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RESUMEN

El citoesqueleto de microtibulos y de actina tiene un rol activo durante las distintas fases de
la polarizacién neuronal y desarrollo del sistema nervioso. Los microtibulos y su
estabilizacion, mediada por la accion de proteinas estabilizadoras de microtibulos “MAPs”,
determinan la formacioén del axdn, y mantienen la identidad axonal durante el desarrollo del
sistema nervioso. Por otro lado, miembros de la familia de las Rho-GTPasas pequefias como
RhoA, Racl y cdc42 son muy importantes en la regulacion de la conversacion cruzada entre
actina y microtibulos durante la especificacion, guia y elongacion del axén. Posteriormente,
en estadios adultos, estas mismas moléculas regulan también la dindmica de las espinas
dendriticas. Estas estructuras son protrusiones ricas en actina polimerizada que se extienden
desde el tronco de la dendrita y son la unidad basica funcional de las sinapsis excitatorias del
sistema nervioso central (SNC). Hasta hace pocos afios la presencia de microtibulos en las
espinas dendriticas era materia de debate. Recientemente se demostrd que en mneuronas
adultas los microtibulos dindmicos pueden estar presentes en forma transitoria en las
protrusiones dendriticas y podrian ser importantes para la formacién y plasticidad de estas
estructuras. Adicionalmente, se determiné la presencia de proteinas que se unen a
microtibulos en las espinas dendriticas, junto con su participacién en la morfogénesis de
espinas.

Los animales deficientes en la proteina asociada a microtibulos 1B (MAP1B) muestran una
inhibicién en el crecimiento axonal y una disminucion de la actividad de Racl, la que
impactaria en la formacion y mantencién del axén de neuronas de hipocampo en cultivo. La
MAPI1B tiene su maxima expresion durante los primeros estadios del desarrollo, y disminuye
gradualmente cuando se llega a la etapa adulta. Sin embargo, la expresién de MAP1B en ¢l
adulto permanece elevada en regiones del cerebro que poseen un alto nivel de actividad y
plasticidad sinaptica, por ejemplo, el hipocampo. Se sabe que la MAPIB ademds de

interaccionar con microtibulos para estabilizarlos, puede interaccionar con los filamentos de
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actina. Por lo tanto, esta tesis tuvo como objetivo general analizar los mecanismos
moleculares a través de los cuales la proteina MAPIB regula el citoesqueleto de actina,
contribuyendo de esta forma a regular los procesos de elongacién axonal durante el
desarrollo del sistema nervioso y de transmision sindptica en estadios adultos.

Nuestros resultados demuestran que las neuronas de 1 dia en cultivo, provenientes de los
animales MAP1B (-/-) poseen una disminucion en la actividad de las Rho-GTPasas Racl y
cdc42 y un aumento en la actividad de RhoA. Determinamos que la MAPIB interacciona
con Tiam1, un factor intercambiador de nucledtidos de guanina (GEF) especifico para Racl.
Las neuronas deficientes en MAP1B transfectadas con las formas constitutivamente activas
de Racl, cde42 6 Tiaml, fueron capaces de rescatar el fenotipo de elongacion del ax6n.

En neuronas maduras de 21 DIV la ausencia de MAPIB causd una disminucién en el

* numero de espinas dendriticas maduras, un aumento en el porcentaje de protrusiones tipo

filopodios y una reduccioén en la amplitud de las corrientes excitatorias post-sinapticas en
miniatura (mEPSC) mediadas por los receptores AMPA. Ademas, las densidades post-
sindpticas extraidas de animales adultos heterocigotos para MAPIB (+/-) mostraron una
disminucién en la actividad de Racl y un aumento de la actividad de RhoA. Por #ltimo,
determinamos la presencia de MAP1B en los compartimientos pre-sindpticos y describimos
una nueva interaccidn de ésta con la proteina Snapin. Adicionalmente, observamos que las
neuronas deficientes en MAP1B de 16 DIV poseen una disminuci6n en la tasa de liberacién
de vesiculas sinapticas. Las presentes observaciones plantean la posibilidad que en neuronas
en desarrollo, los microtubulos regulen la actividad de las Rho-GTPasas a través de la
proteina MAP1B. Por ofra parte, el requerimiento de MAPIB para la efectiva unién de
Tiam] a los microtibulos, define una nueva y crucial funcién para esta MAP durante la
polarizacion neuronal. En estadios adultos MAPIB tendria un nuevo y crucial papel en la
formaci6n y maduracion de las espinas dendriticas posiblemente a través de la regulacion del
citoesqueleto de actina. Esto eventualmente podria contribuir a la regulacion de la actividad

y plasticidad sindptica en el cerebro adulto. Ademas, MAPIB se encuentra en el
ix




compartimiento pre-sinaptico y su ausencia causa una disminucion en la tasa de liberacion de
vesiculas sinapticas, lo cual sugiere que podria participar directa o indirectamente en la
regulacion de la maquinaria que media la liberacién de las vesiculas sinapticas.

La relevancia general de este trabajo de tesis fue que determinamos que en estadios adultos

MAPI1B participa en la regulacion de la funcion sinaptica.

Las proyecciones a futuro son: 1) determinar si en neuronas jévenes MAP1B forma parte del
complejo de polaridad Par3-Par6-aPKC durante la elongacion del axén. 2) Verificar si el
fenotipo que observamos en las neuronas MAP1B (-/-) se debe a un efecto pre o post-

sinaptico.




ABSTRACT

Microtubules and actin filaments have an active role during different stages of neuronal
polarization and development of the nervous system. Microtubules, and their stabilization,
mediated by the action of microtubule stabilizing proteins (“MAPs”), determine axon
formation and maintain axonal identity in the developing nervous system. On the other hand,
members of the family of small Rho-GTPases like: RhoA, Racl and cdc42, are very
important in the regulation of the cross-talk between actin and microtubules during axon
specification, guidance and elongation. In adult stages, these molecules also regulate the
dynamics of dendritic spines. These structures are polymerized actin-rich protrusions that
extend from dendritic shafts and are the basic functional unit of Central Nervous System
(CNS) excitatory synapses. Until short ago, the presence of microtubules in dendritic spines
was a matter of debate. Recently, it has been shown that dynamic microtubules in adult
neurons can transiently be present in the dendritic spines and they could be important for the
formation and plasticity of these structures, Additionally, the presence of microtubule—
binding proteins in dendritic spines and their participation in spine morphogenesis have been
demonstrated. Animals deficient in the microtubule associated protein MAPIB (-/-) show
inhibition of axonal growth and a decrease in Racl activity, which might have an impact on
axonal formation and maintenance of hippocampal neurons in culture. Expression of
MAPIB is high during early stages of neuronal development and is down-regulated in the
adult brain. However, MAP1B expression remains elevated in brain regions showing high
levels of synaptic activity and plasticity, for example the hippocampus. It is known that
MAPIB interacts with microtubules to stabilize them, but it can also interact with actin
filaments. Therefore, the general objective of this thesis was to analyze the molecular
mechanism through which MAP1B regulates the actin cytoskeleton, thus helping to regulate
axonal elongation, during nervous system development and transmission, in adult stages.
Our results show that MAPIB (-/-) neurons from 1 DIV have a decreased activity of Rho-

GTPases Racl and cdc42 and an increase in RhoA activity. We found that MAP1B interacts
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with Tiaml, a guanosine nucleotide exchange factor for Racl. The expre;,ssions of a
constitutively active form of Racl, cdc42 or Tiaml, rescue the defect in axonal growth of
MAPi1B-deficient neurons. In mature neurons of 21 DIV, MAPIB deficiency causes a
decrease in the number of mature dendritic spines, an increase in the percentage of filopodia-
like protrusions and a reduction in the amplitude of miniature excitatory post-synaptic
currents (mEPSC) mediated by AMPA receptors. Also, the postsynaptic densities from the
heterozygous MAP1B (+/-) adult animals show a significant decrease in Racl activity and an
increase in RhoA activity. Finally, we determined the presence of MAPIB in pre-synaptic
compartments and described a new interaction of MAPIB with the Snapin protein.
Additionally, we noted that MAP1B-deficient neurons of 16 DIV have a decreased rate of
synaptic vesicles release. The present observations raise the possibility that in developing
neurons, microtubules regulate the activity of Rho-GTPases through MAPIB. The
requirement of MAP1B for effective binding of TIAMI to microtubules appears to define a
new and crucial function for this MAP during neuronal polarization, In adult stages, MAP1B
might have a crucial new role in the formation and maturation of dendritic spines probably
through regulation of the actin cytoskeleton. This could eventually contribute to the
regulation of the synaptic activity and plasticity in the adult brain. Since MAP1B is in the
presynaptic compartment and its absence causes a decrease in the rate of release of synaptic
vesicles, we suggest that MAP1B could be directly or indirectly involved in the regulation of

the machinery that mediates the release of synaptic vesicles.

The overall relevance of this thesis was that we determined that, in addition to its function in
axon formation and guidance, MAP1B is involved in the regulation of synaptic function at

adult stages.

The future projections of this work are: 1) To determine if, in young neurons, MAP1B is part

of the polarity complex Par3-Par6-aPKC involved in axon elongation. 2) To check whether
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the phenotype that we observed in MAPIB (-/-) neurons is due to a pre or post-synaptic

effect.
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INTRODUCCION

El citoesqueleto es una red tridimensional de filamentos que contribuye a la integridad
de la célula eucariota, y s¢ extiende por todo el citoplasma. Entre sus funciones, es
responsable de la morfologia de la célula, permite el movimiento y transporte intracelular
(por medio de proteinas motoras) y participa en los procesos de mitosis, diferenciacion

celular y migraci6n, transporte de vesiculas, endocitosis, exocitosis y polaridad celular.

Entre las células polarizadas mds prominentes y mejor caracterizadas estan las neurconas.
Las neuronas normalmente poseen 2 tipos de extensiones citoplasmaticas, morfolégica y
funcionalmente distintas; un wnico, largo y delgado ax6n y varias dendritas, que son
prolongaciones cortas y ramificadas. Durante el proceso de sefializacién neuronal, las
dendritas reciben sefiales que son procesadas e integradas en el cuerpo de la célula. La sefial
eléctrica se propaga a lo largo del axén hacia las terminales presindpticas, donde los axones
forman sinapsis con las dendritas de otras neuronas. En el inicio del desarrollo neuronal la
estructura de las neuronas es muy distinta de la morfologia sofisticada anteriormente

descrita,

El citoesqueleto juega un papel muy importante en este proceso de desarrollo neuronal,
ademas de ser el responsable de la organizacion y mantenimiento de la forma altamente
polarizada de una neurona ya madura. Estd compuesto por 3 tipos de estructuras bien
definidas: los filamentos intermedios, los filamentos de actina y los microtiibulos.

Los filamentos intermedios poseen un didmetro de 10 nm, y estan formados por proteinas
especificas para cada tipo celular. En las neuromas los mds abundantes son los
neurofilamentos. Ellos estan compuestos por 3 subunidades polipeptidicas, NF-L (61 kD),
NF-M (95 kD) y NF-H (115 Kd) (Xu et al., 1996). Su funci6n principal es darle rigidez a la
neurona. Ademas transportan vesiculas, material membranoso y organelos y a pesar que se
encuentran en grandes concentraciones en los axones, no intervienen en el crecimiento y

guia axonal. De esta manera ratones transgénicos que carecen de neurofilamentos son




perfectamente viables y no presentan ningun defecto importante en las conexiones

neuronales (Eyer J et al., 1994).

Los filamentos de actina son polimeros de 5-7 nm de diametro, compuestos por mondmeros
que se ensamblan formando filamentos helicoidales polarizados. Estos filamentos poseen un
extremo de crecimiento rapido (extremo “puntiagudo™) y un extremo de crecimiento mas
lento (extremo “barbudo™). En las neuronas, la inestabilidad local de la actina es muy
importante para la formacién y clongacion del axén (Bradke et al.,, 1999). Es asi que,
proteinas accesorias que regulan la polimerizacion de actina, puedan contribuir a regular el
proceso de axonogenesis. Las proteinas que regulan la dindmica de actina son muchas y se
han clasificado de acuerdo a sus funciones como: a) Nucleadoras (ARP2/3, formina) b)
Despolimerizantes (cofilina) c) Intercambiadoras de nucleétidos (profilina) d) Proteinas
estabilizadoras (gelsolina) (Disanza et al., 2005). La coordinacién e integracién de la

actividad de estas proteinas es esencial para el conirol de la polimerizacion de actina in vivo.

Para la correcta polimerizacién de los microfilamentos también se necesita de la
participacién de proteinas de sefializacion de la familia de las proteinas G (Hall y Lalli,
2010). Estas proteinas denominadas la familia de las Rho-GTPasas juegan un papel esencial,
vya que controlan el ensamblaje de filamentos de actina en todos los organismos vivos
conocidos (Liqun L, 2000). Las proteinas que regulan la actividad de las RhoGTPasas
incluyen los factores intercambiadores de nucledtidos de guanina (GEFs), protefnas que
activan las GTPasas y inhibidores de la disociacién de nucledtidos de guanina (GDI). Las
GEFs catalizan el intercambio de GDP por GTP para generar un estado activo de las Rho-
GTPasas. En contraste las proteinas GAP estimulan la actividad GTPasa intrinseca de las
proteinas G monoméricas, mientras que los inhibidores de la disociacién de los nucledtidos
de guanina (GDI), mantienen secuesiradas en su forma inactiva a las Rho-GTPasas. La
expresion de las GEFs es tejido especifica, proporcionando un mecanismo molecular para la

modulacién tejido-especifica de las Rho-GTPasas (Jaffe AB et al., 2005). Su funcién en




células que presentan polaridad es esencial para definir los dominios de asimetria celular, la

-’

base de las diferencias funcionales en una célula polarizada (Schmidt &Hall, 2002).

En neuronas, se han descrito 3 grandes subgrupos de estas proteinas, Racl, cdcd2 y Rho A,
cada una con una funcién especifica. Racl y cde4? son necesarias para la formacién de
lamelipodios y filopodios, respectivamente, durante la elongacion del axén (Liqun Luo.,
2000). En cambio, la actividad de Ia proteina RhoA en neuronas induce el colapso de los
conos de crecimiento y neuritas, a través de un mecanismo que involucra a los motores del
tipo miosina (Amano et al.,, 1996; Kawano., 1999). Las sefiales extracelulares se organizan
Jerarquicamente dentro de la célula, y convergen sobre las GTPasas monoméricas (Racl,
cdc42 y RhoA), y a partir de ellas se producen modificaciones en sus efectores que

finalmente van a regular la dindmica de actina.

Los microtibulos son tubos cilindricos con un didmetro aproximado de 24 nm Estas
estructuras polarizadas estan compuestas por heterodimeros de o y B-tubulina. Los dos
extremos del microtitbulo son funcionalmente distintos. Lo que se conoce como el extremo
“mas” es el extremo que crece més rapido in vitro y oscila entre episodios de “rescate”
(transicién de despolimerizacion a polimerizacién) y “catastrofe” (transicién de
polimerizacién a despolimerizacién). Este fenomeno recibe el nombre de “inestabilidad
dindmica” La adicién de los heterodimeros ocurre preferencialmente en el extremo “mas”
del microtibulo. Esta dinimica que presentan los microtibulos les permite reorganizarse
rapidamente para adaptarse al contexto de la célula y responder a distintas sefiales
extracelulares implicadas en procesos como la migracién, transporte y polarizacion, entre
otros (Conde y Caceres, 2009). Las propiedades dindmicas de los microtibulos también
dependen de las modificaciones post-traduccionales que ocurren sobre la a y B tubulina, tales
como: la tirosinacién (microtibulos més dindmicos), destirosinacion, acetilacién
(microtibulos més estables), poliglutamilacién, poliglicilacién, fosforilacion y

palmitoilacion. (Barra H et al, 1988; Bullinski et al., 1991; Hammond et al., 2008).




Finalmente, otro nivel de control sobre las propiedades dinamicas de los microtibulos esta
dado por su union a diferentes proteinas que interaccionan con ellos y que se clasifican en: a)
TIPS, aquellas que se unen al exiremo (+) del microtiibulo en crecimiento, controlando asi
su dinémica y su asociacion con organelos intracelulares y actina (EB1, EB3, CLIP170,
CLIP115) (Poulain y Sobel, 2010) b) Proteinas desestabilizadoras de microtabulos
(Stathminas, SCG10) c) Proteinas estabilizadoras de microtabulos 6 MAPs (Tau, MAP1A,
MAPIB y MAP2) que se unen a lo largo de los microtibulos y los estabilizan (Dehmelt et

al., 2005; Halpain et al.,2006).
Rol de los microtiibulos en polaridad neuronal

Los microtibulos actiian como grandes “vias” para dirigir el trifico intracelular y son los
reguladores primarios de la diferenciacién neuronal (Conde y Céceres, 2009). Trabajos
recientes han demostrado que los microtibulos tienen un papel activo durante las diferentes
fases de la polarizacién neuronal. La regulacion de la estabilidad de los microtibulos en una
neurita, juega un rol instructivo en el inicio de la polarizacion de las células nerviosas, ya
que la estabilizacién local de los microtiibulos en una neurita, es suficiente para inducir la
formacién del axén. Esto queda de manifiesto en experimentos donde neuronas en cultivo
son tratadas con bajas dosis de taxol (agente estabilizador de microtibulos} y de esta forma
extienden varias neuritas tipo axén que muestran un incremento en la cantidad de
microtabulos acetilados respecto de los destirosinados, un marcaje positivo para la proteina
Taul distal y la ausencia de la proteina MAP2 (Witte et al., 2008). Junto con esto, la
remodelacién y Ia reorganizacion de la dindmica de microtibulos en el cono de crecimiento
son necesarias para el avance persistente de éste y la elongacién axonal, asi como para el
reconocimiento de sefiales guia. Por ejemplo, bajas dosis de vinblastina, que no afectan la
integridad de Ia organizacion de los microtiibulos axonales existentes, pero que disminuyen
la dinamica de los microtiibulos, suprimen la elongacién del axon. Los microtibulos

permanecen atrapados en una organizacion no-dinimica que no avanza al paso siguiente de




agrupacién de microtdbulos, el cual es esencial para la formacion de un nuevo segmento
axonal (Conde y Caceres, 2009). Se ha propuesto que una poblacién de microtibulos
dindmicos picneros que puedan invadir el velo lamelopoidal del cono de crecimiento, actiian
como guias para la posterior invasién de microtiibulos que transportan organelos; lo cual a su

vez promueve la consolidacion del axon (Conde y Céceres, 2009).
Interaccién microtiibulos-actina y formacion del axén.

