refleja que la

calpastatina po<1ría ejercer una inhibición temprana de las calpainas, y de esta fomra, se

podría desencadenar la dilerenciac jón.

/t)



Finalmenre. otfo mecanismo de regulación de las calpaínas, es llevado a cabo por

m¡riio de su foslbrilaeión, lo clue permite reductr su actividad. Una de las quinasas que

es capaz de tbstbrilar a ias calpainas es 1a PKA. Por eilo, se analizó 1a actividad de esta

prrileina quinasa riuranre ia ciiferenciación con DB0AIvíP y con ei inhibicior

1-an:racológico de las calpainiis. ei Ai.LtvÍ. El resultado tue conclu,vente: drtrante la

dilerenciación se observó uli auÍ1eúto de ia actividad qulnasa de ia PKA. Sin embargo"

fue scrprendenie el res,¿ltado de una proteína desconocida de o¡:rca de 30 kDa que

disminu-vó sÚ losforilación drásticamente en las células diferenciadas, resultado que se

rrafó cle responder desde la litcratura relacionada, sil tener a la fecha un candidato

razonaL¡ie que se a-iuste a esta ruasa.
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Figura 21: Regulación de los niveles de la calpastatina durante la diferenciación

neuronal. A) Variación de la masa de [a calpastatina en células indiferenciadas (ND) y

células dif-erenciadas lB). EC, extracto de cerebro de ratón, utilizado como control

positivo. C) Cambios en la masa de calpastatina en un curso temporal de inducción con

DBoAMP, y en D se muestra 1a razón entre la calpastatina y la cr-tubulina (n : 3). El (*)

representa una probabilidad menor a 0"05 y el (E*) representa una probabilidad menor a

0,01.
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7. 5 Establecer al neuroblastoma NlE 115 como un buen modelo para realizar

transfecciones.

Si bien los cultivos primarios de neuronas de corteza y de hipocampo se

encllentran entre los modelos rnás utilizados para los estudios de neuritogénesis y

diferenciación neuronal, uno de los grandes problemas que poseen es la baja eficiencia

n^ t*.^"F-^¡iÁ- ^'ra r;éñah act^. li--i-. ^al',1ó.a. tr" ^n¡ -ll^ -"a *"^ha" -"t,'ái^.,-'la

sobreexpresión de genes y de interferencia de RNA se llevan a cabo en iineas celulares.

En base a esto, el origen neuronal de la línea celular N1E 115 permite llevar a cabo

estudios en condiciones fisiológicas más sirnilares a una neurona que el que se puede

oirtener con una línea celular no neuronal.

En este trabajo, específicamente se llevarán a cabo estudios con 2 proteínas que

ya hemos mencionado en este trabajo. El prirnero consistente en la sobreexpresión de la

proteína CRÍvlP-2 siivestre unicia a un epitopo myc, cuya función pemite potenciar ia

elongación de los microtubulos in vivo e in vitro (Fukata er u|,2002). Por ot¡o lado,

también se introducirán los plasmidios codificantes para la proteína desestabilizadora de

microtúbulos SCG10, y 4 mutantes que emulan estados fosforilados (dominante

negativa) o desfosforilados (constitutivamente activa), los que cuentan con un epítopo

olr¡-ohr ¡'E VI\/PM tr\

Inicialmente, se estandarizó la transfección de las células NlE 115 con GFP

utilizando Lipofectamina 2000, el cual se ha descrito que funciona con alta eficiencia



para lineas ceiulares como 1as PCi21¡ las COS-7 (Pichet y Ciccarone. 2000). En nrestro

moclelo. se estirna que 1a eficiencia cle tralslección de GFP lue de aproxitr aclatnente

539á (n: 200, figura 22A1.

Para analizar el elecio de ia lransleccirln de1 plasmidio cie CRtv{P-l. se ¡caiizó un

anáitsis morlométrico para las céiulas transt'ectadas {positir as para //?.r'c ). } sc colllpato

con aquellas que no se transl'ecta¡on a ias 36 horas ilost- transfi-:cción. S* co¡rlabilizarcn

el nírmero de neuritas por cé]rila y la longitud neuríiica total. Adernás, se coni'irlnó por

r,raste¡r blot la correcta expresión de ia proteina reeombrnante. úilizando uú anticuelpo

prünario anti-1xyc íFigura 22B).



ST CRI\lP.2

Bigura 222 Efecto de ta sobreexpresión de la proteína cRMP-2 eu las células NlE

115. A) Efrciencia de la transfección de 1as células NlE 115 con GFP (el 53% de la

poblacién expresé GFP, n = 200). B) La sobreexpresión de la CRMP-2 fusionada a un

epitapo myc se detectó por western blot con un anticuerpo primario arfii myc' C) Cambio

en la morfología de las células NIE 115 transfectadas con la CRMP-2 (indicadas por

flechas blancas), 1as cuales presentan neuritas desde 1as 24 horas, y prcsentafi una mayor

longitud a las 36 horas post-transfeccién. D) Análisis rnorfológico de las células

transfectadas (CRMP-2) y no transfeetadas (sT) a las 36 horas de la transfeccién, que

ineluye la medición de la longitud neurítica total y el número de neuritas presentes en

cada célula. Las imágenes fueron tomadas con el objetivo 40X'
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Una vez establecido el efecto de la transfección de un factor que induce la

polimerización de los mrcrotúbulos sobre la morfología celular, decidirnos analizar ei

ef'ecto de una proteína antagonista.

Posterionnente, se llevó a cabo Ia transfección 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 epítopo glu-glu reconoce muchas bandas

inespecíficas po¡ western blot, no se pudo utilizar este anticuerpo para ensayos de

irunr"rnocitoquímica (Figura 23A). En su reemplazo, se utilizó una cotransfección con

GFP, para identiflcar las célu1as transfectadas, la cual otorga una eficiencia cercana al

95% (Dandekara et a1,2005).

