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1.. RESUM[N

La Reelina es una proteína de matriz extracelular, que es capaz de unirse a ios

receptores neuronales ApoEM y VLDLR. La unión de Reelina a estos receptores incluce la

foslorilación en tirosina de la proteÍr.ra adaptadora mDabl, la que a su vez puede unirse a

nrírltiples proteínas activando diversas cascadas de transducción de señales; entre ellas la

c¡ue involucra la activación de Gsk3B y Cdk5, con la subsecuente fosforilación en nrodci I

de MAPIB, una proteína específica de neuronas implicada en el control de la estaL.;ilidad

dinámica de microtúbulos y la comunicación entre microtúbulos y filamentos de actina.

En esta memoria de título hemos producido Reelina recombinante a padir de células

HEK-293T tlansf'ectadas establernente con un plásmido que codifica para ei cl)NA dc

Reelina. La Reelina recombinante, presente en el medio condicionado de dichas células, iire

luego concentrada utilizando un sistema de filtración con corte por peso molecuiar.

Por olro lado, establecimos cultivos primarios de neuronas corticales de rator¡es err

estadío enrbrionario entre los días l5 y l6 post-fertilización (E15-816). que procedinros a

estimular con el medio concentrado enriquecido en Reelina.

Fuimos capaces de detectar la activación de Ia vía canónica de transducciól ,Je

señales activada en respuesta a Reelina en cultivos primarios de neuronas, en Ia crr¡l aírn no

se ha demostrado la participación de Rho GTPasas pequeñas. Esto nos indicci que la

Reclina recombinante obtenida se encuentra biológicamente activa.

Además determinamos la actividad de proteínas involucradas en Ia din¿inrica cic

actina en respuesta a Reelina, encontrarnos que la actividad de Racl no estaría siendo



modiflcada, pero si estaría siendo modificada la actividaá de efectores río abajo como son

I-lMK y Cofilina. Indicando que tal vez existe una regulación a través de la rnodulacitin de

otras proteínas involucradas diferentes de Racl con función similar.
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CCIÓN

La foflnación de las regiones laminadas del sistema nervioso centÍal (sNti) está

marcada por series de olas migratorias, en las cuales neuronas post-mitóticas dejan sir lugar

de nacirniento en la zona ventriculal y se mueven sobre las fibras de glias racliales a sLr

destino final, en donde se posicionan en capas bien definidas, dutante este proceso, las

neuronas que nacen en estadíos comunes de desarrollo Se diSpondrán en la ¡n;Sma caila

(R¡y(r.t y Hotten, t995; Trommsdorlf et al, 1999; GupÍü et al, 2002; Nadaraiah e¡ ol. 2001..

Nodarajah y Parnavelas, 2002).

Los eventos moleculares que regulan la interacción de las células que se encllelltran

rr.rigran<lo con su entorno y las señales que les indican su posición espacial durante el

desarrollo del SNC son complejas y aún rnuy poco entendidas (Ttotnmstk;rft ef ol. 1999).

Se han clescrito muchas moléculas que dirigen y modulan distintas etapas durar'rte

los procesos migratorios, como Netrinas, Slits, Efrinas y Reelina, a travéS de Ia activación

de corr-rplejas cascadas de señalizació;1 (Hdlten' 1999; Huber et c ' 2003. A'ftrrín 1'

Ruben.vtein,2003).

La Reelina es una glicoproteína de matriz extracelular de 380 kilodalton qtie es

secretacla por las células de Cajal-Retzius en la zona marginal o más externa de la corteza,

generando un gradiente hacia las zonas mas p|oftrndas y ha sido postulada coinc una:cñlil

qLre Ies indica a las neuronas cuándo deia¡ de migrar durante su posic;onam iellto (Ognt'r't et

at., 1995), de esta forma dirige la migración de las neuronas en una de las estrrtcttrras

lamirradas del cerebro, que corresponde a la corteza cerebral (Howell et al, 1999'¡. dando

origen a 6 capas bien definidas en ratones y httmanos (Gupta et al., 2002). Otras estlLrcturas



laminadas del cerebro, en cuya formación también está involucrada Reelina corresponden

al hipocampo y el cerebelo.

Para que las neuronas puedan migrar se requiere que el citoesqueleto neuronal sea

modificado dinámicamente. Dicha modulación requiere cambios en la formación y

mantención de microtubulos y microfilamentos de actina. (Rivas y Hatten, I995; González-

Billault et al, 2005).

Diversos experimentos y rnodelos animales han demostrado que la Reelina es una

señai crítica involuctada en el correcto posicionamiento de las neuronas que se encuen{ran

migrando durante la formación del sistema nervioso central en vertebrados (Gupta et al,

2002; Rice y Curran, 2001). Podemos observar en el diagrama de la figura I que durante la

fomación de la corteza del ratón Reeler (deficiente en Reelina; D'Arcangelo et al., 1995;

D'Arcangelo y Curran, 1998) se observa una inversión en la posición de las capas

co(icales, 1o que se observa también en animales mutantes para proteínas involucradas en

su aascada de transducciín (Gupta et al., 2002)"

E,]l-El+L]!---]

Posicionamiento en anima¡es deficientes
en proteinas involucradas en migración
neuronal dependiente de Reel¡na

Figura l. Diagrama que ilustra el posicionamiento de las neuronas según el

estadío de desarrollo. Se esquematiza el posicionamiento normal de las neuronas durante

..:I-. ^
firfijir
.i:l:1.i.
t"
i',ilíri .
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el desarrollo de la cofteza cerebral y el posicionamiento que se lleva a cabo etr anilr¿Llcs

nlLrtalrtes deficientes en Reelina ó alguna de las proteínas involucradas en su r'ía de

transducción canónica, como mDabl ó sus receptores ApoER2 .junto con VLDLR.

(Adaptado de Gu¡tfa et al., 2002.)

Se ha demostrado, mediante el uso de modelos murinos de pérdida de función, que

adicionalmente a Reelina, existen otras proteínas involucradas que son claves para ei

colrecto posicionamiento de las neulonas durantes el desan'ollo de las estrlictlras

lanrinadas del SNC, como el adaptador mDabl (Howell et al, 1997; Il/are et ul, 1997;

Btrlli./ et al. 2003; Bielas et al, 2001; Olson et al, 2006). las proteínas asociadas a

nriclotúbulos poco convencionales Dcx (Gdalyahu et al, 2001) y Lisl (Biclu: at ul. 100.1).

la proteína quinasa dirigida por prolina Cdk5 (Ohshima et al, 19961 jutto a sus activadoles

p35 y p39 (Chue et al, 1997; Ko et al, 2001; Gupxr y Tsai, 2003); así couro tarr.rtrién los

receptores para Reelina ApoER2 y VLDLR (Tromntsdot ff et al, 1999: Benhayon et ul.,

2003): junto con otros receptores que se han asociado a otras cascadas de señalización cn

respuesta a Reelina como son los receptores de o3Bl integrina (Anton et ol. 1999: Dululxtn

et al, 2000) y de protocaderinas (Kohmnra et al, 1998; Senzaki et al, 1999).

Nuestro grupo ha demostrado la participación de una proteína asociadr a

miclotúrbulos de tipo estructural, la MAPIB (González-Billau lt et al, 2001), en lr ví¡ Ce

señalización de Reelina. Muchas de las proteínas antes descritas son moduladas pol la

cascada de señalización canónica dependiente de Reelina (figura 2).