Existen evidencias que durante los primeros estadios de polarizacién de neuronas de
hipocampo en cultivo, los filamentos de actina influencian en forma significativa las
propiedades dindmicas de los microtibulos, y que existen interacciones reciprocas entre
estos elementos del citoesqueleto que son importantes para la especificacién, guia y
elongacién del axén (Bradke y Dotti 1999; Arimura et al., 2007; Dent et al., 2003). La
polarizacién ocurre cvando una de las miltiples neuritas que emergen del cuerpo celular
inicia una fase de elongacion rapida para llegar a ser axén. La formacién del axén se
relaciona causalmente con cambios dramaticos en la organizacién y dinamica del
citoesqueleto del cono de crecimiento. Estos cambios involucran una expansion del velo
lamelopoidal periférico, un acortamiento de los cordones de actina y un aumento en la
dindmica de actina, lo que permite la penetracion de microtﬁbulos tirosinados
(presumiblemente dindmicos) dentro de la region central del cono. (Bradke y Dotti, 1997,
1999; Kunda et al.,, 2001). En presencia de citocalasina D, un agente despolimerizante de
actina, todas las prolongaciones menores son capaces de generar un axén. Este tratamiento
lleva a la formacién de multiples axones, fenémeno que es precedido por la penetracién de
microtibulos dentro de las puntas de las neuritas que estdn desprovistas de filamentos de
actina (Bradke y Dotti, 1999; Ruthel y Hollenbeck, 2000; Kunda et al., 2001). Se ha
propuesto que el proceso por el cual una sola neurita puede llegar a convertirse en axén

depende de un complejo de polaridad que incluye a proteinas que regulan la estabilizacion de

los microtibulos, como c¢rmp2, y a moléculas reguladoras de la polimerizacion de actina,




como cded2 (Inagaki et al., 2001; Nishimura et al., 2005). Miembros de la familia de las
Rho-GTPasas incluyendo RhoA, Racl y cdc42 parecen ser los principales responsables en la
regulacién de la conversacion cruzada entre actina y microtiibulos en neuronas en desarrollo.
Por ejemplo, la via de sefializacion de Rho-Rho quinasa (RhoK) estd directamente
involucrada en la promocion de contractilidad de la actina y de la agrupacion de
microtibulos dirigida por miosina Il durante la consolidacién del axén (Burnette et al.,
2008). La inhibicién de la via Rho-RhoK durante las etapas iniciales de la extension de la
neurita podria promover el crecimiento mediante la reduccién de la barrera de actina, que
previene el avance de los microtibulos hacia el dominio periférico del cono de crecimiento
(Figura A). De hecho, la inhibicion de la quinasa Rho induce la formacién de multiples
axones en neuronas hipocampales (Da Silva et al., 2003). Se ha descrito que la quinasa Rho
(RhoK) fosforila e inactiva a STEF y Tiaml, dos factores intercambiadores de nucledtidos
de guanina (GEFs) especificos para Racl, los cuales se asocian con microtubulos y
participan en la formacion del axon (Kunda et al., 2001; Takefuji et al., 2007; Nakayama et
al., 2008) asf como también a PAR3, impidiendo de esia manera la formacion del complejo
de polaridad (Nakayama et al., 2008). GEF-H1 es una Rho GEF de RhoA que se asocia con
los microtubulos y se activa cuando los microtitbulos se despolimerizan (Birkenfeld et al.,
2008). Por el contario, la activacion de Racl mediada por DOCK7, otra GEF para Racl,
lleva a la fosforilacién e inactivacién de la proteina desestabilizadora de microtibulos
“Stathmina”. Esto podria contrarrestar la activacion de la via de sefializacion de Rho-RhoK
inducida por GEF-H1 (Watabe-Uchida et al., 2006; Birkenfeld et al., 2008). La inhibicion de
esta via promueve la formacion del complejo de polaridad PAR3-PAR6-aPKC, el que a su
vez puede activar a Tiam1/STEF, producir un posterior aumento de la actividad de Racl,
expansion del lamelopodio del cono de crecimiento, penetracién y abertura de los

microtibulos y avance del cono de crecimiento (Arimura y Kaibuchi 2007). De esta manera,

un circuito de retroalimentacidn que involucra los efectos opuestos de RhoA y Racl




(actuando a través de las GEFs asociadas a microtibulos) y la regulacion de la dinamica de

actina y microt(ibulos parece ser crucial durante la especificacion del axon (Figura A)

Consolidacion de la / Complelde
33"1Pacncn de microtiibuf / polaridad PAR

los
o

Contractilidad del arco

\
o St Actina /

(Adaptado de Conde y Céceres, 2009)

Figura A. Interacciéon microtibulos-actina en el cono de crecimiento axonal. Esquema de la
retroalimentacion entre microtibulos y filamentos de actina en la consolidacion del axon y avance
del cono de crecimiento. Durante la consolidacion, la via de senalizacion de la Rho-RhoK fosforila a
miosinall, promoviendo asi la contractilidad del arco de actina y la agrupacion de microtabulos. RhoK
fosforila e inactiva a PAR3, impidiendo la formacion del complejo de polaridad PAR, asi como la
actividad de Tiam1 y STEF (Tiam2), intercambiadores de nucledtidos de guanina (GEFs). especificos
para Racl. Inversamente, la activacion de Racl mediada por DOCKTY, lleva a la fosforilacion e
inactivacion de statmina. Esto podria prevenir la activacion de la via RhoA-RhoK, mediada por la GEF-
Hly de esta manera favorecer la activacion de Racl. La inhibicion de la sefializacion de RhoA-RhoK
promueve la formacion del complejo de polaridad PAR3-PAR6-proteina kinasa C atipica (aPKC), el cual
a su vez puede activar a Tiam| o STEF. De esta manera incrementa la actividad de Racl, la expansion del
cono de crecimiento lamelopoidal, la penetracion y extension de los microtiibulos y finalmente el avance
del cono de crecimiento. Asi, el control del encendido y apagado v la direccion de este ciclo (hacia RhoA
o Racl), podria permitir el cambio de fases, desde el crecimiento a consolidacion durante la extension de
la neurita y viceversa. Las flechas con punta indican la regulacion positiva, en cambio las sin punta, se
refieren a regulacion negativa. (Adaptado de Conde y Caceres, 2009)



Rol de los microtibulos en las espinas dendriticas.

En la seccién precedente se ha descrito como los elementos del citoesqueleto neuronal,
microtabulos y filamentos de actina, pueden contribuir concertadamente a la determinacidn
del axén durante la diferenciacion neuronal. Se ha propuesto que la formacién del axén y los
cambios que ocurren en neuronas maduras, y que participan en el control de la determinacion
de las espinas dendriticas, no obstante ser procesos celulares que ocurren separados temporal
y espacialmente, podria tener principios mecanisticos comunes. En las neuronas maduras,
una vez que los axones y las dendritas se han establecido y madurado, se forman las espinas
dendriticas, pequefias protuberancias ricas en F-actina con un cuello delgado y una cabeza
globular, que se extienden desde la superficie de las dendritas. Las espinas dendriticas
constituyen la zona donde ocurren la gran mayoria de las sinapsis excitatorias en el SNC de
mamiferos (Matus et al., 2000; Dillon et al., 2005).

Observaciones realizadas en neuronas vivas muestran que las espinas sufren cambios rapidos
en su estructura y que tal plasticidad morfolégica se debe al citoesqueleto de actina (Fisher et
al., 2000; Dillon et al., 2005). Ademas, se ha reportado que modificaciones en la dindmica
de actina estan directamente involucradas en Ia regulacién de las sinapsis maduras y que los
cambios en la morfologia de las espinas dendriticas que son dependientes de actina, juegan
un rol importante en los eventos de plasticidad sinaptica considerados criticos para los
procesos de aprendizaje y memoria (Malenka yNicoll, 1999). Estudios han demostrado que
los niveles de receptores de glutamato en la densidad postsindptica (PSD) influencian la
dinamica local de actina, y por lo tanto la morfologia de las espinas (Fischer et al., 2000).
Adicionalmente, la despolimerizacién de F-actina reduce el nimero de receptores de
glutamato en Ia PSD (Allison et al, 1998). Las liberaciones repetitivas de glutamato sobre las
espinas dendriticas de neuronas hipocampales inducen crecimiento selectivo de las espinas
estimuladas, lo que es acompafiado por un aumento de las corrientes mediadas por los

receptores de glutamato tipo AMPA y pueden ser inhibidas en presencia del inhibidor de la




polimerizacién de actina, latrunculina A (Matsuzaki et al., 2004). Esto demuestra que la
relacion gue existe entre la actividad sindptica y la dindmica local de actina es bidireccional,
porque la modulacién de la dindmica de las espinas dependiente de la neurotransmision, es
requerida para las alteraciones de la fuerza sindptica. Trabajos anteriores seftalan que la
actividad sindptica es capaz de variar la dinimica de actina en las espinas; mediante el
reclutamiento y activacion de los reguladores del citoesqueleto de actina, principalmente los
miembros de la familia de las RhoGTPasas, tales como RhoA, Racl y cde42 (Hall, 1998). La
activacién de Racl promueve la polimerizacion de actina, lo que resulta en el aumento y
estabilizacién de ramificaciones dendriticas (Li et al., 2002), asi como el desarrollo y
mantenimiento de una mayor densidad de espinas (Nakamaya et al., 2000). En contraste, la
activacién de RhoA disminuye la longitud y densidad de espinas, indicando que RhoA tiene
un efecto negativo en la formacion y mantencién de estas estructuras (Nakayama et al.,
2000; Pilpel y Segal, 2004; Tashiro et al., 2000). La GEF-H1 es especifica de RhoA y es una
proteina que se asocia a los receptores AMPA. La inhibicién de la actividad de los receptores
AMPA promueve la activacion de GEF-HI y ésta a su vez regula en forma negativa el
desarrollo de las espinas a través .de la activacién de la cascada de RhoA (Kang et al., 2009).

Algunos trabajos indican que la morfogénesis de espinas y el crecimiento de las
arborizaciones dendriticas en respuesta a la activacion de los receptores de NMDA, se debe a
que este receptor interacciona a través de sus subunidades NR1 y NR2B con la GEF
especifica de Racl “Tiam1”. Esta interaccion permite que Tiam] se fosforile (Fleming et al.,
1999) y pueda activar a Racl. Esto promueve el remodelamiento del citoesqueleto de actina,
morfogénesis de espinas, ademds de plasticidad sindptica (Tolias et al, 2005).
Adicionalmente, se ha reportado que la proteina PAR3 regula la morfogénesis de espinas, ya
que se une a Tiam] y espacialmente la restringe a las espinas dendriticas (Zhang y Macara,
2006). Ademas, se ha descrito que la activacidn de los efectores rio abajo de Racl, como son

LIMK-1 y cofilina es importante para la morfogénesis de espinas, ya que su ausencia

produce anormalidades en el citoesqueleto de actina, con espinas dendriticas con una
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morfologia anormal, consistente en cabezas mas pequefias, cuellos mas anchos y una menor
cantidad de F-actina, en comparacién con los ratones silvestres (Meng et al., 2002; Rust et
al., 2010). Hasta hace pocos afios se crefa que el mayor componente de las espinas
dendriticas era la actina polimerizada (Tada y Sheng, 2006), mientras que se pensaba que los
microtiibulos estaban exciuidos de estas estructuras (Matus et al., 2000; Kaech et al., 2001).
Recientemente se demostré que en neuronas adultas los microtibulos dindmicos pueden
estar presentes en forma transitoria en las protrusiones dendriticas y podrian ser importantes
para la formacion y plasticidad de estas estructuras {Gu et al., 2008., 2009; Hu et al., 2008;
Jaworski et al., 2009). No solo eso, estos trabajos recientes han demostrado la presencia de
proteinas que se unen a los microtabulos en las espinas dendriticas, junto con su
participacion en la morfogénesis de éstas (Jaworski et al., 2009). Mediante estudios de
microscopia en tiempo real usando o-tubulina y proteinas que se unen al extremo (+) de los
microtibulos acopladas a proteina fiuorescente verde “GFP” en cultivos de neuronas
hipocampa]eé maduras, se descubrio que los microtibulos neuronales son muy dinamicos y
que salen del eje dendritico, se curvan ¢ ingresan transitoriamente a las espinas dendriticas
(Hu et al., 2008; Jaworski et al., 2009). La entrada de estos microtibulos podria ser guiada
por elementos pre-existentes del citoesqueleto, tales como otros microtibulos o por
filamentos de actina, ya que se sabe que la densidad post-sinéptica puede servir como punto
de anclaje para paquetes de actina (Sheng y Hoogenraad, 2007). Algunas evidencias sugieren
que la invasién transitoria de los microtiibulos en las espinas dendriticas esta asociado con
cambios morfolégicos, tales como crecimiento rapido de la espina y formacion de
protrusiones en la cabeza de las espinas (Hu et al., 2008; Jaworski et al., 2009). La proteina
EB3, se une al extremo (+) de los microtiibulos, e interacciona directamente con la proteina
p140Cap, la que 2 su vez se une a la proteina de unién a F-actina “cortactina”. La interaccion
entre EB3 y pl40Cap podria controlar la funcién de cortactina y regular la dindmica de
actina dentro de la espina dendritica (Jaworski et al., 2009). Hasta el momento, mientras que

estan bien establecidos los vinculos moleculares entre filamentos de actina y microtibulos en
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las ctapas iniciales de la polarizacion, se sabe muy poco acerca de estos lazos en las neuronas

maduras, (Hoogenraad y Bradke, 2009).

Los antecedentes aqui expuestos sugieren que existe una conexion entre los microttbulos y
los filamentos de actina, que es importante para la formacion del axén y la morfogénesis de
espinas en neuronas adultas. Por lo tanto, es probable pensar que deben existir proteinas que
pueden interaccionar con ambos citoesqueletos, y que estas son buenas candidatas para jugar
un papel importante en la regulacién cruzada de estos dos elementos del citoesqueleto
neuronal. A continuacién, se presentan los argumentos que postulan a algunas MAPs como

posibles elementos clave para la regulacion de estos procesos.

Proteinas asociadas a microtibulos (MAPs)

De forma general toda proteina que se asocia con los microtibulos puede considerarse una
MAP. Sin embargo, pueden clasificarse en proteinas motoras, quinasas, adaptadoras y las
llamadas proteinas estructurales “MAPs”, las que se unen a los microtibulos y los
estabilizan. En este grupo destacan MAP1A, MAP1B, MAP2 y Tau. Ademas existe un grupo
de MAPs especializadas que se unen a los extremos (+) del microtibulo y se conocen con el

nombre de TIPs (Tubulin interacting protein), como la EB1 y EB3.

Muchas de estas MAPs (MAP1A, MAP1B, MAP2 y Tau) comparten propiedades comunes,
como la proteccion de los microtibulos frente a la despolimerizacién, pero también poseen
caracteristicas especificas que las diferencian a unas de otras; como los diferentes lugares de
unién a los microtiibulos o su accion sobre la nucleacién de los microtitbulos. Ademds, estas
proteinas tienen una expresion temporal y subcelular especifica durante la neurogénesis, la
diferenciacién y la maduracion de las neuronas. En neuronas maduras estas proteinas se
distribuyen de manera asimétrica, mientras que Tauw se encuentra preferencialmente en el
axon, MAP2 se distribuye en las dendritas (Peng et al,, 1985; Matus et al., 1988). No sélo

existe segregacion entre diferentes miembros de la familia de las MAPs, también existe una
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segregacion asociada a las modificaciones post-traduccionales que pueden sufrir estas
protefnas. Un ejemplo de esto es la proteina MAPIB que cuando estd fosforilada en el
llamado modo I, por quinasas dirigidas por prolina tales como GSK-3B y CDK-5, se localiza
preferentemente en la parte distal del axon en las neuronas en desarrollo. En cambio, cuando
es fosforilada en el llamado modo Il por la caseina quinasa II su localizacién es

fundamentalmente somato-dendritica en neuronas maduras.

Proteina asociada a microtébules 1B (MAP1B)

La proteina MAP1B, que se asocia a microtiibulos y los estabiliza (Figura B), es la primera
de las MAPs en expresarse durante el desarrollo del sistema nervioso (Tucker et al., 1989).
Se concentra principalmente en la parte distal de los axones en crecimiento donde se asocia
con microtiibulos tirosinados (Black et al., 1994). Su presencia se ha detectado por
inmunohistoquimica en células de glia, axones, cuerpos neuronales y dendritas. El motivo de
unién a tubulina en MAP1B, es diferente del motivo descrito para otras MAPs como MAP2,
MAP4 y Tau. Estd compuesta de numerosas repeticiones de cuatro aminoécidos,
esencialmente basicos (Noble et al., 1989). La presencia de estos residuos bésicos le confiere
una capacidad distinta de estabilizacién de microtibulos al compararle con otras MAPs in
vitro y cuando son expresadas en células eucariontes. Una diferencia fundamental con otras
MAPs, es que la sobre-expresion de MAPIB no induce la formacion de manojos de

microtiibulos en células transfectadas, no obstante es capaz de estabilizar a los microtibulos

(Takemura et al., 1992).
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2100
AB MTB TMD MTA Zm AB

Riederer et al, 2007

2>

Figura B. Esquema de la estructura y sitios funcionales de Ia proteina MAPIB. En el
aminoacido 2100 se indica la separacién de la proteina en una cadena pesada HC y una
liviana LC. MAP1B est4 compuesta de 2464 aminoécidos, posee dos sitios de uni6n a actina
(AB) uno en la cadena liviana (amino4cidos 2336-2459) y otro en el amino-terminal de la
cadena pesada (aminoacido 517). El sitio de unién a tubulina (MTB) de la MAPIB se
caracteriza por 21 repeticiones KKEK cerca del extremo amino terminal de la cadena pesada
(517-848) y abarca también un MTB en la cadena liviana (2210-2336). Cerca del primer
MTRB, se observa un potencial dominio transmembrana (TMD). Ademds posee un sitio que
ayuda a incrementar el ensamblaje de microtibulos (MTA). Posee una region hidrofilica
(1866-2071) cerca del extremo carboxilo terminal, el cual contiene 12 repeticiones

(YSYETXEXTTXXPXX), la cual estd indicada por X en el esquema (Riederer et al., 2007).

MAP1B tiene un homologo estructural, la MAP1A y ambas proteinas estin compuestas por
una cadena pesada “HC” y una cadena liviana “L.C”. La mayor homologia entre MAPIB y
MAPIA se presenta en dos dominios en el extremo aminoterminal de la cadena pesada (HC)
y uno en el carboxilo terminal de la cadena liviana (LC) (Hammarback et al, 1991). En cada
caso, la cadena pesada y Ia liviana se generan por escision proteolitica de sus respectivas
poliproteinas precursoras (MAPIA y MAPIB). Estas subunidades son intercambiables in
vitro (Schoenfeld et al., 1989). Ambas se unen a microtibulos y a filamentos de actina,

sugiriendo que podrian estar involucradas en mediar o regular la interaccion entre los
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microtiibulos y filamentos de actina, lo cual es esencial para la funcién y morfogénesis
neuronal (Pedrotti y Islam., 1996; Cueille et al., 2007).