El fenotipo de las células transfectadas con las mutantes de SCGI0 fue dispar:

sólo la forma silvestre de SCG10 y la forma dominante negativa 4D fueron capaces de

generar la extensión de neuritas en las células N1E 115, mientras que las forrnas

constitutivamente activas ('73A y 4A) y la dorrinante negativa parcial (73D) no

__- ^-c^t _ _: _- ):c-_^-^:^t^^prg§Énraruu llrulruruBra5 urltrrsrurarús rs¡Psuru a td¡ Lglul¡15 ([uE s^plEsau¿rr¡ Sutu \Jrr

(Figura 23C). La morlologia de las células transfectadas con SCG10 WT y la mutante

4D resultaron similares, sin ernbargo, la primera indujo Ia fonnación de más neuritas de

una longifud relativamente menor a las que generó la mutante 4D (Figtrra 23D).

d.L



úÉrá¡ti.EYi4PME (snr€lu)

sccro{ sccro¡A scclor¡ scü10-s731 6cG103730

-37kD

Figura 23: Camtrios morfológicos mediados por la transfección de la proteína

SCG10 y 4 variantes con mutaciones en residuos fosforitables. Para llevar a cabo Ia

translbccrun. se utrlizó el \isterna de cotransteccton. A) I-xpresion de las proteinas

mutantes para SCG10. reconocidas por un anticuerpo contfa el epítopo E\a4PME

f¡-rsionado a 1as proteínas. El anticuerpo reconoce una banda en 1os 23 kDa

correspondiente a SCG10, y otras bandas no específicas de pesos moleculares entre los
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30 y los 170 kDa. B) westem brot que da cuenta de ia expresión de la proteína

fluorescente GFP en los extractos de células NlE 115 transfectados sólo con GFp o
cotransfectados con GFP y los 5 plasmidios a estudiar. se utilizó como control oegativo

extracto de células sin kansfectar (sr) c) Inmunocitoquinica para las células NlE 1 15

ffaffifeciadas con GFP (conirol) o coi¡ansfecÍacias con GFp y las 5 varianies de scGlü.
Las cé1ulas fueron fijadas 36 horas después de la transfección. D) Análisis morfomékico
del efecto generado por las transfecciones en c ¡n : 100 por cada caso, en 3

experimentos independientes y p < 0,05). Las imágenes fueron tomadas con el objetivo
40X, y la barra indica la longitud equivalente.

7.6 Establecimiento de un paralelo entre el proceso de extensión de neuritas de Ias

células NlE 115 y el desarrollo de polaridad en neuronas de rata.

7,6,1 Establecimienfo de los cultivos primarios de hipocampo de rata (Elg).

Para este objetivo, se realizaron cur fivos in vitro de neuronas provenientes de los

hipocampos de embriones de rata de 1g días de preñez, que entre sus principares

ventajas se encuentra la homogeneidad del cultivo, que se encuentra ¡epresenlado en

cerca de un 90% por neuronas, por ro q,e ha sido ampliamente ut izado co,ro modelo

de estudio (figura 24). Para rearizar un pararelo entre los procesos de extensión de

neuritas de las céhlas NiE r 15 y el desarrollo de polaridad en ner.*onas, procedimos a

estudiar 1as proteínas que consideramos mrás importantes para el control de la dinrímica



de los microtubulos y los filamentos de actina en neuronas y células NlE 115, y

comparar con la literatura existente.

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 más homogénea, esto fue chequeado esto por medio de tinciones específicas que

nos permitan diferenciar células neuronales (B III tubulina) de células no neuronales

(GFAP). En cultivos de 24 y 48 horas, el número obtenido de células no neuronales

(indicadas con flechas blancas) fue muy inferior a aquél que se observó para neuronas,

siendo estimado en alrededor de un 107o.
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7.7 Comparación de las células de neuroblastoma N1E 115 diferenciadas y las

neüror¡as primarias en cultivo.

Fara llevar a cabo el paraieio entre una céluia NiE ii5 diferenciada y uná

neurona hipocampal. analizaremos ambos modelos desde el punlo de vista rnorfológico

y bioquímico.

A nivel morfológico, observamos que las células NlE 115 dil'etenciadas

presentan varias similitudes respecto a las neuronas. Las primeras fueron capaces de

desarrollar neuritas sobre los 50 pm, las cuales presentaban ramiflcaciones primarias,

secundarias, y una importante cantidad de larnelipodios y filopodios (Figura 7), tal como

lo hacen las neuronas hipocampales luego de 1 día de crecimiento in vitro. Además,

ot servamos en las células NiE 115 otras características de las neuronas, como la

presencia de "ondas" de actina a lo largo de ias neu¡itas (resultados no mostrados), que

fueron descritas en neuronas por el grupo de Banker (Ruthel y Banker, 1998), y un

aumento en la dinámica de los microtúbulos en la parte distal de las neuritas evidenciado

por ia marca de ia o-tubuiina tirosinada (Figura 7), un hecho bien descrito en neuronas

(Witte et a|,2008).

Sin embargo, la característica que hace que la línea celular NIE 115 no pueda

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

.4p lo ci,¡ettiq trcin n¡¡pdÁ rlerh^.frq..ló al ¡¡ilizqt tnqr.a,l^ré" ¡la .4-¡¡lrirac /\lAD)\ r¡ rla
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axón (tau hipofosforilado y MAP1B fosforilados en modo I) en nuesiro modelo celular,

los cuales se distnbuían en fomra homogénea a través de toda la célula. Es por ello que

la morfologia de una célula NlE 115 diferenciada es más similar a una neurona no

poiarizada (estadíó 2), ya que no es capeú de aicanzar el aito grado <ie compiejidaci

estructural y la segregación bioquírnica lograda por una neurona rnadura (Figua 25).

Al realizar un paralelo ent¡e los cambios bioquímicos propios de la polarización

en neuronas y la diferenciación de las células N1E I 15, podemos encontrar una serie de

similitudes 1, algunas diferencias. En nuestro modelo celular encontramos un aumento en

la expresión de las proteínas 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 expresión en etapas

posteriores del desarollo (resultados no mostrados; Riederer y Matus, 1985). Adeurás,

eúste una similitud en e1 grado de fosforilación de la proteína MAPIB, así como en la

abundancia y la actividad de 2 de las quinasas responsables de esta modificaoión, CDK5

y JNK (Pigino et al, 1997, Oliva et a|,2006) Además, durante la diferenciación las

céiuiás i.{iE i i5 expresán en furma muy áburidárite lá isofóiúá p3 de la túbuliná¡ un

marcador clásico de neuronas, que da cuenta de una remodelación de la estructura

interna de los microtubulos. De esta forma, encontramos que los cambios globales

relacionados al control de ios microtúbulos son similares en neuronas y las células NIE

i 15.