Se ha descrito que la actividad de Pakl puede ser modulada poL Cdk5. por kr t¡Lre

sería lógico que fuera también capaz de regular indirectamente a Racl y sus ¡rlotcitras



efectoras río abajo LIMK y Cofilina (Nikolic et al., 1998; proteínas cuyo borde en el dibujo

es más grueso en la figura 2, que se proponen como blancos para modular la dinrimica de

microfilamentos de actina).

Cytoplasm

\

,-"/

fUirrotúbulos

Figtra 2. Proteínas involucradas en la cascada de señalización c¿nónica inducida por

Reelina. (Adaptado de Gupta et al., 2002.)

Para determinar cambios en las propiedades dinámicas del citoesqueleto de actina

decidimos focalizarnos en la activación de las pequeñas proteínas GTPasas de la familia

Rho (Luo, 20()0). Esta familia de proteínas controla la polimerización y dinámica de los

microfilamentos de actina, funcionando como un intemrptor molecular que puede pasar de

un estado inactivo (unido a GDP) a uno activo cuando se encuentra unido a GTP, esta

í ñil-'.
\Lrf n\1tri;' Plasma

membT¿ne



activación/inactivación es catalizada por proteínas GEF (intercambiadores de nucleótidos

guanina, por sus siglas en inglés; Luo, 2000).

La familia esta subdividida en 3 grandes grupos de proteínas, a saber, Racl, cdc42

y Rho. Es asi, que se ha descrito que en neuronas la activación de Rac indr¡ce la formación

de lamelipodios, la activación de cdc42la formación de filopodios, y la de Rho induce el

colapso de las neuritas (Arber et al., 1998; Luo, 2000; Yang et al., 1998). Es por esto que

nos enfocamos en la activación de Rac1, para lo cual contamos con un ensayo bioquímico

que nos permitirá establecer cambios en la actividad de esta GTPasa monomérica.

Las proteínas pertenecientes a la familia de Ias Rho GTPasas tienen diferentes

funciones, dependiendo del proceso que se requiera llevar a cabo en un cierto lugar de la

célula (Sas§ et al., 2006), podernos ver un ejemplo en la figura 3.

B

RhoA

VAV¿

\
Rar:l

pl90AhocAP

RhoA\J

Figura 3. Modelo en el cual se ilustra los roles antagónicos que cumplen las

proteínas Racl y RhoA en fibroblastos. Ambas proteinas pertenecen a la familia de Rho

GTPasas. (Modificado de Sastry et al., 2006.)



l.a via dc señalización <lepcnclierrte de Racl puedc acti!eI e lir prott:ítla clrtirrr" r

Li\,1 l(. la curl I su Vez tiene como sustrato a la ¡rroteína de Lrllión a actina f t¡lllill¿1.

Cofilina. es una proteína que tiene actiridaal despo limelizantc de nlicit¡l'llar|i'r,',,r,;

de actirta que cuattdo se encuentra deslbsli¡rilada está en su cstado activo. sr': ha

,l. ril lr i'rrr,lo LlUc 5lt li[lLiün c. \ilJl paI.r l¡ ñ'l ln:reion de e.trLlilttrrt..'Jl,rLli." 't:."'

coltll)uestas por actina en los conos de crecimietito en la parte distal de los ptocesos'-li: l¡.'

11eütolltts.

I-ll\11( es una proteína que es capaz de autoloslbrilarse ¡'de ttlrirsc ciitectlirllti¡i,r r,

;licrL¡llhmenros de actina. e¡r su estado activo. es decn'. fbsl¡rilado. puecle troclitir', 1

¿cri\ idl.l cle colllina fbst-orilándola en la serina en posición 3 (Yang al tl.. 1998 ¡ clr rriri

rranL'ra dislrinLtir su aflnidacl por mic rofi lamerrtos de actina. lo qr:e tiene cotllo l-'sllir.ll,-iL-

Ulra r.eor.san izacióu del citoesqLreleto de actina. pe[rrrtiendo así la lbfl¡racirin dc

larrreli¡roclios (Yanget ctl., 1998, Arhcr t'r,tl. lgttÁ ltr't )01)0)



Con base en trabajos previos que han demostrado la participación de MAPIB. Lrna

proteína estructural asociada a los microtúbulos, en la vía de señalización de Reclina.

(González-Billault et al, 2000, 2001, 2005; trabajos sobre migración neLtrotral ¡,

estrt¡cturac ió¡r del citoesqueleto) proponemos que la Reelina es capaz de ¡lodLila¡ ia

actividad de proteínas claves involucradas en Ia dinámica del citoesqueleto de actina co:no

la Rho GTPasa Rac I .

.Antececlentes que validan esta hipólesis son Ios siguientes:

l) La sobreexpresión de un dominante negativo de Rac lr úlero- producc ttn a[rcslo

de las neuronas corticales en la zona subventricular (Kawauchi el al. 2003).

2) La sobreexpresión in útero rle una ionna dominante negafiva de Tiaml. una

proteína pefteneciente a la familia de activadores de Rac (GEF), produce un efecto sir¡ilar'

aunque no idéntico a la sobreexpresión del dominante negativo de Rac (Kau,aut'hi al ul,

2003).

3) Neuronas derivadas del mutante deficiente en MAP1B, que posee un lenotipo

sinrilar aunque no idéntico al mutante de Reeler, rnuestran una estructuración aberrante de

su citoesqueleto de actina (González-B illault et al, 2001; 2002).

3.- HIPÓTESIS



4) Mutantes en MAPI B muestran una disminución de las formas activadas de Rac v

una disminución en la unión de Tiarnl a microtúbulos neuronales (Gon:ále:-B illuult,

rc.su I t atb s,s i n pu bl i c ar).

5) Cdk5 ha sido colocado en la vía de transducción de señales dependiente cle

Reelina por debajo de mDabl (Gupta er al, 2002; Gupta y Tsai, 200j).

6) JIP-2, una proteína de andamio que interacciona con el dominio citoplasrnático

del receptor ApoER2 (receptor de Reelina). puede reclutar a Rho-GEF una proteína

involucrada en la activación/inactivación de Rho (Meyer et al.. 1999).

t0



El objetivo general

moleculares que controlan

respuesta a Reelina.

de

las

esta memoria de título es Analizar Ios r.nccanismr¡s

propiedades dinámicas del citoesqueleto de actina en

Es de nuestro interés ver Ia activación de proteínas Rho-GTPasas y sus et'ectores en

respuesta a Reelina, ya que se ha involucrado Ia actividad de estas proteínas en los procesos

de polirnerización/despolimerización de microfilar¡entos de actina. Para ellt¡ analizaremos

la posible modulación en la actividad de Racl y Cdc42 (proteína de la f'amilia Rho-G I Pasa

con función muy similar a Racl) y de LIMK y cofilina, proteínas capaces de unirse

directamente a la actina polimerizada, en neuronas estimuladas con Reelina. esto se llevará

a cabo nrediante pull down y utilizando un kit de activación disponible en el laboraLr-¡riir

para el caso de Racl y Cdc42; para determinar la modulación de LIMK y cofilina

detectaremos las poblaciones fosforiladas y totales de estas proteínas, analizando si existe

algLrna variación en su razón.
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,I. 1 OBJETIVOS E,SPECÍFICOS

J.l.l Producción de Reelina recombinante a partir de células tr*nst:,'r:,rtlirrr

cstáblemente con un plásmido que conticne el cDNA de Reelina

El prirner objetivo específico propuesto es la mantención de Ia línea celt¡lar HEK

293T Reelina (transf'ectada establemente con un plásrnido que contiene el cllNA

codificante para Reelina), la inducción de la producción de Reelina recontbinante ¡ Ia

postelior recolección y concentración del rnedio condicionado que la contiene.