La proteina MAP1B es esencial para el desarrollo normal del cerebro, pues participa en los
procesos de axonogénesis y polaridad neuronal (Gonzalez-Billault et al., 2001; Meixner et
al., 2000), La interrupcion del gen que codifica para MAP1B da lugar a una alteracion del
desarrollo del cerebro (Edelmann et al, 1996; Takei et al, 1997; Gonzilez-Billault et al.,
2000; Meixner et al.,, 2000; Takei et al., 2000). Los defectos asociados a la pérdida de
funcion de MAPI1B afectan especialmente a aquellos procesos en donde la aparicién de
extensiones citoplasmaticas son criticas para el adecuado funcionamiento, tales como: la
migracién neuronal (Gonzélez-Billault et al., 2005) y la guia axonal (Del Rio et al., 2004).
Mais importante atin, neuronas hipocampales piramidales en cultivo provenientes de animales
MAPI1B (-/-) muestran una velocidad reducida en la elongacién del axén (Takei et al., 2000;
Gonzalez-Billault et al., 2001). Estas neuronas exhiben conos de crecimiento con un pequefio
velo lamelopoidal, un aumento en la actividad protrusiva de la actina, asi como una
disminucion en el namero de microttibulos tirosinados y en el ensamblaje y dindmica de los
microtibulos. Estos antecedentes vinculan a MAP1B con el control de la polimerizacion y
estabilidad de los filamentos de actina, sin que hasta la fecha se conozcan los mecanismos
moleculares especificos que subyacen a esta regulacidn,

La expresiéon de MAP1B no es constitutiva, y es asi que durante el desarrollo del sistema
nervioso alcanza sus méximos niveles de expresion, los gue disminuyen gradualmente
cuando se¢ llega a la etapa adulta. Sin embargo, la expresién de MAP1B en adulto permanece
elevada en regiones del cerebro que retienen un alto nivel de neuritogénesis y crecimiento
axonal como son: el bulbo olfatorio, las células fotosensitivas de la retina, el hipotilamo, los
nucleos taldmico anterodorsal y trigémino y en areas donde existe una gran plasticidad
neuronal, como el hipocampo y las células de Purkinje en el cerebelo. El significado

funcional de la expresion continua de MAPIB en el sistema nervioso adulto ain se

desconoce. No obstante, las regiones que retienen altos niveles de expresién de MAP1B se
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caracterizan por modificaciones estructurales en respuesta a estimulaciones experimentales o
fisiolégicas, o por una gran plasticidad inducida por lesiones, como por ejemplo, el
hipotalamo.

En las etapas mds tardias de la sinaptogénesis se ha detectado un aumento de MAP1B en la
membrana plasmatica (Kitamura et al, 2007), también se ha descrito la presencia de MAP1B
en la membrana postsinaptica, sugiriendo un rol en la funcion sindptica (Figura C;

Kawakami et al, 2003)

Figura C. Localizacién ultraestructural de MAP1B en corteza cerebral de rata. En B se
muestra una fotografia de células piramidales de la capa V tomada mediante microscopia
dOptica, observandose una marcada tincion positiva para MAPI1B, usando un anticuerpo
policlonal contra MAP1B, en las dendritas y soma de las neuronas. La dendrita apical de las
células piramidales se marca intensamente (flecha blanca), en cambio, el nicleo no se tifie
(barra=30 pm). D es una microfotografia de microscopia electrénica representativa de la
localizacion de MAPI1B en las sinapsis de neuronas de la capa II de corteza cerebral. La
flecha negra indica la presencia de MAPIB en el area postsindptica. La mayoria de las

sinapsis que son positivas para MAP1B son asimétricas. Las cabezas de flecha indican las
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sinapsis que son negativas para la tincion con el anticuerpo contra MAP1B (barra =200nm).

(Kawakami et al., 2003)

Por lo tanto, es probable que la expresion mantenida de MAP1B en el adulto facilite eventos
transitorios de remodelamiento del citoesqueleto, los que podrian contribuir a la
regeneracion axonal y plasticidad sinaptica (Nothias et al., 1996). MAP1B es una proteina de
una masa molecular grande y se ha visto que interacciona con varias proteinas, por eso se ha
sugerido que tendria un rol como proteina adaptadora. La MAPIB estd implicada en una
gran cantidad de funciones celulares, pudiendo ser un nexo de unién entre los micotiibulos y
los filamentos de actina. Se ha visto que interacciona con proteinas como la gigaxonina, una
proteina que sirve de puente entre los microtiibulos y los filamentos intermedios, y que esta
implicada en la neuropatia del axén gigante (Bomont et al., 2003; Ding et al., 2002; Allen et
al., 2005). También interacciona con el transportador de glicina GLYT-1, y esta interaccién
es esencial en la neurotransmision en la retina (Hanley et al., 2000; Pattnaik et al., 2000).
Finalmente, también interacciona con GRIP1 (del inglés “Glutamate Receptor Interacting
Protein™), lo que sugiere un posible rol en la estabilizacion de los receptores AMPA (Seog et

al., 2004).

Tomando en cuenta estos antecedentes y lo mencionado en los parrafos anteriores pensamos
que la proteina MAP1B en cerebro adulto podria participar en la regulacién de la plasticidad
y actividad sindptica a través de la formacion de complejos multiproteicos con moléculas
involucradas en los procesos de neurotransmision, remodelacion del citoesqueleto de actina
y/o plasticidad neuronal. Junto con esto pensamos que en los primeros estadios del desarrollo
MAPIB participa en la elongacion del axén mediante la regulacién de las moléculas que
participan en las modificaciones del citoesqueleto de actina. Por lo tanto, proponemos la

siguiente hipdtesis:
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HIPOTESIS

La proteina MAP1B puede controlar el ensamblaje de los filamentos de actina durante
¢l desarrollo del sistema nervioso, contribnyendo a Ia elongacion de axones en neuronas
jovenes, y en cerebro adulto, a Ia formacién y mantencion de las espinas dendriticas y a

Ia regulacion de Ia neurotransmision.

OBJETIVO GENERAL

Analizar los mecanismos moleculares a través de los cuales la proteina MAP1B regula
los procesos de elongacion axonal durante el desarrollo del sistema nervioso y de

transmision sindptica en estadios adultos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar si durante el desarrollo embrionario, la disminucién en la expresion de
MAPI1B induce cambios en el remodelamiento del citoesqueleto de actina que impacten

sobre ]a generacion de polaridad neuronal.

2. Estudiar si en el cerebro adulto, la disminucién en la expresion de MAP1B induce
cambios en el remodelamiento del citoesqueleto de actina que impacten sobre la

formacién y/o mantencion de las espinas dendriticas.

3. Evaluar la posible participacion de Ia proteina MAP1B en la formacion de complejos
multiproteicos en el cerebro adulto, que den cuenta de su participacion en el control de

Ia neurotransmision.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES g

Los medios de cultivo Neurabasal-A, Minimal essential medium (MEM), Dulbeco modified
Eagle’s medium (DMEM), Hank’s BSS, Glutamax I y la tripsina-EDTA se adquirieron en
Invitrogen (Carlsbad, CA). El suero fetal bovino (FBS), el suero de caballo (HS) y los
suplementos neuronales B27 y N2 se adquirieron en GIBCO™. La genoteca de cercbro de
raton adulto (msBrain ¢cDNA matchmaker “Clontech™) y los plasmidios utilizados en el
ensayo de doble hibrido se adquirieron en Clontech. Los reactivos de biologia molecular se
obtuvieron de Promega, Fermentas y BioLabs. La sonda fluorescente FM4-64 se adquirio en
Molecular Probes (Eugene, USA) y el medio de montaje (Fluorsave) para fluorescencia en
Calbiochem. El Kit de nucleofeccién de neuronas de ratdn se adquirid en Amaxa
(Gaithersburg, MD). Las membranas de PVDF y el reactivo de quimioluminiscencia ECL
fueron adquiridos en Amersham Pharmacia Biotech. Los reactivos y productos quimicos de

uso general empleados en este trabajo se adquirieron en Sigma Chemical Co (St Louis, USA)

y en Merck (Darmstadt, Alemania).

Anticuerpos

Los anticuerpos primarios empleados en la inmunodeteccion (WB) y en

inmunofluorescencia (IF) y las diluciones usadas se describen en la tabla I.

Anticuerpo Dilucion
Proteina Especie Casa comercial Dilucion IF
primario WB
Anti-o- . . .
. a-tubulina Ratén Sigma Aldrich | 1:5000 1:2000
tubulina
Anti-p-1IT i . . .
. Isotipo B-III-tubulina Raton Sigma Aldrich 1:2000 1:1000
tubulina
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Antitubulina )
o Tubulina tirosinada Ratén Sigma Aldrich | 1:5000 1:2000
tirosinada
Anti-p- .
) B-actina Ratén Sigma 1:5000 1:2000
actina
NI9 MAPI1B Cabra Santa-Cruz 1:1000 1:2000
Anti-f-
galactosidas pB-galactosidasa Raton Promega 1:5000 1:1000
a
Anti-Tiam1 Tiaml Conejo Santa-Cruz 1:1000 1:200
Anti-
pPMYT Cabra Santa-Cruz 1:500 -
pPMYT
Anti-P-
cofilina (Ser P-cofilina Conegjo Cell Signaling | 1:1000 -
3)
Anti-cofilina cofilina Conejo Sigma 1:1000 -
Anti-P-
P-LIMK Conejo Cell Signaling 1:1000 -
LIMK-1
Anti-LIMK-
LIMK Cabra Santa-Cruz 1:1000 -
1 {Thre 508)
Anti-Racl Racl Raton Cytoskeleton 1:500 -
Anti-RhoA RhoA Ratén Cytoskeleton 1:500 -
Anti-cdc42 cdcd2 Ratdén Cytoskeleton 1:500 -
Anti-HA HA Conejo Sigma 1:1000 1:200
Anti-Myc
Myc Conejo Santa-Cruz 1:1000 1:200

(clon Al14)
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Anti-PSD95 PSD95 Raton Cell Signaling | 1:1000 -
Antisinapto
Sinaptofisina I Cabra Santa-Cruz | 1:500

fisina

Taul Tau desfosforilado Ratén Chemicon 1:1000 1:500
Anti-Snapin Snapin Cabra Santa Cruz | 1:1000 1:100

Anti- . Laboratorio

MAP2 Conegjo .. 1:200

MAP2(514) Jests Avila

Tablza I. Resumen de los anticuerpos y las diluciones utilizadas tanto en los experimentos de
Western Blot como inmunofluorescencia

Los anticuerpos secundarios empleados, tanto en Western Blot (WB) como en

inmunofluorescencia (IF), y sus diluciones, se resumen en la siguiente tabla IT

Casa
Anticuerpo secundario Especie Dilucion WB | Dilucién IF
comercial
Anti-raton HRP Cabra Dako 1:1000 -
Anti-conejo HRP Cabra Dako 1:1000 -
Anti-cabra Burro Santa-Cruz 1:2000 -
Anti-raton R
Burro Invitrogen 1:400
Alexa 488, 594, 647
Anti-conejo - 1:400
Burro Invitrogen
Alexa 488, 594, 647
Anti-cabra - 1:400
Burro Invitrogen
Alexa 555
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Tabla II. Lista de anticuerpos secundarios y las diluciones a las que se emplearon en

Western Blot (WB) e Inmunofluorescencia (IF).

METODOS
Animales

Los ratones mutantes de MAP1B pertenecen a la cepa NMR1 y se generaron mediante la
técnica de gene trapping (Chowdhury et al, 1997). El vector utilizado para interrumpir la
expresion del gen contiene un gen quimérico compuesto por neomicina fosfotransferasa
(neo") y B-galactosidasa, los que se encuentran bajo el control de expresion del promotor del
gen atrapado. Todos los animales fueron manipulados de acuerdo a los protocolos
estandarizados y aprobados por la comisién de bioética de la Facultad de Ciencias de la

Universidad de Chile.

Genotipificacion de los animales mutantes para MAP1B: reaccién de polimerasa en

cadena (PCR)

Para genotipar los animales, se hizo una biopsia de la cola durante los primeros 14 dias
de vida de los ratones y se les extrajo el ADN gendmico. Posteriormente mediante PCR y
utilizando partidores especificos contra la secuencia del gen de resistencia a neomicina, se

determino el genotipo de cada raton.

A:5° — CAT GGT CAG GTC ATG GAT GAG C-3°

B: 5 - TAA TCA GCC ACT GAT CCA CCC AG-3°

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo usando una mezcla de reaccion
estandar que contenia: como templado el ADN gendmico (100 ng), 0,2 pM de cada

partidor, 1,0 U de Tag DNA polimerasa, 200 pM de dNTPs en un volumen final de

reaccién de 50 pl. Las condiciones de PCR fueron: denaturacién inicial a 94°C por 2

minutos, seguidos de 35 ciclos con una temperatura de denaturacion de 94°C por 1 minuto,




22

una fase de apareamiento a 60°C por 1 minuto y una fase de elongacién a 72°C por 1
minuto y una extensién final de 10 minutos a 72°C.Finalmente la reaccion de PCR se corrié
en geles de agarosa al 2%y se analizo la presencia de una banda de 238 pares de bases que
estaba presente tanto en ratones heterocigotos como homocigotos para la mutacion en
MAPI1B. Posteriormente el genotipo de cada ratén se confirmo por ensayos de Western

Blot utilizando anticuerpos especificos contra MAP1B total (N19) y B-galactosidasa.

Cultivos celulares

La lfnea celular Cos-7 (células epiteliales de rifion de mono) se crecieron en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM; Dulbecco’s Modified Eagle Meédium, 4,5 g/l glucosa)
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 5% y 100 pg/ml de penicilina y
estreptomicina. Las células se crecieron en placas de cultivo 2 37°C en una incubadora con

5% de CO, y humedad controlada al 95% hasta alcanzar la densidad deseada.

Cultivos primarios de células hipocampales

Los cultivos de neuronas hipocampales piramidales se llevaron a cabo a partir de
embriones en estadio E18 de gestacién, siguiendo el método descrito previamente por
Banker y Cowan (1977). Brevemente, después de obtener los hipocampos, se disectaron en
medio Hank’s libre de Ca™y Mg", pH 7,4 (HBSS) y se trataron con papaina (Worthington
Biochemical Corporation) durante 30 minutos a 37°C. Se disgregé el tejido mecanicamente y
se estimé el ntimero de células disgregadas por contaje mediante un hemocitdmetro. A
continuacién, las células re-suspendidas en medio de adhesion (Neurobasal suplementado
con 0,6% de D-glucosa, 10% de suero de caballo, 2mM de glutamax, 2mM piruvato de
sodio, 100U/ml penicilina y 100 mg/ml estreptomicina) fueron sembradas en placas petri y
cubreobjetos de vidrios pre-tratados con poli-L-lisina (100 pg/ml). Posteriormente después

de 3 horas se cambié el medio de adhesién por medio neurobasal de mantencion libre de
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suero suplementado con B27, N2 ,2mM de Glutamax, 2mM piruvato de sodio, 100 U/mL
penicilina y 100 mg/mL estreptomicina. Para evitar la proliferacién de células no-neuronales
a los 3 dias de incubacién in vitro (DIV) se afiadi6 al medio Arabinofuranosileitosina (Ara-

C; Calbiochem) a una concentracion final de SuM.

Para los estudios de polaridad las neuronas fueron sembradas a una densidad de 5000 células
por cristal de 12 mm de didmetro y mantenidas 1 DIV. En cambio, para los analisis de
morfologia de espinas dendriticas y electrofisiologia, los cultivos fueron mantenidos por
largos periodos de tiempo (entre 14 y 21 dias). Para ello las neuronas fueron plaqueadas a
una densidad de 50.000 células sobre cristales de 12 mm de diametro, decorados con 3
pequeiias esferas de parafina estéril, e invertidas sobre una monocapa de astrocitos en un 70-
80% de confluencia (Kaech et al, 2007) (Fig D). Una vez a la semana, un tercio del medio de

estos cultivos fue reemplazado por medio neurobasal de mantencion fresco.
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Astrocitos Neuronas Co-cultivos de 21 dias

Figura D. Co-cultivos de astrocitos-neuronas (A) Esquema de la realizacion de co-
cultivos de 21 dias de neuronas y astrocitos. (B) Imagen de contraste de fase de una neurona
hipocampal a los 21 dias de incubacion in vitro (DIV) Barra: 20um. Notese la claridad con la
cual se pueden observar y estudiar estructuras tan pequefias como las espinas dendriticas
(Barra: 2um).

Cultivo de astrocitos

El cultivo fue preparado segin (Kaech et al, 2007).Para ello se usaron neonatos de raton en
estadio de desarrollo P1, en donde las cortezas fueron disectadas en medio Hank’s libre de
Ca’y Mg", pH 7.4 (HBSS) e incubadas con 0,25% de tripsina y 1%(peso/vol) DNAsa
durante 15 minutos a 37°C. A continuacion se realizaron 3 lavados con HBSS y el tejido se
disgregd de manera mecanica primero con una pipeta de vidrio de 10 ml y después con una
de 5ml. Posteriormente la suspension de células se paso por un filtro de un diametro de poro
de 70 micras (Falcon) y las células obtenidas fueron sembradas sobre placas M6 sin poli-L-
lisina. Estas células se cultivaron en medio de Glia (MEM suplementado con 10% de suero
de caballo, 2 mM, glutamina ,2mM piruvato de sodio, 0.6% de D-glucosa, penicilina 100

U/mL y estreptomicina 100 mg/mL). Cada 4 o S dias se le cambio el medio a las placas y
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cuando los astrocitos se encontraron a una confluencia entre el 60-80 % se usaron para
realizar los co-cultivos con las neuronas de hipocampo. Un dia antes de invertir los cristales
con las neuronas plagueadas, se les cambié el medio de Glia por medio Neurobasal de

mantencion.

Transfecciones

Para las transfecciones transitorias de células Cos-7 se transfectd 1 pg de plasmido por
pocillo de placa M24 y 4 pg para placas petri de 60mm a una densidad cclular del 80-90%
aproximadamente, con Lipofectamina TM 2000 (Invitrogen) en el medio de transfeccion
Optimem (GIBCO). Para cada transfeccién, se diluy6 1 pg de DNA en 50 pl de Optimem y 2
ul de Lipofectamina TM 2000 en otros 50 pl de Optimem (para las placas se usaron 250 pl
en cada casoy 8 pl de lipofectamina) Estas diluciones se incubaron por separado 5 minutos
a temperatura ambiente, y pasado este tiempo, fueron mezcladas y mantenidas a temperatura
ambiente durante 20 minutos. La mezcla final fue afiadida gota a gota a las células, a las
cuales previamente se les habia cambiado ¢l medio por Optimem sin antibi6ticos. Pasadas 4-
6 horas se detuvo la transfeccion cambiando el medio de transfeccién por medio de plaqueo

DMEM 10% FBS.