Al analizar los cambios referentes al citoesqueleto de actina en ambos rnodelos,

también encontramos varias dif-erencias. La activación de las GTPasas rac y cdc42 son

claves para modular la estabilidad del citoesqueleto y para los movimientos protrusivos

ciependientes cie actina de la neurona, sobre tocio cu¿rnció iá céiulá se encuenira

explorando su alrededor, como ocurre durante su difbrenciación. De esta forma, en

nuestro modelo celular encontramos un aumento de la actividad, pero no en Ia masa, de

las CTPasas racl y cdc42, que se correlaciona al aumento de las protrusiones celulares

que observarnos por microscopía (Figura 7), y a 1o ocurrido en neuronas dura¡te la

transición de la etapa 2 a la 3, donde la activación en paralelo de cdc42 y racl

desemboca en ei rápido crecimiento de una neurita para convertirse en axón (Watabe-

Uchida er ¿¡l, 2006)

Evidentemente, la activación de racl y cdc42 es muy importante para la

clefinición del axón. Ha sido demostrado que en neuronas en estadlo 2 tardío existe un

enriquecimiento de pakl activo en la neurita rtás larga, mientras que en el estadío 3

pakl fosforilado se encuentra exclusivamente en el ext¡emo distal del axón (Jacobs e/ a/,

2C07). Esta acti'vación de paki podr-ía estar reg,rlando iío ábajo a Ia cofiliira, cuya

fosforilación es clave para la extensión del axón (Garvalov et a1,2007). Todos estos

cambios bioquirnicos también resultan muy sirnilares a los resultados obtenidos para la

diferenciación de nuestro modelo celular.

oo
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Figura 25: Paralelo entre la diferenciación de neuronas y del neuroblastoma NIE

115. Aniba se muestra la morfología de una neurona en estadío 2 (A) y en estadío 3

(B). La tinción en verde corresponde a la proteína somatodend¡ítica MAP2, mientras que

la tinción roja equivale a tau desfosforilado (taul), que se encuentra en el soma y

parficularmente en el axón (B, flecha blanca). Las células NlE 115 diferenciadas (abajo)

no presentan una polaridad celular, es decir, todas sus prolongaciones neu¡íticas son

equivalentes a nivel bioquimico. De esta forma, se puede observar que los marcadores

de dendritas y axón, MAP2 y taul, se distribuyen de la misma manera a través de todas

las neuritas, a pesar de que existe una ramificación más desarrollada que las demás. Las

imágenes A y B fueron tomadas en el objetivo 40X (zoom digital), y las C y D fueron

tomadas en el obietivo 63X.
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8..'DISCUSTÓN

8-1 Establecimiento de utr método eliciente para la diferenciación de Ia línea celular

murina NIE 115.

Pa¡a el estudio de la dife¡e,ciación neuronal a partrr de células de origen

neuronal i mofiaiizadas existen numerosos modelos, entre los que se incluyen las

céinlas PC12, N2A v las SH-SY5Y (Cosgaya et al, 1996; MLtñoz et al,2OOO; Messi e¡

arl. 2ct08). En esta parte del trabajo nos propusimos caracterizar exhaustivamente el

.¡odelc de difuienciación basado en la utilización del neuroblastoma de ratón N1E 115.

Para ello, requeriamos de un nétodo que generara una morfología celular con los

atributos de una neu¡ona diferenciada, es decir, con rarnificaciones primarias ¡,

secundarias de longitudes varias veces mayor al diámetro celular. Segundo, que flera un

métcclc que nc altctara la sobreviCa de las células, ;, con el qi-re éstas se pr.rdieran

l¡antener en cultivo durante el mayor tiernpo posible .r, pudieran madurar y diferenciarse

completamente. Adicionalmente, se necesitó que la drlerenciación fuera uniforme para

la mavoría de las céIulas, ¡¡a clue los estudios se ¡ealizaron en base a Ias poblaciones

totales de células encontradas en las placas de cultivo, por lo tanto, fue necesario que la

difercnclación fuese 1o más si¡rcronizada posible" para que todas las células sean

comparables entre sí a nivel bioquimico 1, rlorfológico.



Entre los métodos estudiados, el que generó eu el neuroblastoma NlE, I l5 los

rasgos morlblógrcos más simrlares a los de ma neurolra fue el DBcAMP. Este análogo

de1 AMP ciclico es capaz de ingresar a la célula a trar,és de la membrana plasmática, v

acii'ar ias vias depenciienies c1e cAiviP, enire ias que se cuenia ia vía iie ias iviApK

(proteinas quinasas asocradas a mttógenos, Deng el al,2001) y la de pKA (.Liang et a!,

2007)- ias cuales son capaces de controlar rio abajo la transcripción genética y Ia

regulación del citoesqueleto, procesos que son fundamentales para la diferenciación

neuronal. Adicronalmente. el DtlcAMP dio 1os mejores patrones de dittrenciación,

basados en la longitud de las neuritas de las células. asi cor¡o el porcentaje totrl de

celulas diib¡enciadas (aquéllas que poseen al menos una neurita de longitud superior a 2

diá¡:etros celdares. aproximadamente 20 ¡-Lm; Figura 6), donde e1 DBcAMp fue capaz

de generar una difere:rcración del 82% de 1a población total al cabo de 5 dias. siendo

r¡ u-,, superior a los olros compuestos difbrenciadores.

Los otros tratatxientos, basados en la adición de ácido retinoico y DMSO al

niedio de cultivo, no lueron capaces de dar patrones deseables de cliferenciación. Si bien

ei DVÍSü iue capaz cie generar neuritas en ias céiuias, ia eficiencía iotai cie

diferenciación de las céi¡-rlas no resultó ser tan alta como la obteruda con e1 DBcAMp

(Figura 6), srimado a que tenía un efecto letal para muchas de las célula.s después cle los

4 dias de eulti',-o (basado en la obsenación al microscopio óptico). El ácido retinoico, el

eual ha sido ,tilizado para dilerenciar otras líneas celulares (Mao el at., 2000),

nrácticanrente no indujo diferenoiacirin en esta línea eelular (Fi.qura 6) por ello o1



DBcAMP fue el compuesto diferenciador de las células NIE 115 elbgido para realizar

este trabajo.

8.2.i La diierenciación dei neurobiasioma l{iE 1i5 inriuio cambios en los pairones

del eitoesqueleto.

Al rea'lizar observaciones por rnedio de inmunocitoquímica, observamos

diferencias morfológicas drásticas en las células N1E 115 drferenciadas respecto a las

indiferenciadas. Adicionahnente a la forr¡ación de ramificaciones neu¡íticas primarias y

secundarias" la tinción de faloidina pennitió observar los microfilamentos de actina,

distribuidos a través de toda la célula, dejando ver en la parte distal de las neuritas una

concentración local de F-actina, similar a 1o ocurrido en los conos de crecimiento

neuronales (Gungabissoon y Bamburg, 2003) . Sin ernbargo, también es posible ver en

células diferenciadas una activa formación de frlopodios y lamelipodios (Figura 7), en

los cuales tarnbién existe un enriquecimiento de F-actina. Por otro lado, también se

evidenció un aumento en la tirosinación de la c¿-tubulina hacia el extremo distai de las

neuritas, mo<iificación que permite ei aumento cie la <iinámica de microtúbuios, que

resulta fundamental para que las neuritas se puedan elongar (Witte et a1,2008).