:f.1.2 Fl,stablecimiento de cultivos primarios corticales de ratón en estadio emtrrionario

dia 15 a día 16 post -fecundación (815-E16).

Nuestro segundo objetivo específico es poner a punto el cultivo printario de

neuronas coúica¡es de ratón embrionario en los días l5 a l6 post-fecundación.

4.1.3 Detección de la actividad biolégica de la Reelina recombinante producida

anteriormente

El tercer objetivo es estudiar si la Reelina recombinante prodttcida es

biológicamente activa, para ello determinaremos la activación de proleínas 1'a desctitas

involucradas en su vía canónica de señalización mediante la estimulación de cultivos

prirnarios corticales.
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5.1 MATERIALES

5.1.1 Mate rial biotógico

5.1.1.1 .A.nimales

Se utilizaron las cepas de ratones (Mus musculus) C57BLl6.l y BALBic. Se

utilizaron estas dos cepas diferentes de ratones debido a que se ha descr-ito que el lonclo

genético puede afectar los resultados obtenidos, debido a esto se ha propuesto utiiizar

fondos genéticos comunes para tener resultados más reproducitrles. Ambas cepas utilizaclrs

sorr reconrendadas como cepas estándares (Frankel, 1998).

L,os animales fueron tratados según el protocolo de manipulación de anirnalcs,

diseñado por la comisión de ética del departamento de biología de la Universidad de ( hile.

5.1.1.2 Lineas celulares

Se utilizó la línea celular HEK-293T (proveniente de riñón humano enrbrionario). la

cual f'ue previamente transfectada establemente con un plásmido que contiene un gen qLle

coditica para el cDNA de Ia glicoproteína de matriz extracelular involucrada en migraciórr

neuronal radial Reelina (HEK-293T Reelina), inducible por privación de sucro. Se

utilizaron células HEK-293T sin tlansfectar como control.
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§.1.2 lleactivos quÍmicos v de cultivo celulár

Los reactivos y productos químicos de uso general utilizados duralrte el desarrollo

rle esta memoria de título fueron obtenidos de Sigma, TCL, Calbiochen'). Winliler y

Sudelab. Las películas autoradiográficas de FujiFilm (HR-U30). Los medios, antibióticos y

suplementos r-ltilizados para cultivo celular son de Gibco. Las placas de cultivo utilizadas

fueron adquiridas de Orange Inc. EI ECL es de Perkin Elmer.

5.2 MÉTODOS

5.2. L Cultivo Celular

Las líneas HEK-293T (línea control, sin transfectar) y HEK-293T-Reelina fireron

crecidas en medio DMEM suplementado con 5 ó l0% FBS, 100 puglnrl de penicilina. 100

¡Lg/rnL dc estreptomicina, geneticina (G418) 250 pLlml (como medio de selección para 1as

células transfectadas) y cultivadas en placas de cultivo de 100 mm a 37"C. en ur.l iltcul¡adoi

con 5% de CO2 y humedad controlada al 95% hasta alcanz una densidad de 80 a 90%.

Para inducir la producción de la proteína recombinante se utilizó el mismo rtedio sin sL¡ero.
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5.2.2 Est¿rblecimicnto de cultivos primarios

La preparación de cultivos de neuronas corticales se realizó a paftir de etrbriones en

estadio El5-8I6, según el protocolo previamente descrito (Banker )t ('ov'an, 19:i). F-ste

protocolo consiste en: después de obtener los embriones y disectar el tteocortex. el te.iido se

tiagrnenta y se incuba con HBSS - EDTA Tripsina 0,25o/o por l0 minutos a 37"C-

Posteriormente se realizan 3 lavados con HBBS y se disgrega suavemente e¡ tc.iido con t¡na

pipeta Pasteur. Finalmente se determina el nÚtmero de netlronas por contaje' en urr

hemocitómetlo y se siembran en placas de Petri de 100 mm (Orange cientific inc.) ó

cubreobjetos de vidrio de l2 mrn de diámetro recubiertos de un sustrato adhesivo (poli-D-

lisina) en placas de 24 pocillos; a una densidad de cerca de 2.5 millones <1e célLrlas para las

placas y de cerca de 70.000 células para los cubreobjetos, en medio netlrobas¿tl- I0'7í sLIero

de caballo (HS) suplementado con glutamina 2mM, piruvato I r¡M, I 00 ¡Lg/rrL de

perricilirra y 100 pg/rnl de estreptomicina, durante 3 horas. Luego de este intervalo de

t¡empo, se cambia el medio neurobasal-10% HS por el medio neurobasal suplernentado c(rn

827. glutamina 2mM, piruvato ImM, 100 pg/ml de penicilina y 100 pgi mL de

estreptour icina. Posteriormente las placas se mantienen en incubador humiditlcado a i7'C.

95% de hunredad y 5oA de CO2 durante dos días.
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5.2.3 l'r'oducciírn dc Reelina recombinante

i.2.l.l Inducción de la prttducción de Reelina recombinantc en célults i ia i'-r. '. '-.

Rcclina

Las células HEK-293T Reelina se mantuvieron en cultivo hasta una confluencia de

cerca del 80o/0, cuando se indu.io la producción de Reelina cambiando el medio de cultir o -i

ó I0% suero por uno carente de suero y se les permitió producir Reelina dL¡rante 3 clías.

realizando una recolección diaria, cambiando el medio condicionado por nredio fiesco. El

medio condicionado recolectado luego fue filtrado a través de membranas porosas de 0.22

Fm y flnallnente concentrado utilizando un sistema de filtración que separa las proteínas de

acuerdo a su peso molecular. Se procedió de [a misma matrera para el medio proveniente de

células control.

5.2.3.2 Purific:rcirin v concentración del medio condicionado

Los medios condicionados con la Reelina recombinante y control se centrilugaron a

2.500 rpm durante l0 minutos para librarlos de restos celulares presentes. Lueso se

filtralon trtilizando filtros ORANGE Scientific de 0,22 pm para eliminar posibles restos

remanentes que pudiesen haber quedado del paso anterior. Posteriormente los medios

llltrados se centrifugaron a 2.000 rpm utilizando filtros para centrífuga Mll.LIPORtj

AMICON ULTRA a 4 "C y los corlcentrados se guardaron a -20 "C hasta ser utilizados pata

la estinlulación de los cultivos priurarios.
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5.2.,1 Estimulación de cultivos primarios corticales de ratón con medio cnriqrrccido cn

Reelina recombinante

El medio que contiene a la Reelina fue diluído con medio fiesco para lucgo ser'

agregado a los cultivos primarios de neuronas de dos días de incubación in yifr¡¡ (2DlY )

durante diferentes tiempos. Los experimentos controles se realizaron utilizanclo r¡erlios dc

células sin trarlsfectar y medio f'resco solamente. Las neuronas fueron estintuladas durantc

períodos variables de 15 minutos a 6 horas para detectar las diferentes etapas de la vía de

transducción de señales canónica activada en respuesta a Reelina.

Después de la estimulación con Reelina, las células fuerorr utilizailas pala

experimentos de bioquímica o para inmunotinciones con anticuerpos específicos. Par-l ios

experimentos bioquímicos se extra.jeron las proteínas totales de las células ¡,se coicctarorr

en solnción tampón Laemmli 2X (Tris 250 mW SDS 4%/glicerol I 0o%/2 -mercaptoetano I/

ZYol azvl de bromof,enol 0,006%; pH 6.8) y posteriormente se analizaron por electrol'oresis

c in r¡ unodetección.
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5.2.5 llxtracción de proteínas y complejos proteicos totales a partir de cultivos

primarios

Para extraer las proteínas y complejos proteicos totales las células fueron lisadas en

soluciones tampón de extracción de proteínas (Tris 20 mM pH 7.4,4\aCl 100 nrM/ED'IA I

mM/Tritón X-l00 1% e inhibidores de proteasas PMSF 0,2 mM, Aprotinina I mM.