Nucleofeccion y plasmidios

Para transfectar neuronas en suspension obtenidas de hipocampos de embriones E18
usamos el método de la nucleofeccion. Para ello se usé el kit de nucleofeccién de neuronas
de ratén de Amaxa y se siguié el protocolo descrito por el fabricante. Por cada reaccion se
utilizaron 8x10°-1x10° “células, las que fueron re-suspendidas en 100pl de solucién de
nucleofeccion y 3pg del plismido y colocadas en una cubeta. Para los experimentos de
polaridad los vectores utilizados fueron lo siguientes: 1) Tiaml cDNA (C119; Kunda el at.,
2001) clonado en el vector pcDNA3, el cual contenia el promotor de citomegalovirus (CMV)

y una cola HA y que corresponde a la forma constitutivamente activa de Tiaml 2) un cDNA
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para la forma silvestre de Racl y otro para la forma constitutivamente activa de Rac1(CA-
Racl, mutante V12) clonada en el vector pcDNA3 y que poseia una cola myc 3) un cDNA
para la forma nativa de cdc42 y otro la forma constitutivamente activa de cdc42(CA-cdcd2
mutanteV12) clonada cn el vector pcDNA3 que contenia un epitopo myc. Se selecciono el
programa apropiado para neuronas hipocampales de ratén en el nucleofector (programa O-
005) y se insertd la cubeta. Una vez terminado el pulso eléctrico, se afiadieron a la cubeta
500 pi de medio de adhesion. Posteriormente las células fueron sembradas a la confluencia
deseada sobre cristales tratados con poli-L-lisina. Pasadas 3 horas se les cambi6 el medio por
medio neurobasal suplementado con B27, y a las 24 horas post-transfeccion se fijaron con

PFA y sacarosa al 4% en PBS, durante 30 minutos a 37°C.

Inmunofiuorescencia de ¢élulas

Las células sembradas sobre cristales de vidrio cubiertos con poli-L-lisina se lavaron
por 5 minutos en solucién de PBS y fueron fijadas con 4% paraformaldehido- 4% sacarosa
en PBS, durante 30 minutos a 37°C. A continuacién fueron permeabilizadas por 15 minutos
con una solucién de 0,1% Tritén X-100 en PBS, lavadas y bloqueadas a temperatura
ambiente con 5% de albGmina de suero de bovino (BSA). Los anticuerpos primarios se
afiadieron en 1% BSA/PBS y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras 3
lavados con PBS, se afiadieron los anticuerpos secundarios o la faloidina-TRITC (1/200,
SIGMA) en 1% BSA/PBS. Tras 3 lavados con PBS y uno con H;O, se montaron los
cristales con FluorSave sobre portaobjetos de vidrio para su posterior observacién al
microscopio. Las imAgenes se tomaron utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 510

META y un LSM 410.
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Anilisis morfométricos de los pardmetros de la forma neuronal

Las imédgenes se digitalizaron en un monitor de video mediante el programa Metamorph
(Universal Tmaging, West Chester, PA). Para las mediciones de longitud neuritica o forma
de cono de crecimiento, las células tefiidas con los anticuerpos fueron seleccionadas al azar
y analizadas usando las herramientas de mediciones morfométricas del programa
Metamorph como se describe en (Paglini et al., 1998; Kunda et al., 2001). Las mediciones

de longitud axonal se realizaron mediante el programa Image] (http:/rsb.info.nih.gov/ij/).

Reconstruccion en 3D de las espinas dendriticas

Para llevar a cabo el estudio del nimero de espinas dendriticas, morfologia de la cabeza y
cuello se adquirieron imagenes de microscopia confocal con un objetivo de aceite de
inmersi6n de 63X de neuronas de 21DV provenientes de animales WT ¢ hipomorfos para
MAPIB. Para obtener las imégenes se usé una resoluciéon de 1024X1024 pixeles con un
promedio de 2 y 0,60 pm de pinhole. Para realizar las reconstrucciones en 3D de la
morfologia de las espinas se hicieron Z-stacks con 13 cortes de 0,150 pm de separacion.
Posteriormente las imdgenes fueron deconvolucionadas mediante el programa Huygens. Las
reconstrucciones se lievaron a cabo a través del programa IDL time Cale. La clasificacién de
los distintos tipos de espinas dendriticas se llevo a cabo segiin el siguiente criterio: 1- espinas
“mushroom” poseian una cabeza grande con un didmetro mayor a 0,75 pm vy un cuello corto
y estrecho, 2- espinas “stubby” no poseian una obvia constriccién entre la cabeza ¥ la unioén
del tronco de la dendrita, 3-espinas “thin” posefan una cabeza pequefia con un didmetro entre
0,5-0,7 pm y un cuello largo y estrecho,4- “Filopodios” se caracterizaban por ser delgadas
protrusiones de longitud mayor a 1,5 pum sin una cabeza distinguible. Para realizar los
andlisis cuantitativos de morfologia se llevaron a cabo 3 experimentos independientes en
donde se midieron 500 protrusiones para cada genotipo y estudio. Para cuantificar la

densidad de espinas dendriticas se realizaron 3 experimentos independientes y en cada caso
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se tomaron 3 ramificaciones dendriticas por neurona (10 neuronas por experimento). Para los
andlisis descritos en esta seccion, se tomaron en cuenta las protrusiones dendriticas que se

detectan a partir de 100-150 pm de longitud del soma y a lo largo de las dendritas

Purificacion de Sinaptosomas

El protocolo usado para purificar las fracciones sinaptosomales desde cerebros de ratones
adultos fue adaptado de (Carlin et al., 1980). Brevemente, se h'omogeneizé el cerebro
anterior de ratones adultos de 1 mes y medio de edad en 4 volimenes/gr de buffer A (0.32
mM sucrosa, 1 mM MgCl,, 0.5 mM CaCl;, 1 mM NaHCOQ,, cocktail de inhibidores de
proteasas, ImM de 4cido okadaico y 1 mM ditiotreitol) en un homogeinizador de vidrio.
Después de adicionar 10 volimenes/gr de buffer A, el homogeneizado se centrifugd a 1400 g
por 10 minutos a 4°C, de ahi se recuperd el sobrenadante S1 y el pellet P1 fue re-suspendido,
homogeneizado en 4 voliimenes/gr de buffer A y centrifugado a 700 g por 10 minutos a 4°C.
El sobrenadante resuitante se combiné con el 81 y se centrifugd 13,800 g por 10 minutos a
4°C. Posteriormente el sobrenadante S2 fue separado del pellet P2 y centrifugado a 100,000
g por 1 hora a 4°C, usando un rotor TL100.3 El sobrenadante resultante $3 constituyd la
fraccion citosdlica y el pellet P3 la fraccion sinaptosomal cruda. Para separar las fracciones
pre y post-sinaptica, la fraccién sinaptosomal cruda se re-suspendio en 24 ml de buffer B
(0.32 mM sucrosa, 1 mM NaHCO;, 1 mM EGTA, 1 mM ditiotreitol, un cocktail de
inhibidores de proteasas y 1mM de 4cido okadaico) por 10 gramos de tejido inicial. Esto se
diluyé 10 veces su volumen en 0,1mM de CaCl, frio. A continuacién, se adicioné el mismo
volumen de una solucién de solubilizacién concentrada 2X (40mM Tris, 2% Tritén X-100 a
pH 6,0) y se incubd por 30 minutos en hielo con agitacién suave. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas por 30 minutos a 40000 g con un rotor SW41 a 4°C, el pellet
obtenido correspondié a las uniones sinapticas, en cambio, el sobrenadante a las proteinas

extra-sindpticas. En seguida, el pellet se lavo con 20mM Tris, 1% Tritén X-100 a pH 6.0, se
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re-suspendi6 en 500 ul de 20 mM de Tris, 1% Tritén X-100 a pH 8.0 y se incubé por 30
minutos a 4°C con agitacién constante. En el paso siguiente, las muestras se centrifugaron
durante 30 minutos a 33500 rpm en un rotor TL 100.1 y a 4°C con el cual se obtuvo un
peliet pequefio (las densidades post-sindpticas) y un sobrenadante que contenta las proteinas
pre-sindpticas. El paso anterior fue repetido 2 veces mas con el fin de lograr una mejor
separacion. Finalmente el pellet que contenia las proteinas post-sinapticas se re-suspendi6 en
50ul de buffer de carga SDS. La cunantificaciéon de proteinas se llevd a cabo a través del
método de Bradford. Se utilizaron anticuerpos contra sinaptofisina y PSD-95, para verificar

el enriquecimiento en las fracciones pre y postsindticas, respectivamente.

Extraccion de proteinas

Los extractos totales de proteinas procedentes del tejido cerebral y de cultivos celulares
se obtuvieron mediante la homogenizacién en buffer de lisis constituido por 50 mM HEPES,
pH 7.4, 10mM, EDTA 0,1mM NaCl 0.1 % Tritén X-100, inhibidores de proteasas (ImM
PMSF, 10 pg/ml aprotinina, 10 pg/ml pepstatina, 10 pg/ml leupeptina) e inhibidores de
fosfatasas (10mM NaF, 1mM NA;VO, 1mM é4cido okadaico). Posteriormente los extractos
fueron homogeneizados y centrifugados a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C. Finalmente la

concentracion de proteinas en las muestras se determiné mediante el método de Bradford

Electroforesis (Western blot)

A los extractos de proteinas obtenidos segin el protocolo anterior se les afiadié buffer de
carga de electroforesis (250 mM Tris pH 6.8, 4% SDS, 10% glicerol, 2% B-mercaptoetanol,
y 0.0006% azul de bromofenol) y las muestras se hirvieron por 5 minutos a 95°C.
Posteriormente las proteinas fueron separadas en geles de poliacrilamida de distintos
porcentajes, segin el peso molecular de las proteinas primarias de interés, en presencia de
SDS (se cargaron entre 5-25 ug de proteina total por pocillo). Luego las proteinas separadas

fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa, en el caso de proteinas pequefias
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(15 a 40 Kda) se utilizaron membranas de PVDF y para comprobar la eficiencia de la
transferencia, las membranas se tifieron con Rojo Ponceau. A continuacién se bloquearon
con leche descremada al 5% (p/v) en PBS-0.1% Tween-20 (v/v), durante 45 minutos y se
procedid a la incubacién con el anticuerpo primario diluido en medio de bloqueo durante 1
hora a temperatura ambiente. Después fueron lavadas durante cinco minutos 5 veces
consecutivas con PBS-0.1% Tween-20. Para la inmunodeteccién, las membranas se
incubaron por 60 minutos con los anticuerpos secundarios respectivos acoplados a
peroxidasa (HRP), diluidos en medio de bloqueo (1/2000). Finalmente las membranas fueron
lavadas cinco veces durante 5 minutos con PBS-0.1% Tween-20 y las proteinas
inmunoreactivas fueron visualizadas utilizando el sistema ECL de Amersham. La
cuantificacion de las proteinas se realizo utilizando el densitémetro GS-710 de Bio-Rad. Los
valores de densitometrfa obtenidos con estos anticuerpos en el rango linear de deteccién, se
normalizaron con respecto a los valores obtenidos con el anticuerpo anti-B-actina o la
proteina total (dependiendo de cada caso) para corregir cualquier desviacién en las

cantidades de proteinas cargadas.

Ensayos de inmunoprecipitacién

Tanto las cortezas e hipocampos de ratones wt y MAP1B (-/-) embrionarios o adultos
como las células Cos-7 transfectadas con los plasmidios de interés se homogeneizaron en
buffer de inmunoprecipitacion frio (50mM Tris, 50mM NaCl; ImM EDTA; ImM EGTA;
0,2mM Ortovanadato de Sodio; 0,2mM PMSF; 2 pg/ml aprotinina; 2pM leupeptina; 1 pg/ml
pepstatina; 0,5% NP-40, 1% deoxicolato de sodio, pH 9.) El homogeneizado se centrifugo a
12000 rpm por 30 minutos a 4°C. Posteriormente ¢l sobrenadante, el cual es considerado
como el lisado total, se cuantificé y 500 pg de él se incubaron con 5 pg de anticuerpo
especifico para cada caso, en un volumen final de 1ml. Esta mezcla se incubé toda la noche

con agitacién constante a 4°C. Luego se agregaron 30ul de una solucién de proteina A-
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Sepharosa 50% (Amersham) y se dejé en agitacion constante por 2 horas a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo los inmunocomplejos se recuperaron por centrifugacién a
16000g por 15 minutos, una vez que el precipitado se recuperd, se lavé 4 veces con buffer de
inmunoprecipitacion y se resuspendié en 30pl de buffer de carga 2X. Finalmente las

proteinas se separaron por geles de SDS-PAGE vy caracterizadas por Western Biot.

Ensayo de actividad de Rho-GTPasas

El ensayo de actividad de la Rac] se Ilevo a cabo como se describe en (Waterman-Storer
et al, 1999). Brevemente, los cultivos de neuronas hipocampales de 1 DIV fueron lisados a
4°C en buffer de lisis (50mM tris; 150 mM NaCl; 1%Triton y 0,5% deoxicolato, pH 7,2). La
proteina Racl y cdc42 unida a GTP se precipito de los lisados obtenidos a 4°C mediante
perlas de glutation-sefarosa que llevaban acoplado la regién conocida como
CRIB(Cdc42/Racl Interactive Binding) o p21 Binding Domain (PBD) de la proteina
efectora de Racl, p21 activated kinase 1 (PAK). Se ha visto que esta region es capaz de
unirse de manera especifica a la forma activa de Racl o edc42, es decir, unidos a GTP. Las
proteinas unidas a las perlas de sefarosa fueron separadas en geles de poliacrilamida-SDS al
12% y detectadas mediante anticuerpos contra Racl y cdc42 respectivamente. Los ensayos
de pull down y western blot para la RhoA-GTP se llevaron a cabo como lo descrito para
Racl, pero usando perlas de sefarosa que posefan un dominio de unién de la proteina
efectora de Rho, rotekina. El dominio de uni6n reconocia especificamente a la forma activa

de RhoA. Tanto RhoA total como la unida a GTP fueron detectadas con un anticuerpo anti-

RhoA (RhoA activation assay, Biochem kit Cytoskeleton).
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Experimentos de electrofisiologia

Para los experimentos de electrofisiologia se cultivaron neuronas de hipocampo de ratones
WT y MAPIB (-/-) en cristales de vidrio de 10mm de diametro tratados con poli-L-lisina y

se mantuvieron por 21 dias, en co-cultivo con astrocitos.

El dia del registro los cristales con las neuronas se transfirieron a una cimara de registro
de un microscopio invertido y se perfundieron con una solucién extracelular (ACSF)
compuesta por: 119mM NaCl, 2,5 mM KCl, 1mM NaH,PO4, 11mM glucosa, 26mM
NaHCO;, 1,3mM MgCly, 2,5mM CaCl,, a una osmolaridad de 290 mosmoles/Kg. Las
soluciones extracelulares fueron burbujeadas con 95% O, y 5% de CO, y se aplicaron al

bafio mediante un sistema de perfusién por gravedad.

Se utilizé la técnica de patch-clamp descrita por (Hamill, 1981) usando la configuracion de
whole-cell con parche perforado (Falke, 1989). Las micropipetas empleadas se fabricaron a
partir de capilares de borosilicato de 1.5 mm y 0.86 mm de didmetro externo e interno
respectivamente (Sutter Instruments) mediante un estirador de pipetas horizontal P-97
(Sutter Instruments, Novato, CA) con una resistencia de entre 4 y 6 MQ, En el baifio se
utilizé un electrodo de Ag/AgCl y la solucién interna que se introdujo en la pipeta, y que
estuvo en contacto con el electrodo, contenia 120 mM metanosulfonato de cesio, 10 mM
HEPES, 2.0mM MgCl,, 8mM NaCl, 2mM ATP, 0.3 mM GTP, 12,75 mM fosfocreatina de

sodio y 0.2 mM EGTA, a un pH de 7.25. La osmolaridad fue ajustada a 290 miliosmoles

Las corrientes macroscopicas se registraron mediante un amplificador Axopatch 1-B (Axon
Instruments, Inc) y filtrados a 2 KHz. La adquisicién de datos y el control de los parametros
utilizados se realizaron con el software SCAN (Strathclyde Software, courtesy
Dr.J.Dempster). EI anilisis de datos se llevo a cabo con el software pCLAMP (Molecular

Devices).
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Determinacion de Ias propiedades pasivas y activas de las células

Los registros se realizaron a una temperatura de 29°C, en las condiciones explicadas
anteriormente. Para la determinacién de las propiedades pasivas y activas se aplicaron pulsos
sucesivos de corriente hiperpolarizantes o despolarizantes, de 20 mseg de duracién, desde -
50 pA y en incrementos de 50 pA. Se registr6 el potencial de membrana en modo current-
clamp (se fija la corriente) (Fig E). El potencial de reposo se midié en la condicién de

corriente total cero

La resistencia de la célula se calculd a partir de la diferencia de voltaje presente antes y
después de la inyeccién de corriente hiperpolarizante, dividido por la intensidad de corriente
inyectada (-50 pA), siguiendo la ley de Ohm (voltaje=intensidad x resistencia). La
capacitancia, propiedad pasiva de la célula de almacenar cargas, se calculo a partir de la

féormula siguiente:

T (seg) = Capacitancia (F) x Resistencia (Q)

Donde fau es el tiempo necesario para que el voltaje decaiga el 37% de su valor inicial (Seg;

segundos; F: faradays; Q: ohms)
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Figura E. Ejemplo de los registros obtenidos y calculos de las propiedades pasivas
de la neurona. Se realizaron inyecciones de corriente de amplitud creciente y se midié
la respuesta (voltaje) en la modalidad de current-clamp. A partir de estos registros se
calculd el potencial de reposo, la resistencia y la capacitancia de células silvestres y
deficientes en MAPIB.