Estas alieraciones ocurridas en la neuritogénesis del neuroblastoma N1E 115,

permiten comparar a estas célu1as dilerenciadas con nellronas jóvenes en etapa 2 (o 2

¿rdía), porque si bien noseen el potencial ele desarrollar el proeeso de dif'erensiaeión



neurorlal y poseer nguritas de tamaños considerables, son incapáces de emular la

oomplejidad de los axones y las dendritas, ni de desanollar estructuras caractedsticas de

neuronas maduras, como las espinas dendríticas. Este punto se discutirá en profundidad

posierionnenie.

8.2.2 Proteínas que regulan la polimerizacién de microtúbulos

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

estabilización de los microtúbulos que nacen desde el cuerpo celular y culminan en la

punta de 1as neuritas, y en asociación a la dinamicidad que se requiere para los cambios

de fbnna y el desarrollo de nuevas prolongaciones celulares (Witte et r¡l, 2008), Al

analizar los resultados obtenidos en este objetivo, es coherente asociar el aumento de las

proteínas asociadas a microtúbulos con la necesidad de las cé1u1as de modular y

estabilizar los microtubulos que se encuentran sosteniendo las prolongaciones en las

células NlE 115 diferenciadas, como también ocurre en las neuronas. Existen cambios

variables Éii 1a masa de 1as distintas MAPS. En r€üfoirás, se puedeii evidenciaÍ

funciones celulares con cierto grado de redundancia (Di Tella et al, 1996), mientras

otros estudios apuÍa¡ a que la ñrnción de las MAPs puede resultar sinérgica (Gonzá\ez-

Billault e¡ a|,2002). Sin ernbargo, es importante destacar que los niveles de expresión

son distintos y característicos para las diferentes MAPs a nivel temporal y espacial. Es

así como MAPIB es la pdmera MAP en expresarse durante el desarrollo de1 sisterna

nervioso, mientras que MAP1A lo hace posteriormente, en neuronas maduras (Goold y

'J)



Gordon-Weeks, 2001). Y mientras MAP1B se localiz¿ a lo largo de toda la celula,

MAP2 1o hace preferentemente en las dend¡itas (Halpain y Dehmelt, 2006). De esta

fbrma, si bren se pueden asociar funciones en común, también exrste una tendencia a la

complementación enire las diferentes proteinas. ESto puede dar cuentá que mieniras

algunas MAPs poseen un rol importante para 1a iniciación del proceso de neuritogénesis,

que desembocará posteriormente en el desarrollo de polaridad, otras puedan tener una

función asociada a la mantención de la polaridad y la maduración terminal de las

neuronas, más que a la iniciación misrna del proceso.

Hemos analizado ¡-rna serie de similitudes a nivel bioquímico y morfológico

referente a lo ocurrido durante la diferenciación en las neuronas de hipocampo y las

cólulas N1E 115. Sin embargo, es necesario mencionar qlle aparentemente, no existe e1

mismo proceso de regulación temporal observado en neuronas, donde los aumentos de

expresión son diferentes para las distintas MAPs (fuederer y Matus, 1985; resultados no

rnostrados), mientras que en las células N1E 1 15 todas las MAPs sufren aumentos

significativos de masa y aproximadamente equivalentes (Figura 8).

En este punto, no sólo nos enfocamos en analizar las MAPs clásicas, sino que

decidimos estudiar que ocurría durante la diferenciación de las células NlE 115 con un

grupo de proteínas que se asocian a los microtúbulos, y que no caen en Ia categoría de

las MAPs convencionales. Un hecho que resultó interesante fue que la proterna LlSl,

que se ha descrito como una proteína capaz de unirse a microtúbulos, no presentó un

cambio significativo durante Ia diferenciación, como las ot¡as MAPS convencionales.



LISI es una proteína que posee varias funciones celulares, pero no'hay evidencias de

que parlicipe directamente en el proceso de neuritogénesis (Bielas et al, 2004). Un

resultado sir¡i1ar the descrito en el neuroblastoma humano SH-SYSY, donde se repoñó

una riisminuóión cie LiSi cuando ias céluias eran riiferenciadas ct¡n ácido retinoico

tMessi et ul,2008). En varios estudios se ha postulado que su función no se relaciona

directamente con la diferenciación neuronal, sino más bien con la rrigración, proceso en

el cual interactua con otra proteína MAP, la doblecortina (Reiner er a|,2002; Messi er

a|,2008). Llama la atención que, a diferencia de LIS1, la doblecortina, presenta un

fuerte aumento en la diferenciación, debido a que la interacción de ambas proteínas

permite modular la estabilidad de microtúbu1os, por una suerte de competición por

unirse a éstos (Gdalyahu et aI,2004} Es por ello que resultaria interesante profundizar

este ¡esultado, a fin de comprender los mecanismos que podrían modularan la

interacción cmzada entre ambas proteínas durantes dos procesos diferentes, como lo son

la neuritogénesis y [a rnigración neuronal.

Otro de los candidatos que fue interesante de analizar es la proteína CRMP2. En

el coúiexio de este esti"idio, tie¡-rostrar-nos que ianto eii ia difeienciación de las céli¡las

NIE i 15 como durante ia polarización de las neuronas de hipocampo de rata, ocurre un

aumento en su expresión (Wang L y Strithnatter S, 1996). La CRMP2 es una proteina

que tiene un dorninio de uruón a heterodímeros de tubulina, y su función ha sido

vinculada con un rol importante en polaridad, ya que su sobreexpresión es capaz de

generar neuronas con múltiples axones (lnagaki et al, 2001), y su transfección en

neuroblastomas es capaz de inducir el crecimiento de neuritas (Arirnura et al,2005).El



rol de esta proteína tiene que ver con el transporte de dímeros de tubulina hacia el

extremo distal del axón, por medio de su interacción con la proteina kinesinal (Kimura

er al,2005). De esta fonna, su aumento va relacionado a un mayor desplazamiento de

heterodimeros cie tubuiina para el crecimienio de ios microtúbulos, <ies<ie ei cuerpo

celular hacia los conos de crecimiento de las neuritas (A¡imLua et al,2005).