Leupeptina I mM y Pepstatina 0,2 mM) ó en solución tanipón de inmunoprecip itac ión (ll is

l0 mM pH 7,4/NaCl 150 mM/EDTA I mM/EGTA I mM/Tritón X-100 l7olortovanada¡o

dc scrdio 0.2 mM/NP-4O 0,5% IDTT I mM e inhibidores de proteasas PMSF 0.1 nr\4-

A¡:rotinina I mM, Leupeptina I mM y Pepstatina 0,2 mM) y tratadas según el tipo de

experimento que se realizará. Luego de centrifugar el extracro a 12.000 rpm durante l5

milrutos. obtuvimos el sobrenadante. el cual se consideró como el lisado total.

5.2.6 Inmunodetccción

5.2.6.1 Dot btot

Paru realizar este ensayo cargamos muestras del medio condicionado en diluciones

set iadas en potencias de l 0 directamente sobre membranas de nitrocelulosa corr t¿rrl¡ño cie

poro de 0,45 lrm (PerkinElmer) colocada en una cámara cle Dot btot (Bio-Rad). La

presencia de Reelina en los diferentes pocillos fue evaluada utilizando r¡lt protocolo

estándar de inmunodetección.
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3.2.6.2 llestern blot

Las muestras fueron separadas en geles de poliacrilamida a concentraciones

adecuadas para los pesos moleculares de las proteínas a caracterizar. Una vcz sepaladas. las

proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa con tamaño de poro de 0,45 pLnr.

para posteriormente ser bloqueadas con PBST ó TBST saturado con 57o Ieche e incLrh¿idas

con los anticuelpos primarios en PBST ó TBST-l% leche a las diluciones previamente

estandarizadas en el laboratorio. Luego de lavar cinco veces por 5 minutos con PBST ó

TBST se incubaron con los anticuerpos secundarios adecuados. tanrbién preparados cn

PBST ó TBST-l% leche. Posteriormente, las membranas fueron nuevalnente lavadas cinco

veces durante 5 minutos con PBST ó TBST. Finalmente, las membranas fueron incut¡adas

con el reactivo de quim io luminiscencia aumentada ECL y reveladas utilizartdo fllmes

autoladiográIicos. Para los análisis densitométricos se normalizaron las señales obtenidas

contra una proteína "house-keeping" como o-tubulina (Sigma) ó p-tubulina (Santa CirLIz

biotechnology) como controles de carga.

TBST fue utilizado para la inmunodetección de proteínas foforiladas

5.2.7 Inm u nofluorescencia

Los ensayos de inmunocitoquím ica fireron realizados según protocolos descritos pttt'

Álvarez et al, 2001. Brevemente, los cubreobjetos que contienen las nettronas iireron lr.jadas

con una solución de sacarosa 4%o/paraformaldehido 4% y posteriorlrente cot't tttetanol

absoluto a -2OoC, luego fueron permeabilizados con PBS 1X/Tritón X-100 0.201, clttratrte 5
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mir'rutos. Posterionnente se incubaron con PBS-BSA 1% (solLtción de bloquco) dLrrilrrtc I

lrora a telrperatllra ambiente o toda la noche a 4o C. Se procedió a incubal los o Lrbrco ir.ietits

cou los anticuerpos primarios en solución de bloqueo dulante I hora a tenr]rcratura

am[':iente o toda la nocl.re a 4oC. Luego de lavar 3 veces con PBS, los cubreot'rletos fueron

incubados con los anticuerpos secundarios en solución de bloqueo coniugados a l-lTC

(Alexa Fluor). TRIC (Alexa Fluor) 546 anti-rabbit y anti-mouse (Moleculal Protres) segírn

fuela ¡recesario. Después de 3 lavados con PBS se montaron en poúaobjetos utilizando el

reactivo FIuorSave (Calbiochem). Adicionalmente, el citoesqueleto de actina fle dL'tecta(lo

utilizando Faloidina-TRITC (Cytoeskeleton lnc.) y el núcleo con ToPro (lnvitrogen).

Finalmente, las células fueron visualizadas en el microscopio confocal invertido LSI\4 510

(Zeiss).

5.2.8 In mu noprecipitación

Se cuantificó el lisado total de proteínas mediante el protocolo descrito por llradti;rd

(Bradford el al, 1976) y 400-500 pg de esta preparación fueron incubados con 3-5 ¡tg cle

anticLlerpos específicos en un volumen flnal de I mL de solución tampón de

inmunoprecip itación (Tris l0 mM,4.JaCl 150 mM/EDTA I mM/EGTA I mM/Tritón X-100

l%o/ortovanadato de sodio 0,2 mMA{P-40 0§% pH 7,41 DTT I mM). Esta mczclr sc cie ici

irlteractuar durante I hora a 4'C. Luego. se agregaron 20 ¡rL de una solución Proteína A-

Agarosa al 50% en PBS, se mezcló y se dejó agitando durante 60 rninutos a zl"C. Después

de centrifugar la nezcla durante I5 minutos a 3.000 rpm a 4 "C. el pellet fL¡e recul,.e!'a(1o.

lavado tres veces con tampón de inmunoprecipitación y resuspendido en la cantidad
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nccesaria de solución tampón Laemmli 2X. Las proteínas fueron flnalmente separaclas por

SI)S-PAGE v caLacterizadas mediante Wc.\tern blot.

5.2.9 Determinación de la ¡ctividad de proteinas cuya actividad dcpetrtle rie

fbsforilación en cultivos primarios corticales de ratón

5.2.9.1 Actividad de mDabl

Para llevar a cabo la detección de la fosforilación en tirosina de mDabl primcro sc

realizó una inmunoprecipitación de mDabl (anticuerpo de Santa Cruz b iotcch rrt; iogr .

producido en conejo), para luego detectar la fbsfolilación mediante inmurrodelccc ii» con

un anticuerpo que reconoce específicamente fosforilaciones en tirosina. obteniclo cle

Upstate. producido en ratón, clon 4G10.

5.2.9.2 Detc'cción de la actividad de MAPI l], t,IMK v Cofilina

Para determinar el grado de fosforilación de estas proteínas se realizaron

in r¡ Lrnodetecc iones de las poblaciones fosforiladas y totales. Luego se cuantilicaron por

densitometría (Kodak Digital Sciences lD 3.0.2) y se procedió a hacer I¿ r'elación e nrrc

estos dos estados.

Los anticuerpos utilizados para detectar MAPIB total y fosfolilada en r¡rocio I

fueron N-19 ploducido en cabra (Santa Cruz biotechnology) y SMl3l. rlonoclonal

(Stern[rerg) respectivamente.
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Para la detección de cofilina fosforilada y total se utilizaron anticuerpos ceciirios

gerrerosarnente por el Dr. James Bamburg. Para LIMK se utilizaron anticllcrpos ¡trodLrcicios

en cabra de Santa Cluz biotechnology para la población total y ¡rroducidos en cone.io r.le

Cell signaling Technology para [a población fosfo¡ilada y el anticuerpo usado para detectar

Ia Reelina recombinante producida fue obtenido de Chemicon, producido et¡ ratón. clotr

Gl0.