Las propiedades de los potenciales de accion se calcularon a partir de los registros
anteriores. Se tomo el primer potencial de accion que descargd la neurona durante las
inyecciones de corriente y se calcularon parametros como el umbral, la amplitud, el tiempo
medio de subida (“half rise time™) y el tiempo medio de bajada (“half decay time™) (Figura

F).
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] t Amplitud (mV)

Umbral (mV)

Pirad

tiempo medio de bajada (mseg) = Tiempo ( Pico + Amplitud/2) - Tiempo Pico

tiempo medio de subida (mseg) = Tiempo ( Pico — Amplitud/2) - Tiempo Umbral

Figura F. Ejemplo de los registros obtenidos y cilculos de las propiedades de los
potenciales de accion. Se realizaron inyecciones crecientes de corriente y se midio la
respuesta en la modalidad de current-clamp. A partir de estos registros se calculo el
umbral, la amplitud, el tiempo medio de subida y el tiempo medio de bajada de
potenciales de accion generados por neuronas silvestres y deficientes en MAP1B.

El umbral se consideré como el valor de potencial de membrana en el cual la neurona
comienza a descargar el potencial de accion. La amplitud es el valor del potencial desde el
umbral hasta que el potencial de accion alcanza el valor maximo. El tiempo medio de subida
es el tiempo que pasa desde que empieza el potencial de accion hasta que éste alcanza la
mitad del valor de su amplitud. El tiempo medio de bajada es el tiempo que transcurre desde
que el potencial ha alcanzado su pico maximo hasta que llega a la mitad del valor de su
amplitud. A partir de estos mismos registros se calculd el nimero de potenciales de accion
que descargaban las neuronas durante inyecciones de corriente de S0pA en un tiempo de 200

mseg de duracion También se calculd el nimero de potenciales de accion espontaneos que

descarga la célula, registrados en la modalidad de current-clamp, (0 pA)
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Registros de mEPSC (corrientes post-sinapticas excitatorias en miniatura)

Para estos experimentos se hicieron registros a -60mV de célula completa en la modalidad
“voltage-clamp “(se fija el voltaje y se mide la corriente) de neuronas hipocampales de 21
DIV. Las mediciones de las corrientes se llevaron a cabo en presencia de 100uM APV (4cido
DL-2 amino- 5 fosfopentanoico —Sigma), antagonista del receptor de NMDA, de esta manera
las mini-corrientes que se miden son las que dependen de los receptores AMPA, y 1 uM de
tetrodotoxina, inhibidor de los canales de sodio, para evitar los potenciales de accidn
espontineos. El dia del registro los cristales con las neuronas se transfirieron a una cAmara
de registro de un microscopio invertido y se perfundieron con una solucién extracelular
(ACSF) compuesta por: 119mM NaCl, 2,5 mM KCI, 2,5 mM de CaCl,, 1,3 mM MgCh,26
mM NaHCO;, 1mM NaH,PO,,11mM glucosa, 0,1 mM de picrotoxina (inhibidor de los
receptores GABA-A) (pH 7,4). Las soluciones extraceluiares fueron burbujeadas con 95%
0O y 5% de CO, y se aplicaron al bafio mediante un sistema de perfusion por gravedad. Las
pipetas de patch-clamp utilizadas (4-6 MQ) contenian una solucién interna de 115mM de
metanosulfato de cesio, 20 mM de CsCl, 10 mM HEPES, 2,5 mM MgCl,, 4 mM Na,ATP,
0,4 mM Na;GTP, 10 mM de fosfocretina de sodio y 0,6 mM EGTA (pH 7,25). Las

corrientes fueron adquiridas y analizadas con el programa pClamp (Molecular Devices).

Ensayo de Doble Hibrido.

El fragmento de cDNA que codifica para la cadena liviana de la MAP1B”LCI” se clond en
el vector pPGBKT7 en el mismo marco de lectura con el dominio de unién a ADN de GAL4
(Clontech). Este plasmidio que contenia la proteina “cebo™ fue introducido en la cepa de
levadura AH109. Posteriormente esta cepa de levadura se hizo crecer con la cepa Y187, que
contenia una librerfa genomica de cerebro de ratdn adulto “presa” de 2 meses de edad,

construida en el vector pGDAT?7 y que poseia el dominio de activacion de GALA(Clontech).
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A continuacion las levaduras fueron sembradas en placas SD agar deficientes en triptéfano,
leucina, adenina y histidina. Los clones que resultaron positivos fueron aquellos que
crecieron en las placas y que ademas dieron positivos a la reaccién de la B-galactosidasa.
Todos los clones que resultaron positivos fueron secuenciados y caracterizados usando la
base de datos BLAST (http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST/) Finalmente para confirmar la
positividad de los clones, se co-transformaron en levaduras AH109 , las cuales poseian el
plasmidio con el cebo “L.C1%, con el vector que contenia el cDNA de la proteina identificada
como posible interactor y se sembraron en placas SD-agar carentes de los 4 aminoacidos
mencionados anteriormente. Los clones que crecieron y fueron positivos a la reaccion de la

B-galactosidasa, se seleccionaron para los experimentos posteriores.

Ensayo de Liberacion de vesiculas sinapticas.

Para estos experimentos, las neuronas hipocampales de ratén de 16 DIV fueron sacadas del
incubador, lavadas 1 vez con una solucidon Tyrode modificada (2mM CaCly; 2mM MgCl,,
119mM NaCl, 2,5 mM KCl, 30% glucosa y 25mM de Hepes/NaOH a pH 7.4 en presencia de
50uM de APV (antagonista del receptor NMDA) y 10pM de CNQX (antagonista receptor
AMPA/kainato ) y posteriormente se incubaron en oscuridad durante 30 segundos con 10pM
de la sonda FM4-64 (Molecular Probes) seguida de una despolarizacion con 30mM KCI por
1 minuto. La tincion inespecifica y la no-sindptica de la sonda FM4-64 fue disminuida por el
lavado con solucion Tyrode 1 ml/min durante 10 minutos. La cAmara cerrada que contenia
las neuronas, se montd sobre una platina motorizada acoplada a un microscopio confocal
LSM 510 META. A continuacién, se adquirieron imiagenes de las neuronas con un objetivo
de inmersion en agua de 63X 1.4 AN usando una resolucién de 512 X512 pixeles y
excitando las neuronas con laser de 543nm. La sefial fluorescente fue recolectada sobre los

685nm. Posteriormente, se adquirié una linea base durante 1 minuto, tiempo después del cual
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las neuronas se despolarizaron con 90mM de KCl y se fotografiaron por 300 segundos a

intervalos de 2 segundos. Todas las mediciones se llevaron a cabo a 25°C.

Recuento de botones sinapticos activos.

Para estos analisis las neuronas hipocampales de 16 DIV se incubaron con 10 pM de la
sonda FM4-64 (Molecular Probes) seguida de una despolarizacién con 30mM KCI por 1
minuto. La tincién inespecifica y la no-sinaptica de la sonda FM4-64 fue disminuida por el
lavado con solucién Tyrode 1 ml/min durante 10 minutos. Posteriormente, se contd el
numero de botones sindpticos que se marcaron con la sonda por 10 micras de longitud del

axon.

Analisis estadistico.

El analisis estadistico se llevé a cabo con los programas SPSS 15.0 y STATAI10, Los
datos se han representado como los valores medios £+ S.E.M. Primero se analizd si los datos
se ajustaban a una distribucion normal, realizando la prueba de normalidad Kolmogorov-
Smirnov. En el caso de muestras que seguian una distribucion normal, se realizé una prueba t
de Student, para comparar dos grupos de datos, y una ANOVA de una via, seguida de un
test post hoc de Bonferroni, para comparar tres o mas grupos de datos. En el caso de
distribuciones no normales de los datos se aplico una prueba U de Mann-Withney para
determinar la significancia estadistica. El nivel de significancia minimo aceptado ha sido

p<0,05 (*) p<0.01 (**).
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RESULTADOS
I- La disminucién en la expresion de MAPIB produce cambios en el remodelamiento

del citoesqueleto de actina que impactan sobre la elongacion del axén.

Reportes previos de nuestro laboratorio habjan demostrado que neuronas hipocampales
piramidales provenientes del ratén hipomorfo para MAP1B de 2 dias de incubacion in vitro
(DIV) poseian un retraso en el desarrollo axonal. Adicionalmente estas neuronas presentaban
numerosas extensiones cortas tipo filopodios y numerosas estructuras tipo cono de
crecimiento alrededor del cuerpo celular y a lo largo de Ias neuritas (Fig 1A"). Esto nos llevd
a pensar que la organizacién del citoesqueleto de actina se encontraba afectada en las
neuronas deficientes en MAPIB, Estudios anteriores habian sefialado que la MAPIB,
ademas de interaccionar con microtiibulos para estabilizarlos, interaccionaba también a
través de su cadena pesada (HC) y liviana (LC1) con filamentos de actina (Pedrotti et al.,
1996). Ademas, trabajos previos habian demostrado que MAPIB podia unirse a varias
proteinas por lo cual tendria funciones de proteina de andamiaje (Riederer et al, 2007). Por lo
tanto, para determinar si el retraso en la elongacion del axén visto en las neuronas deficientes
en MAPIB estaba relacionado con una falla del alto dinamismo del citoesqueleto de actina,
necesaria para regular la invasion y ensamblaje de microtibulos y posterior crecimiento del
axon, decidimos analizar la respuesta de las neuronas MAPIB (-/-) al tratamiento con
citochalasina D, un inhibidor de la polimerizacién de actina. Lo que observamos fue que las
neuronas WT tratadas por 3 horas y en presencia de 0,5ug/ml del inhibidor extendian
multiples neuritas largas tipo axén (Fig 1B) como habia sido previamente descrito (Bradke
and Dotti, 1999). Sorprendentemente, observamos el mismo fendmeno en las neuronas
MAPIB (-/-) (Fig 1B). En estas neuronas, a pesar de la ausencia de MAP1B, el tratamiento
con citochalasina permiti6 la elongacién de los axones. Mas ain, esta elongacién axonal

inducida por la citochalasina D se acompafié con la presencia de microtitbulos tirosinados
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(miés dindmicos), que invadieron aquellas dreas desprovistas de filamentos de actina, como el

cono de crecimiento (Fig 1C).

Esta observacion fue ratificada al realizar la cuantificacién de fluorescencia, que indicé un
aumento de tubulina tirosinada en los conos de crecimiento de las neuronas MAPIB (-/-) tratadas
con citochalasina D (Fig 1D). Por lo tanto, la deficiencia en MAP1B podria inducir cambios en la
dindmica de actina, y este comportamiento diferencial seria responsable de la deficiencia en la
elongacién axonal. El hecho de que la pérdida de funcién de MAPIB pudiese ser revertida con
drogas que modifican la capacidad dindmica de ensamblar filamentos de actina, sugiere que la
pérdida de funcién de MAP1B impactaria directa o indirectamente mecanismos involucrados en

el ensamblaje de los filamentos de actina,
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Figura 1. Citochalasina D restaura la cinética de la elongacion axonal y promueve el
ensamblaje de microtiibulos en las neuronas MAPIB (-/-). (A y A’) Son imagenes
representativas de microscopia confocal de neuronas WT y MAPIB (-/-). respectivamente,
tefiidas con o-tubulina (rojo) y rodamina-faloidina (verde). Notese que las neuronas WT son
capaces de extender un Ginico axon en condiciones normales, mientras que las hipomorfas no. Sin
embargo, ambas WT y MAPIB (-/-) fueron capaces de extender varias neuritas tipo axon en
respuesta a 0,5pug/ml de citocalasina D (B y B’). (C)lmagen de la morfologia del cono de
crecimiento de una neurona MAPIB (-/-) en presencia de citocalasina D. La tincion en verde
corresponde a tubulina-tirosinada y en rojo a F-actina El tratamiento induce la penetracion de
microtubulos tirosinados en areas desprovistas de filamentos de actina. Como se puede apreciar
en la imagen, los microtiibulos alcanzan el borde exterior de la punta de la neurita (D)
Mediciones de cuantificacion de fluorescencia de tubulina tirosinada en preparaciones
citoesqueletales de neuronas controles y tratadas con citocalasina D. Las mediciones se llevaron a
cabo en el segmento inicial (IS), segmento externo (ES) y en el cono de crecimiento de los
axones de células WT o en la neurita mas larga de las neuronas MAPI1B (-/-) no tratadas. En el
caso de las neuronas tratadas, las mediciones se realizaron en todas las neuritas de longitud
mayor a 80um. Se analizaron un total de 50 células por cada condicion experimental. Barra:
10um.* p< 0.05 (prueba t-student).
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La deficiencia de MAP1B modifica la actividad de las RhoGTPasas Racl y cded2,

El paso siguiente que quisimos abarcar fue determinar si las actividades de las RhoGTPasas
“Racly cdc42”, moléculas claves en la regulacién de los remodelamientos de actina, podrian
estar alteradas en las neuronas deficientes en MAPIB. Racl y cde42 son moléculas cuya
funcién estd relacionada a la expansién/protrusién de lamelopodios y filopodios,
respectivamente (Bishop y Hall, 2000) y son necesarias para la extension, elongacion y
ramificacién axonal (Liqun Luo., 2000; Ng et al., 2002). Estas proteinas actiian como
interruptores moleculares que ciclan entre una forma activa unida a GTP y un estado inactivo
unido a GDP. Para determinar si MAP1B est4 involucrada en la regulacion de la actividad de
Racl, se midié la cantidad de Racl unida a GTP en cultivos de neuronas hipocampales
provenientes tanto de animales WT como hipomorfos para MAP1B de 1 DIV. Para medir la
actividad de Racl se llevaron a cabo ensayos de pul! down usando una proteina de fusién a
glutatién-S-transterasa (GST) que contiene el dominio de unién a p21 (residuos 67-150) de
la proteina efectora de Racl, la quinasa activada por p21 (PAKI) y que se une con gran
afinidad a Racl-GTP pero no a Racl-GDP. Lo que observamos fue que los extractos
celulares de ratones deficientes en MAP1B poseen una reduccién del 90% de la actividad de
Racl, en comparacion con los animales WT (Fig 2A y A”). Adicionalmente, experimentos
de sobreexpresion de la forma constitutivamente activa de Racl (CA-Racl) en las neuronas
MAPIB (-/-) revirtieron el fenotipo de axones mas cortos, ya que las células afin en ausencia
de MAPIB, fueron capaces de extender un axén de longitud comparable a las neuronas WT
(Fig 2B (b-d)-C). En cambio, la sobre-expresién de la forma “wild ppe” de Racl (WT-
Racl) en células deficientes en MAPIB no produjo ningtin efecto en la recuperacion de la
extension del axén (Fig 2B (b-c} y 2C). La activacion de Racl en neuronas requiere de la
activacion de cdc42 (Nishimura et al., 2005), por lo tanto analizamos también si la actividad
de cdc42 estaba disminuida en las neuronas MAPIB {(-/-). Lo que observamos fue una
disminuci6n del 50% en la actividad de cdc42 en las muestras MAP1B (-/-), en comparacién

con las silvestres (Fig 3A panel de arriba y abajo), También determinamos que la sobre-
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expresion de la forma constitutivamente activa de cde42 (CA-cde42) en neuronas deficientes
en MAPIB fue suficiente para revertir el fenotipo de axones con menor longitud en los
animales hipomorfos (Fig 3C, D), mientras que la sobre-expresion de la forma silvestre
(WT-cde42) no mostré cambios significativos (Figuras 3B, D) en comparacién con las

neuronas control.
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Figura 2. La deficiencia de MAP1B disminuye la actividad de Racl. (A) Western Blot que
muestra que los extractos proteicos provenientes de cultivos de neuronas hipocampales de un
animal WT posee una mayor cantidad de Racl-GTP, en comparacion, a las obtenidas del animal
hipomorfo. Como controles de carga se usaron Racl total y B-actina (A’) Los analisis cuantitativos
confirman que la disminucién en la actividad de la Racl en neuronas MAPIB (-/-) es
estadisticamente significativa (** p< 0,01; n=8) (B) Imagen de microscopia confocal de una
neurona hipocampal MAP1B (+/+) tefiida con a-tubulina, nétese que la célula exhibe un unico axon
largo (flecha) (a). (b) Muestra la morfologia de una neurona hipocampal MAPIB (-/-), la cual
presenta una corta neurita tipo axén y que esta tefiida con la misma tincion que en (a). El fenotipo
de corta neurita tipo axon se asemeja a lo que se observa en las neuronas MAP1B (-/-) transfectadas
con WT- Racl(c). (d) Imagen de microscopia confocal de una célula deficiente en MAPIB
transfectada con la forma constitutivamente activa de Racl y fijada después de 24 horas de plaqueo.
Las células fueron tefiidas con un anticuerpo contra c-myc. Barra: 10um. (C) Analisis cuantitativo,
en el cual se observa que las células MAP1B (-/-) transfectadas con CA-Racl extienden axones con
longitudes similares a las neuronas WT (** p< 0,01: n= 60 células por condicién). La significancia
estadistica se calculé mediante t-student.
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Figura 3. Las neuronas MAP1B (-/-) muestran una reduccion en la actividad de cded2. (A
panel de arriba y abajo)Western Blot y analisis cuantitativo, que sefialan que los extractos de
neuronas en cultivo obtenidas de animales WT contienen un 50% mas cdc42-GTP, en
comparacioén con los animales hipomorfos (** p< 0, 01, n=8). B-actina y cdc42 total se usaron
como controles de carga .(B) Morfologia de una célula deficiente en MAPIB transfectada con
WT-cded2-mye, fijada a las 24 horas de plaqueo y tefiida con un anticuerpo anti c-myc. Notese
que la célula presenta una neurita corta tipo axon (flecha) similar a lo visto en las neuronas
MAPIB (/). (C) Imagen de microscopia confocal de una neurona MAP1B (-/-) transfectada con
la forma constitutivamente activa de cdc42 (CA-cded2) y teiiida como en B. La célula presenta
una larga neurita tipo axon (flecha) Barra: 10um. (D) Andlisis cuantitativo que indica que las
neuronas deficientes en MAPIB y transfectadas con CA-cdc42 poseen axones de longitud similar
a las neuronas WT. **p< 0,01; n= 60 células por condicion). La significancia estadistica se calculo
mediante la prueba t-student.
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Las neuronas MAP1B (-/-) poscen una disminucién en la cantidad de P-LIMK1 y P-
cofilina.

La via se sefializacion candnica de Racl y cdc42 en neuronas y otros sistemas celulares
incluye la activacién de moléculas efectoras que se encuentran rio debajo de Racl. Entre
estas, quisimos estudiar la activacién de LIMK-1 y cofilina. LIMK-1, es una serina/treonina
quinasa que se activa rio abajo de Rac1-GTP. Se activa por la fosforilacion en un residuo de
treonina dentro del loop de activacion por la quinasa activada por p21 (PAK1), la cual es
una quinasa que pertenece a la familia de quinasas activadas por p-21 y son efectores
directos de Racl y cdc42(Arber et al., 1998; Yang et al., 1998). Una vez que LIMK-1 est4
fosforilada y por lo tanto activa, fosforila e inactiva a la proteina cofilina, un factor
dinamizante de la polimerizacién de actina (Yang et al., 1998: Fig 4C).