Finahnente, la úlürna proteína asociada a microtubulos estudiada en este trabajo

fue ta SCG10. Perteneciente a la familia de las stathmina.r, posee una función asociada

al aumento de la dinarnicidad de los microtubulos, y su actividad se encuenüa

determinada por la fosforilación en 4 residuos de aminoácidos bien descritos (Antonsson

et al, 1998). si bien su participación durante la diferenciación neuronal estií descrita

(.Morii et a|,2006), su linción aún no es compietamente clara. Estudios de esta proteína

en células PC12 dieron cuenta de un aumento de su expresión dependiente de la

dif'erenciación inducida por NGF, mientras que la diferenciación dependiente de

DBoAMP no Io hizo (Sfein et a|,1988). Esto podria indicar que el proceso de extensión

de neuritas por sí mismo no es capaz de inducir un alurento en su expresión. A pesar

qiie sii ro1 fisiológico ya ha sido estudiado err varios trabajos en ¡euionas hipocanrpales

(Morii ei a|,2006; Grenningloh et a|,2004),los mecanismos que regulan su expresión

resultan complejos e rnvolucran mecanisl¡os de control post-transcripcionales, que

pueden ir asociados también a su correcta localización (Haruran et al, 1996). Finalmente,

en neuronas de rata no se ve una disminución evidente de esta proteína antes de los 3

días de cultivo in yitro, a diferencia de lo que ocuÍe en las cé1ulas N1E 115

diferenciadas (Figura 10; Di Paolo et al,I99?), aunque hay una leve baja en su masa. En



neuronas cultivadas sobre 14 dias in ütro, se ha observado una fuerte disrninución de su

masa, asi como también en el cerebro de ratones adultos, lo que indicaria que la

erpresión de esta proteina es abundante sólo duante e1 desarrollo del cerebro

(Grenningioh et ai.2AA4; Di Paoio et ai, 1997). Esia hipótesis esiá respaldatia por un

estudio que determinó que la SCGl0 es proteolizada por la familia de las calpaínas, una

vez que el citoesqueleto de microtúbulos adquiere una mayor estabilidad (Yega et al,

2006)

8.2.3 La diferenciación indujo cambios eu los niveles y actividad de proteínas de

señalización,

Los cambios asociados a la diferenciación neuronal deben ser explicados en un

contexto de señalización intracelular. Por ello, en este punto decidimos investigar que

ocurría con los niveles y Ia actividad de un conjunto de proteínas de señalización, cuyas

funciones -de acuerdo a datos bibiiográt-tcos previos- podrian ser relevantes para

facilitar \a elongación de las neuritas en nuestro rnodelo de dife¡enciación neuronal.
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de neuritas y la diferenciación neuronal, Su rol se basa principahnente en la fosforilación

de proteínas moduladoras del citoesqueleto especificas de neuronas, y su ausencia en

ratones genera la muerte perinatal y un desarrollo del cerebro aberante (Ohshirna er al,

1996). Srn embargo, entre los resultados obtenidos para la diferenciación en las células

NlE 155 no se observó rur cambio significativo en la expresión ni de la protelna quinasa

CDK5 ni de su activador neuroespecifico p35 (Figura 11). En la literatura no se han



encontrado cambios evldentes en la expresión de CDK5 durante la diferenciación en

neuronas (Yany Ziff,1995; Harada et a|,2001), pero sí se han detectado cambios en su

actividad durante 1a di1'erenciación dependiente de NGF en células PC12 y un aumento

cie p35 durante la polarizaoión cie neuronas de hipocarnpo de rata (ciatos no mosiracios,

Y ar. _v Ziff, i995). Los experimentos de interacción entre ambas proteínas demostraron

que durante la diferenciación se favorece l¿ formación del complejo CDK5-p35,

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

Por otro 1ado, se esperaba que [a expresión de p35 aumentara frente a la

activación de CDK5, y de esta forma, pudiera dar cuenta de 1a activación de la proteína

CDK5. Se ha descrito que p35 aumenta rápidamente su expresión durante las primeras

48 horas después de la diferenciación, y posteriormente se reduce drásticamente a

iriveles basales en PC12 (Harada et a1.,2001). De esta forma, p35 podría ser una señal

de diferenciación teÍrprana, y cuando las células se encuentran diferenciadas, ésta podría

ser encont¡ada ya en niveles normales. Adicionalmente, CDK5 también puede ser

activado por la proteína p39, lo que puede dar cuenta de una suerte de redundancia entre
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Otra quinasa relevante para Ia diferenciación es la JNK. Esta proteína se

encuentra activa cuando est¿i fosforilada, y su actividad es fundamental para el desarrollo

del axón, pero no de las neuritas menores en neuronas primarias en cultivo (Mrgnorance

Le-Meur, 2006). Adernás, se ha determinado que la JNK activa está exclusivamente

enriquecida en la punta del axón emergente (Oliva er a|,2006). Además, como esta



proteína se activa con la vía de señalización de las MAPKs, que a la vez se pueden

activar por inedio del AMP cíclico (Stork y Schmitt er al,2002'¡, se podría esperar

cambios en la actividad de JNK du¡ante la diferenciación, que le pennitan regular la

dinár¡ioa riel ciioesqueieto o la üanscripción de proteínas, gracias á ia fosforilación cie la

NIAPiB y la activación de factores de transcripción como ATF-2 y ELK-1., (Oliva et al,

2006; Bogoyevitch y Kobe, 2006). Además, debido a que existen varios estudios donde

se demuestra que si .INK está ausente o en su forma inactiva se inhibe el crecimiento

neurítico (Oliva et al, 2006), se puede establecer que es fundamental para la

diferenciación neuronal.

Por ello, proponemos que los cambios asociados a la actividad de estas dos

proteínas de señalización pueden explicar en parte el fenotipo drferenciado de las células

N1E 1 15. Es ünportante mencionar que cieftamente existe un repertorio amplio de

proteínas de señalización. Y el uso de nuestro modelo de diferenciación servirá para

caracleizat la participación. de otras cascadas de señalización que contribuyan a la

diferenciación neuronal.

8.2.4 Proteínas que regulan la polimerizacién de los microfilamentos de actina

Los cambios rnorfológicos que afectan la estabilidad y el ensamblaje del

citoesqueleto modulan coordinadarnente tanto a microtúbulos como a microfilamentos

de actina. Y es por esto que decidimos analizar que ocurría con las proteínas que regulan

las propiedades dinárnicas de los rnicrofilamentos de actina durante la diferenciación.



Determinamos clue existe un fino control de la dinámica del citoesqueleto de actina, a

través del aumento en la activación de las GTPasas racl y cdc42, mientras que la RhoA

sufría una disminución en su actividad, pero también en su masa. Se he descrito que racl

y o<ic42 son iundameriiales para ia formacíón iie iárneii¡io<iios y fiioporiios,

respectivarnente, 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 al¡undante formación de lamelipodios y filopodios

durante la diferenciación de las células N1E 115 (Figura 7), mientras que la disminución

de la actividad de RhoA podría ser necesaria para llevar a cabo la dife¡enciación. Se ha

detenninado que racllcdc42 podrían inducir la degradación de RhoA por medio de la

ubiquitina ligasa Snlurfl en las zonas de avance celular (Wang et a|,2003)" mientras que

al introducir un RNA que interfiere con la expresión de RhoA se desencadena el

desarrollo de neuritas en las células PC12 (Fan et al, 2008). Adicionalmente, se

determinó 1a activación y un aumento de los niveles de la quinasa pakl como

consecuencia de la activación de rac1, un hecho que se encuentra bien descrito. Esta

activación en pakl trae consecuencias a nivel de la dinámica del citoesqueleto, ya que
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fundamentales para la elongación de 1as neuritas y 1a formación de 1os larnelipodios y

los filopodios (Yang et al., 1998).