5.2.10 Deterrninación de la actividad de llacl

Para determinar la actividad de Racl en cultivos primarios corticales en E I 5-E i6 se

utilizó t¡n kit de activación de Racl obtenido de Citoskeleton inc.

Este ensayo se basa en la capacidad que tienen algunas proteínas electot-¿rs. lts

cuales poseerr un dominio conservado llarnado PAK, de interactuar cort la 1br¡a irctiva de

Rac l. es decir, la que se encuentra unida a CTP (Bernard et al., 1999).

Se procedió a seguir un protocolo de Pull-down utilizando los componente-s Cel i<it.

que consiste en realizar un extracto total de neulonas tratadas con el ntcdio ct¡rrtr''.ri " cl

rredio enriquecido en Reelina recombinante enlre 2 a 4 horas, tierrpo prLtdetrte para

detectar una activación de Piac (Mendozo-Naranjo et al., 200) en solución tantpón de Iisis

(Tris 50 nrM pH 7,5/ MgCl2 i0 mM/ NaCl 0.3 Ml 2% IGEPAL) para luego clariflcarlo

mediante centrifugaciór'r a 8.000 rpm por 5 minutos y medir concentración de proteíl'las.

Luego se tornan al menos 2 mg de proteínas totales y se lleva a I mL con solución tarrprin

de lisis. se añaden 20 pL (cerca de 20 ¡rg) de PBD-GST, que contiene al dominio PAi(. ¡
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l0 pL de inhibidores de proteasas (concentrado i00 veces). Posteriormente se dejan

interactuar por I hora a 4oC, se centrifuga a 5,000 g por 3 minutos a 4"C 1' se prü.clic a

lavar 2 veces con solución de lavado (Tris 25 mM pH 7,5/ MgC12 30 nrM/ NaCl .10 ¡rirl).

Luego el pellet se resuspende en solución tampón de Laemmli 2X y se guarda a -20"C hlsta

ser utilizado para la inmunodetección de Rac I .
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6.- RESULT'ADÜS

Sc eligiti corteza cerebral coll1o m¿rterial de estudio por las siguientc\ rltzone.:

a) Reelina es una señal que comanda la migración radial de neuronas en las resiones

lanri¡radas del cerebro, que corresponden a hipocampo, coÍteza y cerebelo.

b) Esta región posee una gran masa, es fácil de identificar y de disectar. Adenrhs se

utilizaron embriones en estadío de desarrollo l5-16 días post f'ecundación. debido a que es

.iustanrente Ia ventana temporal en que se cstá llevando a cabo parte llcl ¡:;.,.,., -l;

migración neuronal radial dependiente de Reelina durante la formación de las regiorres

laminadas del SNC.

6.I INMUNOFLUORESCENCIAS DE CULTIVOS PRIMARIOS CORTICALES DE

RATÓN ENE15-ET6.

En primer lugar realizamos la caracterización de los cuitivos prrmalros crc

nellronas corticales. Para ello, las neuronas fueron teñidas con anticuerpos qlre rcconocel']

proteínas estructurales (cr-tubulina. figura 4B ) y proteinas que se expresan exclusivamente

en neuronas (B III+ubulina. figura 4C). Vemos en la fotografia en contraste de I'rse v

rnediante la inmunotinción corrtra o-tubulina (figuras aA y 4B). que luego de dos días de

crrltivo in vitrtt (ZDIY), las neuronas ya poseen procesos bien definidos. Estos canrbios

nrorfblógicos muestran que existe una extensión citoplasmática que es muciro rras larga
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que el resto de los procesos, correspondiendo este al axón. Así mismo, se observan

numerosas proyecciones de menor tamaño y equivalentes entre ellas. Estas constituyen las

neuritas menores, las que en estadios posteriores del cultivo dará¡ origen a las dendritas.

Para corroborar que las células presentes son realmente neuronas, realizamos una

inmunotinción con el marcador neuronal B-III tubulina (figura 4C). Adicionalmente, para

detectar la población total de células presentes en el campo visual se tiñeron sus núcleos

con ToPro (en azul, ñgura 4C). De esta forma, podemos asegurar que la mayoría de las

células presentes en fluestros cultivos primarios corresponden a neuronas.

Nótese que la figura 4A coresponde a1 mismo campo visual que la f,rgura 48, no así

1a figurz 4C

Figura 4. Cultivo de neuronas corticales de 2 días de cultivo in vitro. A, Fotograffa de

contraste de fase; B, inmunotinción contra c¿-tubulina total en verde y en azul los núcleos; C,

inmunotinción contra Blll-tubulina en verde y azul tinción nuclear. La magniñcación utilizada

conesponde a 40X y el tamaño de la bana es de 30 ¡-rm.
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6.2 OBTENCIÓN DE REELINA RECOMBINANTE

Una vez estandaÍizado el cultivo primario de neuronas colticales. procedinros a Ia

obtención de Reelina recombinante. La producción de proteínas recombinantes reqrriere ser

cornprobada. Por esto, se llevaron a cabo dos ensayos bioquilricos con cl 1l;r ilc J:::.::1.. l:.

Reelina en los medios condicionados. obtenidos de las células transfectadas e¡r contliciones

plivadas de suero.

l¡.2.1 Detección de Reelina recombin¿nte mc¡liante Dot blot

Se evaluó la presencia de Reelina para diferentes eventos de tecolección de medio

condicionado, tanto de células productoras de Reelina, como de células contrr)i ) rlna

solución de BSA como controles negativos (Figura 5). Como podemos ver elr la llsuln 5"

sólo se observa señal en Ia segunda línea correspondiente al medio condicionado clc células

productoras de Reelina recombinante, además se ve que ésta va disminu¡,encltl acolde

aumentamos la dilución.
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Dilución
BCD

BSA

Reelina

Control

Figura 5. Detección medi¿¡nte dof blot de Reelina recombinante. Las ,urcr,s

corresponden a control negativo (BSA), medio condicionado concentrado con Rcelina (lleelina) y

rnedio condicionado concentrado de células control (Control); las colun.rnas correspondcn a una

di[¡ción seriada de las muestras; A, sin diluciónt B, l/10; C 1/100r D. I /1.000 y E. l/ 10.000.

6.2.2 Detección de Reelina recombinante mediante Western blot

Adicionalmente a la detección de Reelina mediante dot-blot, se realizir Lrn

Western Blot para corroborar la presencia de la proteína en los medios condicionac rs.

Como se puede observar en la figura 6, el anticuerpo [econoce no solo a !a !r,r¡reí,,:r

completa. sino que también a los fi'agmentos proteolíticos derivados de ella dcbiclo a sLr

gtan tamaño. De entre estos fragmentos podemos observar uno de 250 KL)a en nuestro

ensayo que es justamente la señal que se ve más intensamente, este fragmento ha sido

pleviarrente descrito por otros grupos y tiene la capacidad de activar la vía canónica en

respuesta a Reelina (D'Arcangelo et al., 1997).

A
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KDa

33 I
302

250

3 114

Figura 6. Detección mediante Weslern blol de Reelina recombintntc. I.r,:r crilr-iles

coLresponden a diferentes diluciones de los medios condicionados extraídos de: A" dilución l/ l0r

B. l/50 del medio condicionado de células productoras de Reelina reconrbinante ¡ ('. sirr dilLrción

del medio condicionado de células control. Los pesos moleculares correspondicntes a cada

fiagrnento reconocido están indicados por flechas.