Las transiciones entre las formas fosforiladas y desfosforiladas de cofilina son responsables
de los cambios en el contenido de los microfilamentos de actina {Bamburg y Bray, 1987;
Bamburg 1999; Sarmiere y Bamburg, 2004). Al analizar los extractos proteicos provenientes
de neuronas hipocampales MAPIB (-/-) observamos una disminucién en la cantidad de
LIMK-1 fosforilada (Fig 4A) y de cofilina fosforilada, al comparatlas con las muestras WT
(Fig 4B). Estos resultados refuerzan la hipétesis que la pérdida de funcion de MAPIB, lleva
2 una disminucién en la actividad de Racl y subsecuentemente afecta la cascada de

sefializacion que controla la polimerizacién de actina.
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Figura 4. La deficiencia de MAPIB induce cambios en la fosforilacion de LIMK-1 y
cofilina. (A) Western blot que muestra la disminucién en los niveles de P-LIMK-1 en extractos
de cultivos primarios de neuronas MAPIB (-/-), en comparacién a las muestras silvestres (B)
Western Blot que sefiala que las muestras de animales hipomorfos poseen menor cantidad de
cofilina fosforilada, en comparacion con las WT (* p< 0,01, n=8, prueba t-student) (C) Esquema
que muestra los efectores rio abajo de Racl (Montenegro-Venegas et al., 2010).
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La deficiencia de MAP1B produce un aumento en la actividad de RhoA.

La familia de las GTPasas monoméricas esta dividida en 3 grandes subfamilias: Racl, cdc42
y RhoA. Y se ha sugerido que la activacion de Racl podria dar lugar a una disminucién de
la actividad de RhoA y viceversa (Da Silva et al., 2003; Tk Tsen Heng et al., 2009). RhoA es
una GTPasa cuya funcion ha sido relacionada con la induccién del colapso neuritico (Bishop
& Hall, 2000} y por lo tanto quisimos probar si la disminucién en la actividad de Racl vista
en las neuronas MAP1B (-/-) podria dar lugar a un aumento de la actividad de RhoA. Lo que
observamos fue que los extractos proteicos de neuronas deficientes en MAP1B presentaron
un aumento del 80% en la actividad de RhoA, er comparacion con las neuronas WT (Fig
5A izquierda y derecha). La via de seiializacion canénica rio abajo de RhoA incluye la
activacion de la serina/treonina quinasa dependiente de Rho, RhoK (Mackawa et al., 1999).
Por lo tanto, analizamos los efectos que podria tener la ausencia de MAPIB sobre la
fosforilacién de MYPT1, sustrato especifico de Ia Rho quinasa (RhoK). Consistente con lo
mencionado anteriormente, las neuronas MAP1B (-/-) mostraron un aumento en la cantidad
de MYPT1 fosforilada. MYPTT1 corresponde a Ia subunidad de la miosina fosfatasa que se
une a miosina (Fig 5B izquierda y derecha). La miosina fosfatasa regula ia interaccién entre
actina y miosina rio abajo de via de sefializacién de RhoA (Fig 5C), la que inhibe a la
miosina fosfatasa a través de la activacion de la RhoK. Esta inhibicién causa finalmente el
acortamiento del axon y el colapso del cono de crecimiento, como lo que se observa en las

neuronas deficientes en MAP1B.
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Figura 5. Las neuronas MAP1B (-/-) muestran un aumento en la actividad de RhoA.
(A)Western Blot que indica que los extractos de neuronas hipocampales de hipomorfos (-/-)
presentan una cantidad considerablemente mayor de RhoA-GTP, en comparacion con las
muestras del animal MAPIB (+/+). B-actina y RhoA total se usaron como controles de
carga. Los analisis cuantitativos confirman que el aumento en las muestras del hipomorfo es
estadisticamente significativo (** p<0.01; prueba t, n=8) (B) Western blot que muestra un
aumento en la cantidad de p-MYPT1 en los extractos de neuronas MAPIB (-/-). Los analisis
cuantitativos indican que esta diferencia es estadisticamente significativa (.* p< 0,05, n=8)
(C) Esquema de la via de sefializacion de RhoA en la cual MYPT] esta involucrado

(Montenegro-Venegas et al., 2010)
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La deficiencia de MAP1B produce una disminuci6n en la interaccién de Tiam1 y Racl,

Como vimos que la deficiencia de MAP1B estaba asociada con una disminucién en la
actividad de Racl, buscamos el posible mecanismo molecular implicado en esta
inactivacion. La protefna Tiam1 funciona como un intercambiador de nucledtidos de guanina
(GEF) especifico para Racl, estimulando asi su actividad (Fig 6A). La actividad de Racl no
solo depende de Ia funcién de Tiam1, ya que se han descrito otras GEFs que contribuyen en
polaridad neuronal (Watabe-Uchida et al.,2006) pero nosotros nos centramos en Tiam] por
varias razones: 1) Tiaml tiene altos niveles de expresion en el cerebro en desarrollo, 2)
existe un alto grado de correlacion entre su expresion y el desarrollo morfolégico del axén,
3) los niveles de la proteina Tiam] alcanzan un peak justo a las 24 horas de cultivo , tiempo
al cual comienza la formacion del axén, 4) los estudios de inmunofluorescencia muestran
que en las neuronas en estadio 3, Tiaml se localiza preferentemente en el shaff axonal y en
los conos de crecimiento y finalmente, el punto mas relevante es que Tiam] en cerebro se
comporta como proteina asociada a microtiibulos, interaccionando con microtiibulos
dindmicos del cono de crecimiento axonal y promoviendo de esta manera la formacidn del
ax6n en neuronas hipocampales en cultivo (Kunda et al., 2001). Este punto la hace un
candidato atrayente para interaccionar con proteinas asociadas a microtibulos tal como la
MAPIB. Por lo tanto, lo primero que hicimos fue estudiar la distribucién subcelular de
Tiam] tanto en neuronas silvestres como hipomorfas para la MAPIB. Lo que observamos
fue que en las neuronas WT, Tiam] se encontraba principalmente en la parte distal del ax6n
incluyendo el cono de crecimiento (Fig 6B), en cambio, en las neuronas MAP1B (-/-), se
produjo un cambio en la localizacion sub-celular de Tiaml, y la tincién se localizé
fundamentalmente en el soma (Fig 6C). Ademas, observamos que en los ensayos de pull
down, la cantidad de Tiaml unida a Racl-GTP en las neuronas hipomorfas para MAP1B

disminuy6 en un 70% en comparacion con las WT (Fig 6F). Este cambio no fue dependiente

de los niveles de expresién de Tiam1, ya que los niveles de Tiaml y Racl totales en los
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lisados de c€lulas hipocampales fueron similares enire los 2 genotipos. (Fig 6F). Junto con
esto, vimos que al sobre-expresar en las neuronas deficientes de MAPIB, la forma
constitutivamente activa de Tiaml, que se localiza en la membrana plasmatica (CA-Tiaml,
clone C119; Kunda et al., 2001), éstas fueron capaces de extender el axén (Fig 7A) en forma

similar a las neuronas silvestres
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Tiamlacti va

Figura 6. La deficiencia de MAP1B altera la distribucion de Tiamly su unién a Racl.
(A) Esquema que muestra como una sefial externa activa a Tiaml, la cual facilita el
intercambio de GDP por GTP para activar a Racl (B y C) Imdagenes representativas de
microscopia confocal de neuronas hipocampales WT y deficientes en MAPIB. Las celulas
se tifieron con un anticuerpo anti Tiam1 (verde). Notese que la distribucion de Tiam1 en las
neuronas WT fue predominantemente en el axon y poco en soma. En contraste, la
distribucion en las neuronas MAP1B (-/-) fue principalmente en soma. Barra: 10um (D y E)
Imagenes de fluorescencia que muestran la morfologia de células MAPIB (+/+) y MAPIB
(-/-), respectivamente, tefiidas con a-tubulina. F) Disminucién en la interaccion de Tiam]-
Raclen los ensayos de pull down usando los sobrenadantes de las neuronas deficientes en
MAPI1B. Estos cambios no se debieron a cambios en la expresion de Tiaml o Racl.Los
analisis cuantitativos confirman que la disminucion es estadisticamente significativa (** p<
0.01, n=5, prueba t-student)
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MAPIB (-/-) :
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Figura 7. La sobre-expresién de Tiam1 puede rescatar la cinética de elongacion axonal
en neuronas MAP1B (-/-). (A y B) Fotografias de microscopia confocal de las neuronas
deficientes en MAPIB transfectadas con CA-Tiaml, la variante constitutivamente activa y
que activa eficientemente a Racl.Las neuronas transfectadas se tifieron con un anticuerpo anti
Tiam| (izquierda) y anti a-tubulina (derecha). Note que la célula desarroll6 una larga y Gnica
neurita tipo axon (flecha en cada panel) Barra: 10um (C) Los analisis cuantitativos indican
que las neuronas deficientes en MAP1B transfectadas con CA-Tiam! presentaron axones de
longitud similar a las neuronas WT (** p< 0,01, n=60 células por condicion, prueba t-
student).




Tiam] interacciona con MAP1B.

Finalmente decidimos probar si la pérdida de localizacién de Tiaml en las neuronas
deficientes en MAPIB, podria estar asociada a una posible interaccién entre ambas
proteinas. Esta interaccién podria explicar el retraso en la elongacién del axén en las
neuronas carentes de MAP1B como una consecuencia de la disminucién de la actividad de
las Rho-GTPasas Racl y cdc42. En los estudios de colocalizacién realizados con anticuerpos
anti MAP1B y Tiaml se observd que Tiam! colocaliza con MAPIB principalmente en los
axones de las neuronas en desarrollo (Fig 8, A-D). Estos resultados fueron confirmados en
ensayos de co-inmunoprecipitacion, en los cuales se observé que el anticuerpo contra
MAPIB fue capaz de co-inmunoprecipitar Tiaml. Mas atin, la co-inmunoprecipitacion
reciproca confirmoé la interaccion entre las proteinas (Fig 8E). Estos resultados sugieren
fuertemente que MAP1B se une a Tiam1 y juega un rol en la regulacién de la actividad de

Racl, y de esta forma contribuye a inducir la elongacion axonal.
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Figura 8 Tiam1 interacciona con MAPIB (A-D) Imagenes de microscopia confocal de una
neurona WT tefiida con anticuerpos contra: Tiam1 (verde A); MAPIB (rojo, B) y Taul (azul, C)
(D) Imagen combinada de las fotografias de A-C. Note que estas proteinas co-localizan
principalmente en el axén (flecha en cada panel).Barra: 10pm. (E) Co-inmunoprecipitacion (IP)
de Tiam1 y MAP1B desde extractos proteicos obtenidos desde corteza (Cx) y hipocampo (Hp) de
ratones en estadio P0. Se usaron anticuerpos contra Tiam1 y MAP1B para visualizar las proteinas

en los Western Blot.
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2. MAPIB se localiza en espinas dendriticas y regula sn mimero y morfologia.

Los resultados de la seccién anterior demostraron que MAPIB tenia una nueva funcién,
relacionada con el control de la polimerizacién de los filamentos de actina. Se demostré que
esta funcién contribuia a explicar el fenotipo neuronal del mutante hipomorfo, caracterizado
por la presencia de axones mas cortos. La explicacion molecular que surgié de los estudios
en neuronas en desarrollo, nos hizo pensar que mecanismos moleculares de la misma
naturaleza podrian estar regulando funciones importantes en neuronas maduras. Teniendo en
cuenta lo planteado en Ia introduccién: a) MAP1IB puede interaccionar con filamentos de
actina, b) presencia de microtiibulos dindmicos en las espinas dendriticas de neuronas
maduras c) MAP1B mantiene elevada su expresién en cerebro adulio en. dreas de alta
actividad y plasticidad sinaptica y d) que ain se sabe muy poco acerca de la funcién de
MAPIB en estadios adultos, decidimos hacer un estudio en neuronas maduras, y més
especificamente en estructuras especializadas que regulan la neurotransmisién, tales como

las espinas dendriticas.

Por lo tanto, lo primero que quisimos evaluar, fue si la disminucion en la expresion de
MAPIB podria tener un efecto en la morfogénesis de las espinas dendriticas, derivadas de
neuronas hipocampales cultivadas por largo tiempo. Es importante sefialar que este tipo de
experimento no fue posible de realizar con los ratones hipomorfos adultos, ya que presentan
letalidad postnatal temprana. Por lo tanto, para llevar a cabo estos anélisis, realizamos co-
cultivos de neuronas embrionarias derivadas de los animales WT 6 mutantes sobre una
monocapa de astrocitos WT, para obtener neuronas maduras y aisladas. El primer anélisis,
fue estudiar en detalle la distribucién subcelular de MAP1B en las dendritas maduras. Para
ello, neuronas hipocampales de 21 DIV crecidas en co-cultivo con astrocitos WT fueron
tefiidas con un anticuerpo contra MAPIB total (N19) y faloidina (F-actina). Aunque la
tincion de MAPIB se localizé predominantemente en el shgft dendritico, ocasionalmente

encontramos estructuras inmunopositivas para MAP1B en una pequefia fraccion de
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protrusiones (flecha Fig SA), que se tifieron también con Faloidina (Fig 9A, a-c). Estas
estructuras, por morfologia y morfometria podrian ser espinas dendriticas, Esta fraccién fue
medida y representa un 1%. Este valor es consistente, con los estudios que muestran que el
porcentaje de invasion de los microtiibulos en las protrusiones dendriticas de cultivos fijados
es de alrededor de un 1%-4% en condiciones basales (Hu et al., 2008; Jaworski et al., 2009).
Por lo tanto estos estudios de colocalizacién de estructuras positivas para actina polimerizada
y MAPIB sugirieron que una parte de las espinas dendriticas podrian contener a la proteina

MAPI1B.

En el siguiente set de experimentos, quisimos estudiar si la MAP1B podria estar presente en
compartimientos post-sindpticos, que diesen cuenta de su localizacién en las espinas
dendriticas. Para eso, preparamos fracciones sinaptosomales de origen pre y post-sindptico
de ratones adultos de 2 meses de edad (Fig 9C). Observamos que MAPI1B se distribuye
equitativamente en la fracciones pre- y post-sinapticas. El enriquecimiento de sinaptofisina
en la fraccién pre-sindptica y de PSD95 en la fraccién post-sindptica, respectivamente,
confirma que la separacién de ambos compartimientos fue exitosa. Estos resultados son
consistentes con reportes previos en donde estudios estructurales muestran la presencia de
MAPIB en la fraccidn post-sindptica (Kawakami et al., 2003). El paso siguiente fue analizar
la morfologia y niimero de espinas dendriticas presentes en los cultivos de las neuronas WT
e hipomorfas. Para ello, las neuronas hipocampales se tifieron con el anticuerpo contra
MAP2 (marcador dendritico) y faloidina (marcador de protrusiones dendriticas) (Fig 10, A-
D). Los andlisis cuantitativos de nimero y longitud de protrusiones dendriticas indicaron q;le
las neuronas hipomorfas poseian una disminucion estadisticamente significativa en el
nimero de protrusiones (Fig 10 E) y que la mayor parte de ellas presenté una longitud
mucho mayor en comparacién con las neuronas silvestres. Estas corresponden a protrusiones

con un largo mayor a 2um, y de acuerdo a los pardmetros morfométricos, serian catalogados

como filopodios (Fig 10 F). Con el fin de poder clasificar los distintos tipos de protrusiones
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presentes en las dendritas de estas neuronas, realizamos reconstrucciones en 3D. En estas
reconstrucciones detectamos que las protrusiones de las neuronas control tienen una
morfologia predominantemente de espinas maduras tipo “mushroom” (cabeza grande y
cuello pequeiio) (Fig 11A, C, E). En cambio, la mayoria de las protrusiones de las neuronas
MAPIB (-/~) fueron del tipo filopodios, caracterizadas como finas protrusiones largas sin
una cabeza distinguible (11B, D, E}, y que corresponderian a espinas dendriticas inmaduras.
Estos resultados se correlacionan con las mediciones de longitud de espinas mencionadas

anteriormente.
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Figura 9. La MAP1B esti presente en las espinas dendriticas y compartimentos post-
sinapticos

(A)Imagenes de microscopia confocal de neuronas hipocampales de 21 DIV tefiidas con
faloidina (verde) (A.a) y MAPIB total (rojo) (A.b).Se puede apreciar la presencia de
MAPIB en algunas espinas dendriticas (flechas), las cuales co-localizan con faloidina en
la cabeza de las espinas (A.c) Barra: 20pm (A y B), 2um (a.b.c) espinas B. Western blot
que muestra la presencia de MAPIB en la fraccion sinaptosomal de un raton WT
adulto(panel superior) Se usaron sinaptofisina y PSD-95 como marcadores de las
fracciones pre y post sindpticas, para confirmar el enriquecimiento de estas proteinas en
sus compartimentos respectivos (n=3)
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Figura 10. Las neuronas MAP1B (-/-) presentan una disminucion en el nimero de las
espinas dendriticas. (A-B) Iméagenes de microscopia confocal de neuronas hipocampales
de 21 DIV MAPI1B (+/+) (A) y MAPI1B (-/-) (B) teiiidas con faloidina (verde) y MAP2
(rojo). Barra (20 um) C-D. Ampliaciones para mostrar con mayor detalle que las neuronas
WT tienen espinas maduras con una cabeza definida(C), en cambio, las neuronas
hipomorfas muestran largas y finas protrusiones tipo filopodios (D) Barra: 2um. E)
Analisis cuantitativos que indican que las neuronas MAP1B (-/-) exhiben una disminucion
en la densidad de protrusiones dendriticas (**p<0,01, t-student, n=30 neuronas) (F)
Anilisis cuantitativo del largo de las protrusiones en las neuronas WT e hipomorfas.
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Figura 11. Reconstruccion en 3D de las espinas dendriticas de neuronas de 21 DIV(A-D).
Imagenes deconvolucionadas de microscopia confocal de neuronas MAP1B (+/1) (A) y MAPIB (-/-).
(B) Barra: 5um. Notese que las dendritas de las neuronas silvestres poseen diferentes tipos de
espinas: callampas, las cuales representan la poblacion de espinas maduras (flechas en C), en cambio,
las neuronas del animal MAPIB (-/-) mostraron predominantemente protrusiones largas sin una
cabeza distinguible “filopodios™ (flechas en D) Barra: 2um. E) Grafico que muestra el porcentaje de
los diferentes tipos de espinas que se encontraron tanto en las dendritas de las neuronas WT como
MAP1B(-/-) (**p<0,01: (*p=<0,05;Test de Bonferroni)
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La deficiencia de MAP1B produce una disminuciéon en la actividad de Racl, un
aumento en la actividad de RhoA y una disminucion de cofilina fosforilada en los
compartimentos post-sinapticos.