Este proceso se encuentra modulado en glan parte por una proteína de unión a

actina, la cofilina, que al ser fosforilada permiten el aumento de la dinámica y la

fonnación de nuevos polímeros de actina (Sarmiere y Bamburg, 2004). Por rnedio del



uso de a¡ticuerpos capaces de reconooer cofilina fosforilada y total, se pudo establecer

una razón de fosforilación de cofilina respecto al total, durante la diferenciación

neuronal de la linea N1E 115. El autnento en la fosforilación de cofilina fue

noiabler¡enie significativo, corroborando que esta vía es muy importante para los

cambios de morfología del citoesqueleto de actina que ocurren dwante la diferenciación

neuronal, y que es necesaria una fosforilación de actina para poder potenciar 1a

fonnación de lamelipodios y filopodios.

Por otro lado, se analizó cómo se veía alterada la polimerización global de actina

en toda la celula durante la diferenciación, Pa¡a ello, se realizó un ensayo in ütro de

separación de la actina globular de la fibrilar, gracias a una ultracentrifugación a

1000009. El resultado nos revela que existe un importante aunento en la polirnerización

de actina, que resulta siguificativo al nontalizar 1a actina fibrilar en la actina globular

(Figura 18B). De esta forma, se puede destacar la relevancia que úene la fosforilación de

cofilina para permitir el crecimiento de nuevos polímeros de actina, que resultan

fundamentales para generar la fuerza motriz para el futuro crecimiento de las neu¡itas

-, ñ^¿¿i .\r\/-\a\
f lra Jlr \ d y r.,uLtt, zvv¿ ).

8.3 La diferenciación del neurotlastoma NIE 115 puede ser inducida por Ia

modulacién de la actividad de las calpaínas.

La diferenciacrón necesita que ciertos factores se enriquezcan en dorninios

especílicos para que pueda proceder, y 1a acumulación de estos factores puede ocurrir

lul



por transporte y/o retención selecüva en la mayoría de los casos. No obstante esto,

también se hace necesario que otras tantas proteínas vean disminuida su actividad o su

masa para que se lleve a cabo la diferenciación (Yan et a|,2006; Schwarnb om et al,

2007). Dentro <ie este contexio, ias calpaínás poseen un roi riruy importaíte en la

fisiología celular, siendo capaces de clivar específicamente numerosas proteínas que

contrólan el citoesqueleto neuronal. Ya se ha evidenciado que las calpaínas poseen un

rol en Ia inhibición de la formación de ramificaciones en el segmento inicial de neuronas

i¿ yilr'o (\4lgnoran ce Le-Meur et a/,2008). En otros trabajos, se ha mencionado su papel

en la diferenciación de células musculares- adipocitos y osteobl.astos Q{loyen et a\,2004;

Patel y Lane, 1999; Munay et al, 1999), pero las calpaínas aún no se han asociado

dr:rectameÍte con el proceso de dife¡enciación neuronal.

Po¡ ello, inicialmente se analizó si las isoformas I y II de las calpainas sufrían

cambios de masa durante la diferenciación. En las células NlE 115 dife¡enciadas, se

pudo evidenciar una disminución significativa de la masa de calpaina II, responsable de

aproximadamente el 90Vo de la actividad calpaína total (Oshima et al, 1989), mientras
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A contjnuación, para analizar si la disrrinución de la aclividad de 1as calpainas

genera un carnbio morfológico en las células indiferenciadas, se utilizó un inhibidor

fannacológico, el ALLM, a dil'erentes concentraciones (0 a 40 ¡rM, ver Materiales y

Métodos), El resultado de la inhihición de las calpaínas generó célr.rlas eapaces de



extellder iargas neuritas en concentraciones desde los 10 ¡iM. pero el efecto se vio más

potenciado a 30 pM. I-a concentración de 40 pM afectó la sobrevida de la célula. y no

fue capaz de generar mayores patrones de diferenciación que Ias células con una

concentración de ALLM de 30 ¡iM (ver Figura 20).

Debido a que la inhibición farmacológica de las calpaínas fue capaz de inducir 1a

dif'erenciación de las células N1E, 115 por sí rnisma, posteriormente quisimos analizar si

el inhibidor endógeno de la actividad de las calpaínas, la calpastatina, experimentaba

carrl'üios de abu dáflcia dü-¿ffe lá difereiioiacióh heufohái tleperidi€rite de dbcAlvfP. Siii

embargo, contra lo esperado, se encontró una disminución de Ia calpastatina luego de 5

días de inducida la diferenciación. El estudio bioquímico a tiempos cortos de inducción

de la dif'erenciación sugiere que su masa aumenta significativamente durante ias

primeras horas, y este aumento se podría corelacionar con cambios en la actividad de la

calqaina 2.

Finalmente, se quiso analizar que ocurre con 1a proteína quinasa PKA, la cual se

encuentra descrita que es capaz de modular la actividad de las calpaínas por medio de su

fosforilación (Franco y Huttenlocher, 2005)- Por el1o, se analizó cómo variaba la

actividad quinasa de PKA por medio de un westem blot, gracias a un anticuerpo capaz

de reconocer proteínas losforiladas por PKA. El resultado fue un fuerte aumento de la

actividad quinasa de la PKA luego de inducida la diferenciación mediada por DBoAMP.

Esie auiñeiitü en 1a actividad de PKA en respiiesta a DBoAI\{P ha sido ampliamente
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denroshado en 1a literatura y se estableció como nuestro modelo control (Siaha et al,

2002; Mignorance Le-Meur et a|,2008). Interesantemente, la inhibición de las calpainas

también indujo un aumento significativo de la actividad de PKA (Figura 21). Por esto, el

aumento de ia actividaci de PKÁ puecie resuitar un heoho olave para desencadenar la

diferenciación. Sin embargo, no se ha diiucidado en forma clara cómo la inhibición de

ias calpaínas podría generar un aumento de 1a actividad de la PKA. Se determinó que las

calpainas son capaces de clivar a la PKA e inactivarla (Liang et a1,2007), por ello, una

explicación es que si las calpaínas están inhibidas, la degradación de PKA se podría

minimizar.