6.3 ACTIVACIÓN DE PROTEÍNAS INVOLUCRADAS EN LA ViA DE

.IRANSDUCCIÓN 
NN, STÑAIES INDUCIDA EN RESPUES'I-A A R[,IiLi]\A

Para determinar si la Reelina recombinante producida se encl¡entra biológicarlente

activa, se procedió a determinar si existen modificaciones de algunas de las proteínas

involucradas en la vía de transducción canónica inducida en respuesta a Reelirra en cLrllivi¡s

prirnarios de corteza de ratónes embrionarios (El5-El6), luego de dos días de cLrltivo úr

vilro.

<-
é-

<_
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6.3.1. Activación de mDabl

Está bien descrito en la literatura que uno de los eventos claves.v rrás ten.lotallos

presentes en la vía de transducción de señales canónica inducida por Reeiina. son las

fbsforilaciones en Ias tirosinas 198 y 220 de la proteína adaptadora mDabl (Hotr¿ll at al .

1997: Hov,ell el ol., 1999: Keshvara et al., 2001; Ware et al., 1997).

Aquí. dernostrarros que la cantidad de mDabl fosfbrilada llega a un rnáximo lLrego

de 30 minutos en cultivos primarios de neuronas corticales estimulados ci¡rr Reelina

recombinante. a los 60 minutos observa¡nos una leve disminución en la intensitl¿ti rlc ir

banda en comparación a los 30 minutos (Figura 7D). El tratamiento con el medio control se

llevti a cabo durante 30 minutos (Figura 7A).

C Reelina

30' 30' 60'

D

08

0.7

06

0,5

0,1

0,3

0,2

0,r

respuesta

la población

control de

a Reelina

total de la

carga: D.

,,KW§

¡i' ü erüFl
:, .r, i :.t::,rtl .::,:.ir' l

0

Figura 7.

recombinante. A,

ploteína mDab I .

Control 30'

Fosforilación en tirosina de mDabl en

Se determinó la foslbrilación e¡r tirosina y IJ.

C, inmunodetección de p-lll tubulina como
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histograma que muestra la estandarización de los datos mediante la relación nrDlbI

losfbrilada/ mDabl total mediante densitometría de las señales. [,as diiercrrcies

significativas con respecto al control se muestran con asteriscos, se uti¡izó Ia prLiebr ll.:

signiticancia t de student con un t < 0,05.

El peso molecular calculado según la migración relativa de mDab l es de celca cle 79

KDa y el peso molecular descrito en la literatura es de 80 KDa (Howell e t ol., 1999). E.l

errsayo f'ue realizado 3 veces.

(r.3.2. Fosforilación de MAPlB

Otro evento bien descrito en la vía de transducción de señales dependiente cle

Reelina es la fosforilación en modo I de la proteína asociada a microtúbulos lB (MAPiB;

Gonzalez-Billault, 2005). Es por esto que también evaluamos el grado de fbsfblilaclirn cle

esta proteína en cultivos neuronales expuestos a Reelina recombinante a distintos intervalcls

de tiempo.

Podemos ver en la figura 8, que a tiempos coltos como l5 minutos 1-a se indLr.io Lin

aurnento en la fosforilación en modo I de MAPIB, la cual se ¡ncrementó a los 30 nrinutos y

alcanzó el máximo nivel observado luego de I hola del tratamiento con el nredio

condicionado enriquecido en Reelina recombinante (Figura 8).
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(l

Figura 8. Fosforilación de MAPIB en respuesta al tratamiento con lleelina

recombinante. A. Se detectó la población de MAPIB fosforilada en modo Iy B, la población total

de MAPI B: C. B-III tubulina como control de carga y D, Histogranra que Inuestra la ¡azón

MAPIB-P/MAPIB total mediante datos de densitometría. Calril I corresponcic al t|atanriento de

l5 r¡inutos con el medio condicionado; carril 2, 30 minutos; carril 3, 60 minutos 1 ca[r'il '1.

tratamicnto con el nredio control. Los datos con una diferencia de t < 0,05 colr respect{) ai conirol

se mLlestran con asteriscos. Los datos graficados colresponden a tres experimentcs iiiclcpcrclien',cs.

El peso estimado de MAPIB, segitn su miglación relativa, es de 320 KDa. Da{o t¡Lte

concuerda con lo descrito en la literatura (Gonzalez-Billoult et al., 2001).
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6..1 Actiración de Racl en respuesta a Reelina

Mediante ensayos de ptrll-dov'n, que permite capturar a la GTPasa Rac I cn su

configuración activa (unida a GTP), se evaluó si Racl es activada en cultivos primarios de

neuronas corticales de ratón El5-El6 en respuesta a Reelina recombinante a dilelentes

tiempos de estimulación.

Podemos apreciar que la actividad de Racl no se ve influenciada en nelrlonas

tratadas con Reelina recombinante en relación a neuronas tratadas corl r.nedio control

(Figura 9). No tenemos una significancia entre los niveles de Rac I activo ett atlbas

condiciones debido a que el ensayo se realizó una vez, se requiere repetir el ensavo Llr.)

mavt¡r nírmero de veces.

Cabc mencionar que la cantidad de proteína detectada en el precipitado corresponrit:

a RacI unida a GllP, en su estado activo; mientras que en el sobrenadante sc encuentr¿r la

fiacción de proteína Racl unida a GDP. es decir. en su estado inactivo.

Pull-Do*n Sobrenadantc .

C R B-anr ilo icleHis-Rac C R p-arriloide

Figura 9. Pull-down de Racl-GTP. En la figura se muestra la inmunodetección de Rac. E,l

primer carril corresponde a una proteína de fusión Rac'l con una cola de histidina; segundo calril.

extracto de neuronas tratadas con medio control; tercer carril, neuronas tratadas con Reelina
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recombinante; cuarto carril, neuronas estimuladas con péptido p-arniloide. Sc uririzit ia nttst¡¿t

simbología para Ios sobrenadantes del Pull-Dotvn.

En el caril I se cargó la proteína de fusión Racl-poli histidina provista en cl kit de

activación de Racl como un control positivo para el protocolo de Western blot. El pcso

nrolecular calculado para Racl concuerda con lo descrito en el kit de activación de Racl.

este valor corresponde a2l KDa.

6.5 LIN'I quinasa (LIMK) y Cofilina

En esta parte evaluaremos canrbios en Ia actividad de Cofilina v llMl( n¡ra

deten¡inar variaciones en la dinámica de actina en respuesta a Reelina.

Sc observa que a los 30 minutos de exposición de las neuronas a Reelina. cl grado

de fbsfbrilación de LIMK es máximo y a rnedida que pasa el tiernpo clecac a Iriveles

similales al tratamiento con el medio control; resultado que concuerda con lo obtenido para

Cofilina en el misrro intervalo de tiempo, también vemos una dependencia entre los ni\ elcs

cle ioslorilación entre ambas proteínas a tiernpos mayores que 30 minutos (FigLrra l0). Pur

lo tanto estos resultados sugieren indirectamente la modulación río arriba de Rac. ó bien de

alguna otra proteína perteneciente a la f'amilia de Rho GTPasas y sustentan un papel par-a

Reelina en los cambios asociados al citoesqueleto de actina.
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Figura 10. Inmunodetección de Fosforilación de LIMK y de cofilina. A. LIMK

fbsforilada; B, LIMK total; C, cofilina fosforilada; D, cofilina total y E. p-lii ttrbLllina conro

corrtrol de carga; presente en cultivos prirnarios a 30 (carril 2),60 (carrit 3) y 120 rrinLrtos (carril 4)

de estirnulación con Reelina recombinante y 120 minutos de tlatamiento ct¡rr mcdio control (carril

l): F y G, Densitometrías correspondientes a la razón P-LIMK/LIMK total ¡, de P-

Cofi lina/Cofi lina total, respectivamente. Las diferencias con una t < 0.05 cott respccto a la

situación control se denotan con asteriscos. Los experimentos f'ueron realizados 3 veces

independientes.
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6.6 ForoGRAFies nr C0NTRASTE DE FASE DE cuLTIVos PRIMARIoS

coRTTcALES »n neróN EN Ets-816 TRATADoS coN REELINA

RECOMBINANTE

Para evaluar si hubo algún cambio morfbmétrico en cultivos neuronales de dos días

tratados con Reelina recombinante, procedimos a realizar fotografías de ci¡ntlastc ric tásü

de neuronas primarias estimuladas por'60 minutos con medio enriquecido err Reelina v

control.