Para analizar si el mecanismo molecular por el cual la MAP1B podria tener alguna funcién
en la regulaci6n de la morfogénesis de espinas dendriticas, podrfa relacionarse con aquel
descrito para la participacion de MAPIB en el control de la polimerizacién de actina, y
subsecuente efecto en la elongacion axonal, medimos la actividad de las Rho-GTPasas en
fracciones subcelulares ricas en densidades post-sinipticas de ratones adultos. Estos
experimentos se fundamentaron en 1) Nuestra observacion previa que demostraba que las
neuronas hipocampales de 1DIV del ratén hipomorfo para MAP1B posefan una disminucion
en la actividad de Racl y cde42 y un aumento en la actividad de RhoA (Montenegro-
Venegas et al., 2010) y 2) reportes previos que han demostrado que las Rho-GTPasas son
importantes para regular las propiedades dinamicas del citoesqueleto que regulan Ia
plasticidad estructural de las sinapsis excitatorias (Tashiro et al., 2000; Tashiro and Yuste.,
2008). Particularmente Racl y RhoA son conocidas como moléculas clave en la regulacion y
dindmica de las espinas dendriticas. Para probar, si la disminucion de MAPIB alteraba los
niveles y/o la actividad de Racl y RhoA en los compartimientos post-sindpticos, medimos la
cantidad de Racl activa en las fracciones enriquecidas de membranas post-sinpticas tanto
de los animales WT como heterocigotos para MAPIB (recordar que los animales
homocigotos para la mutacién presentan letalidad postnatal temprana). Se encontré que, las
muestras provenientes de los animales MAP1B (+/-) presentaban un 40% menos de Racl
activo, en comparacion con las WT (Fig 12A). Por el contrario, al analizar la actividad de
RhoA observamos que estaba aumentada en un 45% en las muestras MAP1B (+/-) (Fig 12
B). Estos cambios no se debieron a modificaciones en la expresion de Racl y RhoA, debido
a que sus niveles totales fueron similares en los ratones WT y heterocigoto para MAP1B.
Estos resultados estin de acuerdo con trabajos de la literatura que sefialan que una forma

dominante negativa de Racl causa una reduccion en la densidad de las espinas dendriticas en
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neuronas hipocampales de ratén, junto con una mayor longitud de las espinas y menor
desarrollo de la cabeza de éstas (Nakayama et al., 2000; Pilpel y Segal 2004.; Tashiro et al.,
2000). Por el contrario, RhoA posee un efecto negativo sobre la formacién y mantencién de
las espinas dendriticas, ya que el uso de la forma constitutivamente activa causa una
disminucion en la densidad de espinas (Tashiro et al., 2000). El paso signiente, fue
investigar si la actividad de las moléculas que estén rio abajo de la sefializacién de Racl, por
ejemplo cofilina, podrian encontrarse alteradas en las muestras de los animales MAP1B (+-
). La cofilina es una molécula que se une a la F-actina y controla el recambio de las
subunidades en el polimero, ya que incrementa la despolimerizacién en los extremos del
filamento y fragmenta los filamentos largos en trozos mas pequefios. Al ser fosforilada porla
proteina quinasa LIMK-1, se inactiva (Gungabissoon y Bamburg, 2003). Esta proteina se
encuentra enriquecida en sitios asociados con una rdpida reorganizacién de actina, tales
como las espinas dendriticas. Se ha descrito su presencia en las densidades post-sinapticas
(Racz y Weinberg, 2006) y su ausencia produce un aumento en la densidad de las espinas
dendriticas junto con un incremento en el tamafio de la cabeza de las espinas (Rust et al,
2010). Ademds, se ha visto que los animales knock-out para la LIMK-1 poseen una
disminucion en la cantidad de cofilina fosforilada (lo cual puede interpretarse también como
un aumento en la cofilina total) junto con un aumento en el porcentaje de espinas dendriticas
con cabezas més pequefias (Meng et al., 2002), En base a esto medimos la cantidad de
cofilina total y cofilina fosforilada en las fracciones post-sinapticas de los animales MAP1B
(+/-) (Fig 12C) y no observamos ninguna diferencia entre los dos genotipos, en la cantidad
de cofilina total. Sin embargo, se vio una disminucién en los niveles de fosfo-cofilina en las
muestras MAPIB (+/-), resultado que es consistente con el fenotipo de las espinas

dendriticas encontradas en las neuronas MAP1B (-/-).
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Figura 12. Los ratones MAP1B+/- muestran una disminucion en la actividad de Racl,
un aumento de RhoA y una disminucion de p-cofilina en los compartimientos post-
sindpticos. (A) Western Blot que muestra que los extractos sinaptosomales obtenidos de
animales adultos MAP1B+/- contienen menos Racl-GTP que las muestras equivalentes
provenientes de los WT. Los analisis cuantitativos confirman que la diferencia es
estadisticamente significativa, n=4 (*p<0.05) (B) En contraste, las mismas fracciones
sinaptosomales muestran que los animales heterocigotos para la MAP1B poseen una mayor
cantidad de RhoA y que esta diferencia es significativa, n=4 (¥*p<0.05) (C) Western blot de
las mismas muestras usadas en A y B, en donde se observa que los animales WT poseen
mas cofilina fosforilada que los heterocigotos. No se observaron diferencias en la cantidad
de cofilina total, n=4. (*p<0.05, prueba t-student).
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La disminucién en Ia expresién de MAP1B causa una reduccion de la amplitud de las
corrientes post-sindpticas excitatorias en miniatura (mEPSC) mediadas por los
receptores AMPA,

A continuacién quisimos estudiar si la disminucién en el niimero de espinas dendriticas
maduras en el animal hipomorfo podria impactar en la funcidn sindptica de estas neuronas.
Para esto, llevamos a cabo experimentos de electrofisiologia. Primero, estudiamos si las
neuronas MAP1B (-/-) poseian alguna alteracion en las propiedades pasivas de membrana.
Para ello, se realizaron registros de célula entera en configuracién current-clamp a
aproximadamente -60mV y se aplicaron pulsos cuadrados crecientes de 50 pA de corriente.
Los resultados indicaron que la capacitancia de la membrana (relacionada con la superficie
de la membrana celular), la resistencia de entrada y el potencial de membrana de reposo
(relacionados con las conductancias iénicas activas en reposo) de las neuronas carentes en
MAPIB no arrojaron diferencias estadisticamente significativas en comparacién con las WT
(Fig 13 A-C). Mas afin, tampoco se encontraron diferencias en propiedades activas como el
umbral y la amplitud del potencial de accion, entre las neuronas control y las MAP1B (-/-)
(Fig 13 D-E). El paso siguiente fue observar si las newronas hipomorfas presentaban
alteraciones en las propiedades post-sinpticas. Para esto, se registraron las corrientes post-
sindpticas excitatorias en miniatura (mEPSC) mediadas por los receptores AMPA, en
configuracion voltage-clamp a -60mV. Las mediciones se llevaron a cabo en presencia de
APV (antagonista del receptor NMDA) y tetrodotoxina (TTX), para prevenir los potenciales
de accién. Lo que se observé fue que las amplitudes de las mEPSCs obtenidas de las
neuronas hipomorfas fueron significativamente menores en comparacién con las neuronas
control (Fig 14 A y B). La disminucién en la amplitud de las mEPCS sugiere que el nimero
de receptores AMPA funcionales en la sinapsis se encontraria disminuido en las neuronas del
hipomorfo y esto a su vez se correlacionarfa con la gran proporcion de espinas dendriticas
inmaduras vistas en estas células. Adicionalmente, cuantificamos en los compartimientos

post-sindpticos los niveles de algunas proteinas y no se observaron cambios en NRI
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(subunidad receptor NMDA), Stargazina (proteina que interacciona con los receptores
AMPA), ARP2/3 (molécula que participa en la nucleacion de actina y es importante en la
morfogénesis de espinas dendriticas). En cambio, vimos una disminucion de un 60% en los
niveles de GluR1 (Fig 15) que seria consistente con la disminucion en la amplitud de las

mEPSC observada en las neuronas MAPIB (-/-).
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Figura 13. La disminucion en la expresion de MAPIB no produce alteraciones en las
propiedades pasivas y activas de las neuronas (A, B y C) Analisis de la capacitancia, resistencia
de entrada y potencial de reposo, respetivamente, de los registros realizados a -60mV en neuronas
control y MAPIB (-/-). No se observan diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos. (D y E) Tampoco se observaron cambios en los analisis de umbral y amplitud (propiedades
activas) de estas células. n= 25 neuronas. Los analisis estadisticos se realizaron con el test Mann-
Whitney (¥p<0.,01).
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Figura 14. Registros de corrientes sinapticas en miniatura (mEPSC). Mediante la técnica
de patch clamp, se llevaron a cabo registros de eventos espontaneos de neuronas de 21DIV,
a -60mV y en presencia de 100pm de APV y Ium de TTX. (A) Registros representativos
(aproximadamente 2 segundos), de neuronas de 21 DIV provenientes tanto del animal
silvestre como el hipomorfo. (B) Promedio de las mEPSC de AMPA registradas (n= 22
neuronas MAP1B+/+ y 25 neuronas MAP1B-/-). Los andlisis estadisticos se realizaron con el
test Mann-Whitney (**p=<0,01).
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Figura 15. Los compartimientos post-sinapticos de los animales MAP1B (+/-) poseen menor
cantidad de GlurR1. Gréficos que ilustran las cantidades de proteinas post-sinapticas NR1(A),
Stargarzina (B), ARP2/3(C) y GLURI1 (D) presentes en las muestras obtenidas tanto de los
animales WT como de los heterocigotos para MAP1B. n=3 (*p=<0.05).
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Las neuronas MAP1B (-/-) presentan una disminucion en la tasa de liberacion de
vesiculas sindpticas y en el nimero de los botones pre-sinépticos.

Como vimos que las neuronas provenientes de los animales hipomorfos para MAPIB
poseen un aumento de espinas dendriticas inmaduras (filopodios) y una disminucién en la
amplitud de las corrientes post-sindpticas espontaneas mediadas por los receptores AMPA,
quisimos estudiar si la deficiencia de MAP1B podria tener un efecto sobre la cinética de
liberacidén de vesiculas en la terminal pre-sindptica, en respuesta a la despolarizacién con
KCI. Esto podria explicar, en parte, el efecto que observamos en la membrana post-sinaptica
de las neuronas MAPIB (-/-), Para ello, las vesiculas sinapticas de neuronas de 16 DIV
provenientes de animales WT y MAPIB (/) se cargaron con 10 uM de la sonda
fluorescente FM4-64 (Fig 16 A). Una vez que las neuronas estuvieron cargadas con el
fluoréforo, se midio la cinética de disminucién de la intensidad de fluorescencia inducida por
la despolarizacion con 90 mM de KCl, que representa una medida directa de la fusién de las
vesiculas sindpticas con la membrana pre-sinaptica y consecuente liberacion del
neurotransmisor. Como se indica en la Figura 16B, las neuronas MAP1B (-/-) presentan una
disminucion en la tasa de liberacién de la fluorescencia de Ia sonda atrapada en las vesiculas,
con una vida media de 50s versus 85s para las neuronas control., A los 200 s los valores de
fluorescencia normalizados alcanzan un “plateau™ tanto para las neuronas del hipomorfo
como para las WT. En paralelo a estos estudios, para verificar que la caida de Ia intensidad
de fluorescencia se debi6 a la fusién de las vesiculas con la membrana pre-sindptica y no a
una destruccion irreversible o photobleaching de la sonda fluorescente por la radiaciéon de
excitacion, se realizaron experimentos control. En estos estudios, las neuronas WT cargadas
con la sonda FM4-64 se excitaron un niimero elevado de veces con intervalos de 2s entre
cada toma, determinando asi si existia alguna variacion en el comportamiento de la sonda en
ausencia de estimulo, Del grafico expuesto en la Figura 16 C podemos concluir que bajo

este protocolo de estimulacion la sonda FM4-64 no es blanqueada en forma apreciable luego
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de 150 exposiciones, Por lo tanto, se demuestra que la caida en la fluorescencia en los
experimentos de despolarizacion se debe a eventos de fusién de las vesiculas con la terminal
pre-sinaptica.

Finalmente, observamos que la ausencia de MAP1B causa una reduccién en la densidad de
los botones pre-sindpticos, evaluados como el nimero de botones que se cargan con el
fluoroforo FM4-64 (Fig 16D). Por lo tanto, estos resultados sugieren que probablemente la
disminucién en la actividad neuronal vista en las neuronas MAP1IB (-/-), se deba a la

disminucién en la tasa de liberacion de vesiculas sindpticas.




71

90mM KC
Ly SmMEC 5 -

J s
= =
= 5 1
] z
g = |
g £ 08
3 3
-
= = 06
e - [
@ = |
-1 ¥ |
8 E 04
(] < |
B 5 |
g 8 [
é ‘:.-' 0,2 =g control
3 ]
o -
“ 0 : ‘ ) ; : ‘ I A - —p———1
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300

Tieinpa (segandor) Tiempo (segundos)

25

1,5 -

Numero de botones sindpticos/10um

de longitud axonal

++ -/-

Figura 16. La disminuciéon de la expresion de MAP1B reduce la exocitosis de vesiculas
sinapticas de neuronas hipocampales maduras en cultivo. (A)lmagenes representativas de
microscopia confocal de neuronas de 16 DIV provenientes de animales knockout (derecha) y WT
(izquierda) para MAPIB cargadas con 10pM de la sonda FM4-64, marcador de vesiculas
sinapticas, barra. S5pm (B) Grafico de la fluorescencia de FM4-64 normalizada, en donde se ilustra
que las neuronas MAPIB (-/-) muestran una cinética de liberacion de vesiculas sinapticas
disminuida en comparacion con las neuronas control (n=30, para cada genotipo) (C) Curso
temporal de la fluorescencia de neuronas WT cargadas con 10uM de la sonda FM4-64 excitadas
aproximadamente 150 veces cada 2 s con 5% de intensidad de laser, sin efectuar ningin estimulo o
cambio de medio. Los datos representan el promedio de 8 células. (D) Analisis cuantitativo que
indica que las neuronas hipomorfas para MAP1B poseen una disminucion en la densidad de
botones sindpticos activos, en comparacion con las WT (hipomorfo: 1,05+0,07; control: 2,5+0,27,
**p<0.01, prueba t). La longitud total axonal medida que contenian puntos marcados para FM4-64
fue de 6250 um para MAPIB (-/-) y de 6091 pm para el control.
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3. En estadios adultos del desarrollo MAPIB, a través de su cadena liviana “LC1”,

interacciona con Snapin, proteina involucrada en los procesos de neurotransmisién.

Como MAPIB es una proteina que presenta una masa molecular muy grande y se ha
sefialado que tendria un rol como proteina andamio, debido a su interaccion con varias
proteinas (Riederer et al., 2007), quisimos averiguar si en estadios adultos del desarrollo,
MAPIB participa en la formacién de complejos multiproteicos que den cuenta de su
participacion en el control de la neurotransmision. Para ello, realizamos un experimento de
doble hibrido para identificar nuevos posibles interactores de la MAP1B. Como cebo se
utiliz6 la cadena liviana “I.C1” de la MAPI1B, ya que pensamos que ¢s la parte regulatoria
de la protefna, y la hicimos interaccionar con una genoteca de cerebro de ratén adulto. Los
clones que resultaron positivos en el ensayo fueron aquellos que crecieron en medios
altamente restrictivos (Fig 174, izquierda) y que dieron coloracién azul al ensayo de P-
galactosidasa (Fig 17A, derecha). En la Figura 17B se describen los clones que
interaccionaron positivamente con MAP1B, los que fueron secuenciados y caracterizados
usando la base de datos BLAST (http:/www.nchinim.gov/BLAST). De éstos, nos
enfocamos en estudiar la proteina Snapin (Snap-associated protein), ya que es una molécula
que participa en la regulacién de la neurotransmision. Snapin se une al complejo SNARE
(complejo que se forma cuando las proteinas asociadas a vesiculas sindpticas,
sinaptotagmina I y sinaptobrevina “v-SNAREs”, interaccionan con las proteinas asociadas a
la membrana “t-SNAREs™: SNAP-25 y sintaxina) mediante una interaccién directa con
SNAP-25 y asi promueve la unién de la sinaptotagmina I con las t-SNAREs, permitiendo
entonces la exocitosis de vesiculas y liberacion del neurotransmisor (Illardi et al., 1999).
Ademds, se ha descrito que las neuronas knock-out para Snapin poseen una disminucién en
la frecuencia de las corrientes sinipticas en miniatura, una disminucion en el tamafio del pool
de vesiculas que esta listo para ser liberado (RRP) y en el namero de botones pre-sindpticos
activos. Junto con esto, se ha reportado que estas neuronas presentan una disminucion en el

priming y en la sincronizacién de la fusion de las vesiculas (Pan et al., 2009).
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Tanto MAPIB como Snapin se encuentran expresados en el hipocampo adulto, de acuerdo a
datos obtenidos de la base de datos de hibridaciones in situ del Atlas Allen (Figura 19C). Por
lo tanto, esto nos llevé a pensar que MAPIB podria participar en la regulacién de la

neurotransmision a través de su unién a Snapin.
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numero de clones rastreados fue de: 3,6
millones.

“Viabilidad de los diploides: 3.1X10°
-Viabilidad del cebo: 3X10% Cfu/ml (unidades
formadoras de colonias/ml)

-Viabilidad de la presa: 1.11X107 Cfu/ml
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Figura 17. Ensayo de doble hibrido para detectar los posibles interactores de MAPI1B en
cerebro de raton adulto. (A) Usando como cebo la cadena liviana de la MAPIB “LC1”contra
una genoteca de cerebro de raton adulto, se realizé un screening de las proteinas que se unen a
“LC1”. Lo que se ilustra son fotografias representativas de las colonias de levaduras crecidas
en medios altamente restrictivos (izquierda) y que dieron positivas a la reaccion de la f-
galactosidasa. (B) Tabla que enumera las proteinas que interaccionaron positivamente con
“LC1” en estadio adulto. Estas fueron secuenciadas y caracterizadas usando la base de datos
(http://www.ncbi.nim.gov/BLAST (C) Fotografias de hibridaciones in situ de cortes sagitales
de cerebro de raton adulto de Snapin y MAP1B, tomadas del Atlas Allen. Nétese la correlacion
de expresion espacial y temporal de ambas proteinas.
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Confirmacién de 12 interaccién de Snapin y MAP1B-L.C1.