Por último, vale la pena discutir que en este trabajo se muestra evidencia de que

las calpaínas efectivamente poseen un rol en la dife¡enciación neuronal. Sin ernbargo,

los mecanismos implicados no se encuentran bien definidos. Se demostró que el ALLM

desencadena un aumento en la actiüdad de PKA al igual que el DBcAMP, sin embargo,

la rnorfologia que presentan las células con cada uno de estos tratamientos difiere

bastante: para el caso del t¡atamiento con DBoAMP, las células son capaces de extender

i.iiuchas prolongacioiies de niediana longitud, cornpa.r-adas con las largas neuritas

generadas por el tratarniento basado en ALLM- donde se obsewó que la gran mayoría de

las células 1enía sólo 2 prolongaciones (sirnilar a una neurona bipolar). Esta diferencia

en la morfología generada por ambos. compuestos y nuestros resultados dan cuenta de

que podrían existir vias de señalizacrón que no son completamente comunes en ambos

un tema que debe estudiarse mucho más a fondo, para entender losprocesos. y es
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mecanismos que permiten que la so¡a inhibición de las calpaínas sea capaz de

desencadenar la neuritogénesis de esta línea celular.

8..í Ei neurobiastoma NiE ii5 es un buen motieio para hacer estu¿iios de pérdida o

ganancia de funcién,

Debido a que las neuronas son células que poseen una muy baja eficiencia de

transfección de DNA y de RNA de interferencia con los distintos métodos existentes, las

líneas ce'lulares suelen ser de utilidad para realizñ estudios de ganancia y pérdida de

función. Para ello, la línea celular NlE 115, que es capaz de expresar las proteinas

específicas del sistema nervioso central, puede resuitar una he¡ramienta de utilidad para

llevar a cabo este tipo de experünentos. Procedimos a analizar en nuestro modelo el

efecto de 1a transf'ección de plasrnidios codificantes para 2 proteínas moduladoras de la

polimerización de microtubulos: la CRMP-2, cuya actividad permite el desplazamiento

de los hete¡odímeros de c¿ y B tubulina hacia el extremo más de los microtúbulos, y la

proteína desestabilizadora de microtubulos, SCG10, que conffibuye a la regulación de la

estabiiida<i tiinámica cie ésios en ei ext¡emo más.

La morlologia de las células transfectadas con la CRMP2 silvestre resultó ser

similar a la de una célula diferenciada, con la extensión de cortas prolongaciones 24

horas post- transfección, mientras que a las 36 horas se observaron neuritas de

longitudes superiores a 25 pm §ig,rra 22). Este resultado es sim.ila¡ a aquel obtenido en



neuronas, donde la sobreexpresión de CRMP-2 desencadena la aparición de neuronas

multiaxónicas, con una pérdida de la polaridad (lnagaki et a|,2001).

En e1 caso de la SCGIO, se utiiizaron variantes con muÍaoiones puniuaies que

activan o inactivan a la proteína, en conjunto con GFP, un método eficiente que asegua

una cotransfección cercana al 95Yo de las células (Dandekara et al" 2005). Los

resultados obtenidos para este experimento pueden ser algo contradictorios. Por un lado,

ia sobreexpresión de SCG10 fue capaz de inducir el desarrollo de neuritas en las células,

debido a que podría contribuir al aumento de la dinámica de microtúbulos 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 prn, longitud

muy inferior a 1as encontradas en células completamente diferenciadas con DBcAMP.

Se podría pensar que la SCG10 es importante a la hora de 1a generación de las neuritas,

sin embargo, es necesaria una pérüda de actividad posterior para que dichas neuritas se

extiendan.

El piasmiciio que también generó un efecio morfoiógico significativo en ias

células NlE 115 resultó ser 1a dominante negativa SCG10-4D (S50D, S62D, S73D y

S97D), la cual emula a la proteína SCG10 courpletamente fosforilada, que representa su

estado de menor actividad. Esta mutante foe capaz de inducir el desarrollo de una menor

cantidad de neuritas que la sobreexpresión de la proteína siivest¡e, pero fue capaz de

inducir neuritas más largas Se ha cleserito que una dominante negativa <le SCGI0 (S62I)
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y S73D) es capaz de generar axones más largos en neuronas, debido a que los

microtúbulos adquieren una mayor estabilidad (Tataruk et al,2006).

En visia de ios resuiiados obtenidos gracias a ia transfección de ias muta¡tes de

SCG10, combinados a los experimentos con céiulas N1E 115 diferenciadas, se puede

apreciar que la proteína SCG10 posee un rol dinamizante de microtúbulos, que podría

ser clave para el inicio de la neuritogénesis, generando los dímeros de cr y B tubulina

necesarios para fomentar la polirrerización de los microtúbulos que permitan una

consolidación en la neu¡itas nacientes (Manna et q|,2007). r-Ina vez definida una neurita,

la SCG10 podria perder relevancia, dando cuenta de una disminución de su actividad

una vez que las celulas ya se encuentran diferenciadas (Di Paolo et al, 1997). Cabe

destacar que también existe la stathnina, una proteina hornóloga de la SCG10, que

también tiene un efecto despolimerizante de los microtúbulos, aunque esta se expresa en

todos los tipos celulares (Grenningloh et cl, 2004). Por ello, ambas podrían estar

regulando y complementando su función en células neuronales.

8.5 Comparación de las células de neuroblastoma NIE f15 diferenciadas y las

neuronas primarias en cultivo.

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

las células en el modelo rle neuroblastoma N1E 1 15, poseía un correlato oon los camhios



encontrados en neuronas primarias en cultivo. Por un lado, se evidenció un aumento de

la masa de las proteínas asociadas a microtúbulos MAPIB, MAP2 y tau en ambos

modelos. Sin embargo, 1a proteína MAP1A, que aumenta significanvamente sus niveles

en ias céiulas IiiE ii5 cüferenciacias, no varió su nivel de expresión <iurante ios

primeros 3 dias en neuronas cuitivadas in vin'o, equivalente al período en que se genera

el desarrollo de polaridad en las neuronas hipocampales de rata (Dotti et a/, 1988). Esto

se puede deber a que existen diferencias temporales en la expresión de las proteínas

MAPs. Se ha descrito que MAP1B es la primera proteína MAP en expresarse du¡ante el

desarrollo, mientras MAP1A lo hace preferentemente cuando las neuronas se encuentran

maduras (Halpain y Dehmelt, 2006). Por otro lado, se encuentra una sirnilitud referente a

las 2 qr.rinasas que se analizaron en este trabajo y que resultan claves para la modulación

de las MAPs en las células NlE 115 diferenciadas y en nemonas polarizadas: por un

lado, existe un aumento en la masa de JNK1 y 2, las cuales se encuentran río debajo de

la cascada de señalización dependiente de MAPK, mientras que CDK5 se encontraría

más activa, debido a que existe un aumento en la masa de su activador neuroespecifico,

p35 (Smith et al, 2001). En tanto, otra proteína, como la CRMP2, también tiene un

ai¡ireiito eii su i.úasa similar a 1o ocui-rido en el neuroblastoina i.llE ii5 difbre¡ciado,

rnientras que no se aprecia una disminución evidente en SCG10, a pesar de que existe

una baja en su masa.