Control

Reclina

Figura 11. Fotografías de contraste de fase de cultivos de neuron¿r¡r corticales

estimuladas con medio control y enriquecido en Reelina. A, neuronas estir.nr¡ladas co¡r r¡edio

control y B, neuronas tratadas con el medio enriquecido en Reetina durantc 60 minutos. Se

rnLlestran tres campos visuales tomados al azar en cada condición. las flechas indican ¡runtos de
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ramilicaciones de procesos. todas las fbtografías tienen una magnificación cle 40x _r el tarnañt¡ cle

la barra collesponde a 30 ¡rm.

Detectamos, de manera preliminar. que las neuronas tratadas con Ileelirir

recombinante tienen un número mayor de rarnificaciones, tanto en el axón cotro en Ios

procesos menores, algunas se encuentran señaladas mediante cabezas de tlechas (FigLtra

I t).

I-as neuronas tratadas con Reelina tienen 6 ramificaciones en promedio. uriel'rtrils

que las t[atadas con el medio control tienen 4 rar¡ificaciones en plomedio.

Cabe mencionar que estos resultados son preliminares y que se reclLrierc analizal r-rrr

núrmero mayor de células para tener un resultado estad ísticamente significativo. )a que se

ctrantificaron l0 neuronas controles y 16 neuronas tratadas con Reelina recor¡binante.
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- DTSCUSION

En este trabajo hemos puesto a punto las técnicas necesarias para estudial el electt¡

de la gliooproteína de matriz extracelular Reelirra sobre la dinámica del citoesqLreleto

net¡ronal. Como primer paso, determinamos mediante in¡nunotinción con el mr.clr{lol'

neuronal ''p-lll tubulina" que las células presentes en nuestro cultivo prinrario son

nrayoritariamente neuronas. (Figura 4).

La presencia de Reelina recombinante en los medios condicionados se detectó

nrediante dot blot (Figura 5) y Western blot (Figura 6). Además. se pudo deterrr.rirla¡' tanto el

pcso molecLrlar de Ia Reelina como de diferentes fiagmentos proteolíticos de ella.

Para verificar si la Reelina recombinante que se obtuvo desde los nrerlios

condicionados se encontraba realmente activa, se estudió si ésta era capaz cle activar Ia vía

canónica que involucra a la proteína adaptadora mDabl. Como resultado se encontrti que ia

proteína recombinante indujo la fosforilación en la tirosina de mDabl, siendo la respLresta

nráxima observada a los 30 minutos de tratamiento (Figura 7). Además se observó que Ia

tbsfbrilación disrninuye levemente a los 60 minutos, esto puede ser debido íl :l'.r. lri':r '.,r,'

qL¡e se activa la cascada de transducción de señales en respuesta a Reelina. h¿ry proteínils

con actividad tirosina fosfatasa que son capaces de desfostbrilar a mDabl. ó bien se lleva a

cabo una inactivación de la ó las quinasas (posiblemente pertenecientes a la I'anrilia Src)

responsables de fosforilar a mDabl (Ballif et oL, 2003). con el fin de que no erisl¡ urr

estirulo continuo de activación de la vía en respuesta a Reelina sobre la neurona.
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Como mDabl puede interactuar con diferentes protefuas que están involLrcradas en

distintos plocesos celulares, su activación por un período prolongado de tiem¡:ro podría traer

ef'ectos pleiotropicos no deseables. Cabe destacar que aún no se han demostrado dc nr¿¡nela

corlsistente los eventos moleculares responsables de la activación/inactivacitln de nrDabl

1Ba lli.f cr al. 2003).

Además se determinó si la proteína asociada a microtúbulos MAPIB es lbstbriiada

eu r¡odo Ien respuesta al tratamiento con Reelina, tal como se describe en Ia literatura

(González-Billault et al, 2001). Como resultado, se pudo observar que al cabo de 15

minutos de tratamiento con Reelina recombinante se obtuvo un aumento en la fbsfbrilación

de MAPI B siendo máxima la respuesta obseryada a los 60 minutos (Figura 8).

En el caso de [a modulación de Ia actividad de las GTPasas, determinamo:r ciLre la

Reelina recombinante producida no estaría modulando la actividad de Racl (FigLrra 9). csto

requiere ser verificado aumentando el nirmero de ensayos. También pLrede que este

resultado sea influenciado por la cantidad de proteínas presentes en el extracto tot¡1. dr'bido

a que el kit requiere una cantidad de 2 mg de proteiras totales y esta cantidad es nrLr¡,- di{'ícil

de o[¡tener en cultivos pr¡marios de neuronas en los cuales las células no se divider]. Se

utilizó como control positivo el tratamiento de neuronas con péptido l3-amilorde qLre

lecientemente ha sido descrito que activa aRacl (Mendoza-Naranjo et al. 20011. Conrt¡ irr

control negativo para experimentos futuros utilizaremos ácido lisofosfatídico para estinrular

a Rho, y de esta fonna inhibir a Rac I .
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Observamos diferencias en Ios patrones de fosforilación de LIMK y colilina. c¡ue

son proteínas cuya actividad puede ser modificada por proteínas de la familia cle las I(hcr

G'l'Pasas pequeñas y particularmente por Racl (Yang et al., 1998), presentes en cLrltivcis

primalios corticales de ratón El5-El6 en [espuesta a Reelina con relación al li:rlr:r.: r..,

con medio contlol. Tal como se esperaba. encontramos que hay cambios en la activid¡d dc

estas proteínas, que se sabe, están relacionadas con la modulación del citoescluelcto cle

actina, el que debe ser modificado dinámicamente durante el proceso de migracitin

neurorral nrientras se está estableciendo el SNC (Huber et al, 2003: Kav,auchi at ul )003)

Cofilina es una proteína con actividad despolimerizante involuclada en la dinámica

dc filamentos de actina y se encuentra activa cuando está en su estado no fbsforilado.

nucstros resultados preliminares concuerdan con lo descrito anteriolmente. que c()llc5l)!)irii!

a qr-re existe relación entre una disminución en el grado de fosforilación de cLrlllina

ploducto de una disminución de la actividad ó fosfbrilación de LIMK (figura l0: Pt¡llortl ct

ol, 2000). Cabe mencionar, que cof,ilina puede tener diferentes grados de actiVi(la.j cn

dif'erentes paftes de la célula, dependiendo si se lequiere una mayor o menor ilinarrricici¿rrl

del citoesqueleto de actina. Al hacer el extracto total de proteínas se observa a la poblaci(rn

total de cofllina y su actividad como un promedio, lo qué no discrimina diferentes slados

de actividad locales en distintos lugares de la neurona (Yang et ol, 1998: Arber e t ul. I 99¿il.