Por otro lado, al hacer un paralelo respecto a las proteínas moduladoras de actina

de la via de LIMI(.I' cofilina, también se pueden apreciar resultados bastante cohe¡entes

entre 1o ocurrido durante ia diferenciación del neuroblastoma y la polarización neuronal,
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Existe un aumento en la masa de 1a quinasa pakl desde el día 2 en las neuronas in vitro,

que se ajusta a los aunrentos eu la fosforilactón de LIMK1 y cofilina, para

posteriormente decaer al día 3. Esto podría dar cuenta de una fina modulación de los

fliar¡entos cie aciina, cioncle 1as fases cie polünenzacrón y despolimerización son capaces

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

Finalmente, si bien durante este trabajo se han establecido una serie de paralelos

entre 1os procesos de extensión neuritica entre la línea celular NlE 115 y cultivos de

neuronas de hipocampo in vitro, existe una diferencia que va más allá de la extensión de

procesos: lograr que una célu1a pueda generar 2 compartimentos tan diferentes a nivel

tuncional ;z bioquinico como lo son los axones y las dendntas. En la Figura 25 se

muestra cólno Llna neurona posee Llna compartimentalización bioquímica de 2 proteinas

muy estudiadas: MAP2 y tau desfosforilada (reconocida por el anticuerpo taul). Durante

el estadío 2, poseen una morfología similar al de un neuroblastoma diferenciado, es

decir, extiende varias neuritas y las proteínas MAP2 y tau se observan a través de toda la

célula. Sin embrago, al entrar al estadío 3, la neurona determina su axón, y se observa

que Ia señal paÍa ialul se úoncerltr-a sólo en el soiira y err el axór, ffiieiitras que la MAP2

se encuentra enriquecida en el compartimento somatodentrítico. Por otro lado, una célula

NlE 115 diferenciada no es capaz de generar una identidad de dendrita o axón en sus

neuritas, por lo que cada neurita es equivalente con cualquiera de las otras. De hecho, las

proteínas marcadoras de dendritas (como MAP2) y las de axón (como tau desfosforilado

o MAPlB 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



embargo, con toda la evidencia que se obtuvo en este trabajo, la linea celular NIE 115 es

capaz de emular en fonna sirnilar el proceso de neuritogénesis neuonal, tanto

bioquímica como morfológicamente, lo que hace a estas células comparables a netuonas

jóvenes que no han desar¡olio polaridad.

Por e1lo, se propone a est¿ lí[ea celular como un modelo de gran competencia

para el estudio de la diforenciación, siendo capaz de expresar las proteínas que son

tejido- específicas de cerebro, desencadenar una serie de eventos morfológicos y

bioquímicos similares a aquellos que ocuúen durante la diferenciación de una neurona

en cultivo, y que es rin gan modelo para estudios de ganancia y pérdida de función,

debido a su f¿cilidad para la rnanipulación genética, a dife¡encia de lo que ocurre con las

neuronas. Finah¡ente, es ideal para estudios de alto rendimiento, ya que como so

encuentra en constante división, se puede conseguir una gran cantidad de células en

poco tiempo.
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9.- CONCLUSIONES

1. El DBcAMP es un método efectivo para difere¡ciar la línea celular NlE 115

hacia una tnorfología de tipo neurona. Estas células desarrollaron neuritas con

longitudes varias veces superiores respecto al diárnetro celular, y se estima que el

810ó cie ias céiuias en cuitivo se ciiferenció.

2. Por medio de Inmunocitoquírnica, se analizó los cambios producidos durante la

diferenciación neuronal mediante dbcAMP rnodiflca el citoesclueleto de tubulina

¡r actina-. Se aprecian est¡ucturas c.aracterísticas de cultivos neuronales

diferenciados, como prolongaciones neuríticas primarias y secundarias, la

formación de conos de crecimiento y el aumento de la dinámica de microtubulos

en la parte distal de las neuritas.

3. Se pudo comprobar que muchas de las proteinas reguladoras de microtirbulos

sufien oambios en la masa dura¡te la diferenciación neuronal. De esta fonna, las

proteínas estabiiizadoras cie microtúbuios aumeniaron su expresión, mieniras que

la proteína desestabilizadora de rnicrotúbulos, SCG10, disrninuye su masa. A

partir de e[lo, se infiere que en neuonas diferenciadas debe existir una

tlr



estabilización de los microtubulos que permita la mantención de la morfología

neuronal, u a vez que éstas se encuentran maduras,

4. Durante ia diferenciacién neuronal cie las oélulas NlE 115, también existe una

activación de varias vias de señalizaoión. De esta forma, se observó un aumento

en la actividad de quinasas como CDK5, JNK y PKA, la activación de GTPasas

como racl y cdc42, y la inactivación de RhoA. Estas vías result¿n de alta

relevancia para el control de la dinámica de los mícrofibulos y los filamentos de

actina.

5. Se evidenció u aumento en Ia polirnerización de filamentos de actina durante la

diferenciación. Esto se puede correlacionar con el aumento en la fosforilación de

cotilina .r, la activación de las GTPasas racl y cdc42, que inducen Ia

polimerización de los filamentos de actina.

6. Se demostró que no sólo los aumentos de la expresión de proteínas permiten

desei-rcadenar el proceso cie diiere¡ciacióir. Se deteniiitró que la familia de

proteasas activadas por calcio, las calpaínas, tienen un papel fundamental para la

neuritogénesis, y que se requiere una disminución de su acüvidad para llevar a

cabo 1a diferenciación. Además, se demostró que !a inhibición farmacológica de

las calpaínas corresponde a un método alternativo para generar la diferenciación

del neuroblastoma N1E 1i 5.
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7. Se dernostró que la línea celular NlE 115 constituye un modelo útil para realizar

t¡ansfecciones, ya que permite obtener eficiencias de transfección cercanas al

50%. La sobreexpresión de la CRMP-2 y la SCGl0 generaron raorfologías que

se pueden correiacionar a aqueiias que fueron obtenicias en culiivos primarios de

neuronas.

8. Se comparó 1os procesos de diferenciación neuronal en las células N1E 115 con

el desarroilo de polaridad de neutonas de hipoca.rnpo de rata. Se observó una

serie de diferencias, como el aumento de la expresión de las proteinas MAPs" it

ia activación de las vias de señaLzación de CDK5 y JNK. Sin embargo, Lma gran

dilerencia entre ambos procesos es que los neuroblastomas diferenciados no

poseen la polaridad bioquímica y funcional alcanzada por las neuronas, por lo

que constituye un modelo simplificado de la neuritogénesis.
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