Se determinó, de manera preliminar, mediante microscopía de contraste de thse que

Ias neuronas tratadas con Reelina recor¡binante tienen un mavor n[r¡relo de pr(]licsos \

ramificaciones (Figura I l ); no obstante, para asegural es¡o hace falta un nime¡'o rlalor t]e

campos a analizar y medir longitud axonal promedio y total, de neuritas y núnrero cle

rarrificaciones primarias y secundarias. Estas observaciones concuerdan con la iclea cie que
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se rcquicren cambios en el citoesqueleto, mediados por modulaciones de la activiclacl de

proteínas asociadas a mic¡otúbulos (MAPs) y de proteínas GTPasas pequeñas. c\ cirii)rr !lr.i.

tienen como resultado cambios en la rnolfología neuronal, mediante la nrodt¡laciiin de los

procesos de elongación axonal, ramificación de axones y de procesos menores (Rrlrr.r,r'

Hutten, 1995).

La alta concentración de filamentos de actina vista en el proceso adelanfado dc

células que se encuentran migrando se cree que están involucradas e¡r la extensión ¡

retracción de sus lamelipodios y filopodios; además el arresto de la migración cle céluias

lLrego del tratainiento con citocalasina B sugiere que el ensamblamiento de las subunidades

dc actina es un evento importante durante la migración neuronal. mientras que los

microtúbulos estarían especializados en la locomoción del soma neurr¡nal. Los

microtúbulos presentes en el proceso adetantado podrían servir para orientar el movimiento

hacia una dirección dada, sirviendo como una estructura para el flujo de organclos 1,,

vesículas que se observan en células que se encuentran migrando (Riva.s v Hatten, l()95).

En otro trabajo previo, luego de hlar células que se encontraban migrando se evaiuó

su nrortblogía. En ellas se reportó la obsewación de una interacción especializada entre Ia

glia ladial y la neurona caracterizada por involucrar elementos de citoesqueleto. qLre sc

errcontrab¿ ausente en células en reposo (Grcgor.¡z et al, 1988). La proximidad observ¿r.l¿r

durante la interacción entre estos dos tipos celulares sugiere que contponentes de Ia

superficie celufar están involucrados en el proceso de migración (Hatten. 1999).
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La rnigración coordinada de las neuronas es un paso clave para la fbnnación de una

arquitectura funcional en el cerebro de mamíferos. Para elucidar los nrecanismos

molecLrlares que subyacen este proceso. Kal'auchi y colaboradoles. el año l00i rellizalon

electroporacione s in útero de dominantes negativos de RacI. y sus lrctivitclores

STEF/Tiarn l, además de la molécula involucrada río abajo en la vía de señales c-Jurr N-

terminal quinasa (JNK). Dando como resultado una inhibición del ploceso de triglacitin

radial de las neuronas sin afectar su diferenciación. Interesantenrente, se obselralon

dif'erentes f'enotipos, la supresión de la actividad de Racl causó una pérdida del procestl

adelantado, mientras que la supresión de JNK no tuvo efecto sobre é1, si no que tuvo conto

colrsecuencia una morfología irregular y un aumento de ¡¡icrotúrbulos 951¡hl¡s -'- l1'':

procesos,.junto con una disminución en los niveles de fosforilación de MAPIB. ano jarrdo

un posible rol paraJNK en el control de la dinámica de tubulina eÍr neuronas que se

encLrentran rnigrando (Kawauchi et al, 200j).

Los antecedentes y los resultados obtenidos en este trabajo indican que durante el

proceso de rnigración neuronal radial dependiente de Reelina se requiere una modulación

tanto del citoesqueleto de tubulina y de actina como de sus proteínas asociari.r. t¡¡iu

controlar cambios necesarios en la morfología neuronal durante la formación del SNC en

venebrados (Ogav;a et al, 1995). Existen diversas enfermedades neulológicas relacionaclas

a fáll¿rs en los mecanismos involucrados en el correcto establecimiento de las capas tlLre

componen las regiones laminadas del cetebro y con mutaciones en el gen que codilrca pala

Reelina. como son el autismo, esquizofrenia, desórdenes bipolares, lisence{hli¡L (del latín.

cerebro liso; en esta enfermedad se ve una disminuciórr de los zr¡rcos cereblaies).
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lreterotropía periventricular' etc (Costa et al' 2002: Fatemi' 2001: Httng et ot" 2000:

Ptrriní et al ' 2006)'

Los resultados y proyecciones de esta memoria de Iítulo permitirán estudiar palte de

los mecatrismos involucrados en la legulaciórl del citoesqueleto en respLlesta a l{cclirrlt'

4)



8.- CONCLUSIONES

l.- Produjirnos Reelina recombinante a partir de células HEK 293 I transl¡cta(las

establemente con un plásmido que codifica para el cDNA de Reelina. La producción de

Reelina recombinante fue demostrada mediante dos ensayos bioquímicos de

innrunodetecc ión Dot blot y llestern blot, los que arrojaron resultados ¡rositiros par':r el

medio corr Reelina. Paralelamente se recolectó y concentró medio condicionado de célL¡las

HEK 293T sin transt'ectar, que fue utilizado como control.

2.- Pusir¡os a punto el establecimiento de cultivo prinrario de neurolras cotticrlcs

dc ratón embrionario en estadío El5-El6 de desarrollo, los qLre luego 1i¡eron estinrr"rlatlos

con el r¡edio condicionado concentrado enriquecido en Reelina.

3.- Demostramos que Ia Reelina producida es fisiológicamente activa. )a quc es

capaz de inducir cambios en los patrones de fosforilación de proteínas que pafiicipan en su

vía de señalización como mDabl v MAPIB.

4.- Reelina no estaría modulando la actividad de Racl mediante el kit que pernrite

cuantificar su activación, no obstante este resultado requiere ser verificado.

5.- Los ensayos preliminares sobre la modulación de la actividad de proleínas que

regulan la dinámica de actina (LIMK, cofilina), sugieren que Reelina tendría un ef'ecto

sobre el citoesqueleto de actina.



l.- Corr los restrltados obtenidos en esta memoria. tenemos cotno plL,\ ccci()1tc\ \'!-r

la activación de la vía JNK en cultivos primarios de corteza e hipocampo de rattin en

estadío embrionario El5-E16, para determinar el rol que cumple el citoesquelet() cle

r¡icrotúbulos en el proceso de migración neuronal dependiente de Reelina. Esto se basa en

que.lNK puede interaccionar con proteínas que se unen a los receptores cic liecrr.r " ,.i.,,r

pLrede fosforilar a MAPIB.

2.- En este momento tenemos en nuestro poder una cepa de Bactelias E. coli que

podan un plásrnido con un gen que codifica para la proteína de f'usión GST-RBI). cl

dominio "RBD" tiene una alta afinidad por Rho activo; por lo que podremos hacer

exper¡mentos de pull-down utilizando este constructo. De esta forma veremos si Rcelina

puede rrodu lar a Rho.

3.- Con este sistema de estimulación de cultivos primarios con Reelina

rL'conlbinante ya montado, estudiaremos si existe un balance entre la activació¡ dl tiuc r

CC,c42 y la inactivación de Rho, o viceversa; para luego profundizar más en Ia intelaccirin

de las GTPasas con sus proteínas activadoras de la familia de los thctores intercarnbiacloles

de nucleótido de guanina (abreviados como GEF en inglés).
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.1.- Sería bueno determinar, mediante un análisis estadístico más intenso. si Reelina

induce un cambio en la longitud, el nirmero de procesos y cantidad de r.arniflcaciones tlc

éstos en neuronas colticales estimuladas.
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