Para confirmar que la interaccion entre MAPIB y LCI corresponde a una interaccion
especifica, co-transformamos en la cepa de levadura AH109 los plasmidios PGDAT7-Snapin
y PGBKT7-LCI. Las colonias que dieron positivas, fueron aquellas que crecieron en medios
altamente restrictivos, es decir, carentes en los aminoacidos adenina, leucina, triptéfano y
histidina y que adicionalmente dieron una coloracién azul, a la seleccion por auxotrofia en
presencia de X-gal, debido a la expresion de la proteina B-galactosidasa (Fig 18A). Como
control positivo se usaron los interactores p53 y antigeno T (Figura 18B) y como control
negativo se utilizé el vector pGADT?7 vacio, junto al vector que contenia a p53 (Figura 18C).
Una vez confirmada la interaccion entre MAPIB y LC1 en levaduras, quisimos estudiar si la
interaccidén se reproducia en un sistema heterélogo de cultivo. Para ello se transfectaron
células COS-7, las cuales carecen de MAPIB, con los vectores que codificaban para Snapin
acoplado a un epitopo HA y para MAPIB-LC1 unido a myc. Los estudios de co-
inmunoprecipitacién mostraron que el anticuerpo contra myc fue capaz de inmunoprecipitar
HA. Adicionalmente, la inmunoprecipitacién reciproca mostré que el anticuerpo contra HA
inmunoprecipité a myc (Fig 19 A). Una vez establecida la interaccion entre ambas proteinas
en las células COS-7, nos abocamos a identificar la zona de interaccion de Snapin con LC1.
Para ello, expresamos diferentes construcciones de Snapin-FLAG junto a LCl-myc en
células COS-7. Los resultados indicaron que el extremo C-terminal de Snapin,
especificamente la region comprendida entre los aminodcidos 84-118, es el segmento de esta
proteina que se une a la MAP1B-LC1 (Fig 19 B). Se ha descrito que esta region de Snapin
interacciona con ofras protefnas involucradas en exocitosis, entre las que se tienen EDH1
(Wei et al, 2010) y SNAP-25 (Illardi et al., 1999). EDH1 es una proteina sindptica que
afecta negativamente la exocitosis, ya que al unirse a Snapin disminuye la interaccion de

Snapin con SNAP-25 y Sinaptotagmina I 'y por ende la liberacién de neurotransmisores (Wei
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et al., 2010). Por lo tanto, la interaccion entre MAPIB-LC1 y Snapin podria tener como

funcioén la regulacion de la tasa de liberacion de vesiculas sinapticas.

Figura 17. Confirmacion en levaduras de la interaccion de la proteina Snapin con la
cadena liviana de la MAP1B “LC1”. El ensayo de doble hibrido arroj6 como posible
interactor de LC1 a Snapin, entonces para confirmar tal interaccion se co-transformaron en la
cepa de levadura AH109 los plasmidios pGDAT7-Snapin y pGBKT7-LC1 (A). Los vectores
pGDAT7-T y pGBKT7-p53 se usaron como control (+), ya que se ha demostrado la
interaccion entre esas proteinas (B). (C) PGDAT?7 (sin el interactor) y PGBKT7-p53 fueron
usados como control (-). Lo que se ilustra en A, B y C son fotografias representativas de
colonias de levaduras crecidas en medio altamente restrictivo “QDO™ y que son positivas
para el ensayo de -galactosidasa en Ay B.
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IPP: anti myc IPP: anti HA

Figura 19. Snapin interacciona a través de su extremo C-terminal con MAP1B-LC1 (A)
Western Blot que indica que los extractos proteicos de células Cos-7 transfectadas con LC1-myc
inmunoprecipitan a Snapin-HA (izquierda). A su vez, la inmunoprecipitacién reciproca también
dio positiva (derecha). (B) Western Blot que muestra que el segmento C-terminal de Snapin,
especificamente la regién comprendida entre los aminoacidos 84 -118, es el que se une a la cadena
liviana de MAP1B. (n=3) NT= sin transfectar.
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Interaccion de LC1 in vivo con Snapin en cerebro de ratén adulto.

Finalmente, decidimos estudiar si estas proteinas podrian interaccionar en neuronas de ratén.
Para ello, se exirajeron proteinas de cerebro total de ratén adulto y se llevd a cabo un
experimento de co-inmunoprecipitacién, en el cual el anticuerpo contra MAPIB
inmunoprecipitd Snapin. (Fig 20 A panel superior). Adicionalmente, se extrajeron proteinas
desde areas donde se expresa MAPIB en cerebro adulto como lo son el hipocampo, la
corteza cerebral y el cerebelo. Se observo que el anticuerpo contra Snapin inmunoprecipit a
MAPIB (Fig 20A panel medio). A su vez la inmnoprecipitacién reciproca mostré que
MAPIB fue capaz de inmunoprecipitar a Snapin (Fig 20 A panel inferior), corroborandose el
resultado obtenido anteriormente. Estos experimentos de interaccién a través de técnicas
bioquimicas fueron complementados con experimentos de inmunofluoecencia. Es asi que, en
neuronas disociadas de 12 dias en cultivo, se observd la colocalizacion de ambas proteinas
en el axon (Fig 20B).

Finalmente, estos resultados sugieren que la funcién de la interaccién entre MAPIB y
Snapin, seria para participar directa o indirectamente de la magquinaria que media la
liberacion de las vesiculas sindpticas. Probablemente aumentando la asociacién de
sinaptotagmina Iy SNAP-25 a través de Snapin 6 contribuyendo a la mantencién de un pool

estable de Snapin en la zona activa de la membrana pre-sinaptica.
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Figura 20. LC1 interacciona in vivo y co-localiza con Snapin en cerebro de ratén adulto. (A)
Western Blot de extractos proteicos de cerebro de raton adulto en donde se demuestra que
MAPIB inmunoprecipita a Snapin (panel superior). Del mismo modo Snapin fue capaz de
inmunoprecipitar a MAPI1B en los extractos de proteinas provenientes de hipocampo, cerebelo y
corteza (panel del medio) Finalmente el panel inferior indica que la inmunoprecipitacion reciproca
resultd positiva. (B) (a, b, c) Corresponden a imagenes de fluorescencia de una neurona
hipocampal WT de 12 DIV, en las cuales la tincion en verde corresponde a LC1, la roja a Snapin
y la azul a Taul, respectivamente. En d se visualiza la superposicion de las 3 imagenes anteriores.
Se observa que las proteinas colocalizan en el axon (flecha en cada panel) Barra: 20pum.
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DISCUSION

Rol de MAP1B en la regulacion de la elongacion axonal

La reorganizacion del citoesqueleto en ¢l cono de crecimiento es esencial para la formacién
del axén, e involucra la expansién y protrusion de un manto de actina que forma los
lamelipodios, la activacién de las Rho-GTPasas Racl/cdcd2 y la invasién y crecimiento de
los microtiibulos (Bradke y Dotti, 1999). Se ha demostrado que la activacion localizada de la
Racl-GTPasa contribuye a la répida elongacién del axoén mediante ¢l control del
citoesqueleto de actina (Da Silva et al., 2005; Nishimura et al., 2005). En este contexto, se ha
descrito que existe un complejo de polaridad, constituido por las proteinas de andamio
Par3/Par6, que pueden activar a Racl, ya que Par3 recluta a Tiam1, una GEF especifica de
Racl, a la membrana plasmética. Este reclutamiento también puede depender de Ia
activacion de cded2 y de su interaccién con Par6. Por lo tanto, la activacién espacio-
temporal y la sefializacién de cdc42-Par6-Par3-Tiami-Racl estdn involucradas en la
especificacion y crecimiento del axén (Nishimura et al., 2005). En concordancia con esto, las
neuronas derivadas del ratén knockout para cdc42 poseen una disminucién en la elongacion
axonal y ademds en este modelo genético la fosforilacién de moléculas de sefializacién
localizadas rio abajo de cdc42/Racl, entre las que se tiene a la cofilina, se encuentran
alteradas (Garvalov et al., 2007).

En esta tesis se ha demostrado que el retraso en la elongacién axonal que se observa en
animales hipomorfos para MAPIB, puede ser revertido bajo 3 condiciones que afectan
directamente al comportamiento dindmico de los filamentos de actina: a) tratamientos con
citocalasina D permiten la clongacién de axones en neuronas MAPIB (--), y la
concomitante invasion de microtibulos tirosinados (poblacion més dinamica de
microtibulos); b) la sobre-expresién de las formas constitutivamente activas de Racl y
cded? y, c) la sobreexpresidn de la GEF especifica para Racl, Tiaml, en su forma dirigida a

la membrana plasmitica (Montenegro-Venegas et al., 2010). Estas condiciones en todos los
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casos permiticron extender los axones de las neuronas MAPIB (-/-) a longitudes
equivalentes a las encontradas en las neuronas control. Adicionalmente, las neuronas que
poseen deficiencias en la expresion de MAP1B mostraron una disminucién en Ia actividad de
moléculas que regulan la polimerizacién de actina, En concreto, se verificd una reduccion en
la actividad de Racl y cdc42, con el concomitante aumento de la actividad de RhoA
(Montenegro-Venegas et al., 2010). Finalmente, los cambios asociados a la actividad de las
Rho-GTPasas, que controlan la dindmica de actina, fueron acompafiados por cambios en la
actividad de los efectores de cada via. En el caso de la via de Racl, los niveles de P-LIMK-1
y P-cofilina-estaban disminuidos. Mientras que en el caso de la via de RhoA, la cantidad de
P-MPYT, sustrato especifico de RhoK, estaba aumentada (Montenegro-Venegas et al.,
2010). Estos datos sugieren que existe un mecanismo de control cruzado de los microtibulos
sobre las propiedades dindmicas de los filamentos de actina, y que estas interacciones
reciprocas entre estos elementos del citoesqueleto son importantes para la especificacion,
guia y elongacion del axon.

Estos resultados apoyan estudios que indican que los miembros de la familia de Rho
GTPasas pequeiias incluyendo RhoA, Racl y cdc42 parecen ser moléculas importantes en la
regulacién de la conversacién cruzada entre actina y microtiibulos en neuronas en desarrollo,
para la especificacion, gufa y elongacién del axén (revisado en Witimann y Waterman-
Storer, 2001). Més aln, hay evidencias de que durante la polarizacién celular existe una
inter-relacion entre actina y microtibulos a través de las Rho-GTPasas pequefias. Por
gjemplo, IQGAPI, proteina de unién a actina y molécula efectora de Racl y cdcd2,
interacciona directamente con las TIPS+ CLIP-170, APC y CLASP2, las cuales son
proteinas que se une al extremo en crecimiento del microtibulo (extremo +), regulando asi la
dindmica de los microtiibulos y permitiendo por lo tanto Ia polarizacién celular (Fukata et
al., 2002; Watanabe et al., 2005; 2009). PAK, otra molécula efectora de Racl y cded?
fosforila a stathmina. Esta proteina se une a microtibulos y los desestabiliza y la

fosforilacién bloquea su actividad (Daub et al,, 2001; Wittmann et al., 2004), mDia, proteina
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efectora de RhoA, también participa en la conversacion cruzada entre actina y microtibulos,
ya que su funcion estd relacionada con la formacion de microtibulos estables a través de su
interaccion con las proteinas EB1 y APC para promover la migracion celular (Palazzo et al ,
2001; Wen Y et al., 2004) y en la coordinacion de la distribucién de filamentos de actina y
microtibulos (Ishizaki et al., 2001). En conjunto, todos estos datos indican que varios
efectores de Racl y cde42, participan en la regulacion de la interaccién reciproca entre actina
y microtibulos durante la elongacién axonal. Nuestros resultados muestran que la proteina
MAPIB unida a los microtiibulos actia como regulador rio arriba de 1a actividad de Racl
durante el crecimiento del axo6n a través de su interaccion con Tiaml.

MAPIB podria actuar como una marca para llevar a Tiaml a un grupo particular de
microtibulos, por ejemplo los microtiibulos tirosinados, que son esencialmente dinamicos
{Kunda et al., 2001). Esto contribuiria a la activacion espacio-temporal de Racl y de esta
manera a la rapida elongacién dei axéon. La activacion de Racl no sé6lo depende de la funcién
de Tiaml, ya que se han descrito otras GEFs que contribuyen al desarrollo de polaridad
neuronal. Entre ellas esti DOCK7, que regula la polaridad neuronal a través de la
fosforilacién local de la proteina desestabilizadora de microtibulos stathmina/Op18
(Watabe-Uchida et al., 2006). Por lo tanto, se sugiere que este podria ser un mecanismo
complementario al propuesto en este trabajo. Sin embargo, en este trabajo de tesis nosotros
nos focalizamos en el estudio de Tiaml por varias razones, siendo la mas relevante que
Tiam] se asocia con microtibulos (Kunda et al., 2001). Eso nos llevé a pensar que podria
interaccionar con una MAP, tal como la MAP1B. Es importante destacar, que nuestros datos
son consistentes con reportes que sefialan que la proteina STEF (homologa de Tiaml)
interacciona con la cadena liviana LC1 de MAPIB. Esta interaccién STEF1-LC1 es inhibida
por la fosforilacién mediada por la Rho quinasa (Takefuji et al., 2007). En nuestro modelo,
mediante ensayos de pull down, observamos un aumento en la actividad de la Rho-GTPasa
RhoA. Junto con esto detectamos un aumento en la fosforilacién de la subunidad de unién a

miosina de la miosina fosfatasa (MYPT1). La miosina fosfatasa regula la interaccién de
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actina y miosina rio abajo de RhoA, la cual inhibe a la miosina fosfatasa a través de la
activacién de la Rho quinasa. Esta inhibicion causa finalmente retraccion del axén y colapso
del cono de crecimiento. Ademis, se ha demostrado que la activacion de Racl inducida por
Tiam] disminuye la sefial de RhoA (Van Leeuwen et al., 1997; Sander et al., 1999) y que
esta inhibicion induce la desestabilizacion local de los filamentos de actina promoviendo asi
la axonogénesis (Da Silva et al., 2005). Basindonos en los resultados presentados aqui y en
la literatura, nuestro modelo propone que ia activacién de RhoA podria depender de la
inactivacién de Racl. Este modelo explicarfa la disminucién en Ia velocidad de elongacidn
axonal en las neuronas deficientes en MAPIB (Fig. 21). Mas afin, otras proteinas GEFs,
como la GEF-H1 y la Lfc, que son especificas para RhoA y Racl respectivamente,
interaccionan con microtibulos (Krendel et al., 2002). Interesantemente, los microtibulos
que se ubican en el extremo distal del axén, incluidas las regiones centrales y periféricas del
cono de crecimiento, se encontraron enriquecidos tanto en MAPIB como en Tiaml. En
contraste, la activacién de las Rho-GTPasas; Racl y cde42, asi como la ubicacién distal de
Tiam1, no se observé en las neuronas carentes en MAP1B. En consecuencia, la deficiencia
en MAPI1B est4 asociada con un aumento de la presencia de Tiam1 en el soma neuronal. La
distribucién de Tiam] en el axén de una neurona silvestre se correlaciona con la localizacion
de MAP1B fosforilado en modo I en el axén, Ia cual se concentra en la parte distal de éste,
proximal al cono de crecimiento (Black et al., 1994; Boyne et al., 1995; Bush et al,, 1996).
Por lo tanto, no podemos descartar la posibilidad de que Tiam 1 se asocie a MAP1B
fosforilada en modo I y al estar ausente en los ratones KO, Tiam 1 cambie su localizacién al
soma y por ende no pueda activar en el lugar y momento dado a la Rho-GTPasa Racl y
promover la elongacién del axén. Por otra parte, se ha visto que la disminucidn en la
expresion de MAP1B produce un dramatico descenso en el contenido de microtibulos
tirosinados (Gonzalez-Billault et al., 2001). La enzima tubulina tirosina ligasa, responsable
de la tirosinacién de la alfa tubulina, interacciona con MAPIB en células neuronales

sugiriendo que la pérdida de esta interaccion puede ser en parte responsable de la
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disminucién de microtiibulos tirosinados en las neuronas deficientes en MAPI1B (Utreras et
al., 2008). Las modificaciones postraduccionales de la a-tubulina son necesarias para la
especificacion del axdn, segin indican algunos estudios que muestran un aumento en la
acetilacion local de los microtibulos durante la especificacion del axén (Witte et al., 2008).
Ademas, estas modificaciones (por ejemplo: destirosinacién de o-tubulina) podrian también
afectar la union de Tiam1 a los microtibulos. En cualquier caso, las presentes observaciones
plantean la posibilidad de que en neuronas en desarrollo, los microtibulos regulen la
actividad de las Rho-GTPasas tal como se propone para la migracion de los fibroblastos. Por
otra parte, el requerimiento de MAP1B para una efectiva unién de Tiaml a los microtiibulos,

aparece como una nueva y crucial funcion para esta MAP durante la polarizacion neuronal.
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+ MAPIB

- MAPI1B

Figura 21. Esquema que ilustra el posible mecanismo por el cual MAP1B es importante para
la actividad de Tiam1. En presencia de MAP1B, Tiam! es capaz de unirse a los microtibulos. Esta
union se requiere para la activacion de cdc42 y Racl. La activacion de la via de Racl, resulta en la
inhibicién de cofilina, lo cual permite la polimerizacion de la actina y el subsecuente desarrollo del
axon. Por otra parte, Racl inhibe la via de RhoA, de este modo evita el colapso del cono de
crecimiento. En ausencia de MAP1B, Tiam1 se localiza en el citoplasma y no se activa la via de
Racl. La inhibicion de la via de Racl lleva a la activacion de la via de RhoA y como consecuencia
colapso del cono de crecimiento (Montenegro-Venegas et al., 2010).
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MAPI1B y desarrollo de las espinas dendriticas

En la seccién introductoria, se ha mencionado que MAP1B es la primera de las MAPs en
expresarse durante los primeros estadios del desarrollo. Y que esta proteina alcanza sus
maximos niveles de expresion durante los primeros dias del desarrollo, disminuyendo al
llegar a la etapa adulta (Matus et al., 1988; Schoenfeld et al., 1989; Tucker et al., 1988). Sin
embargo, la MAPIB en estadios adultos, mantiene elevados sus niveles de expresion en
ciertas zonas del cerebro que poseen un alto grado de actividad y plasticidad siniptica como
por ejemplo, el hipocampo (Nothias et al., 1996; Schoenfeld et al., 1989; Tucker et al.,
1989). Junto con esto, trabajos previos han detectado a través de microscopia electrénica y
analisis proteémicos, la presencia de MAPIB en la regién post-sindptica de la corteza
cerebral de rata (Kawakami et al., 2003; Witzmann et al., 2005). Hasta el inicio de este
trabajo se habia estudiado ampliamente el rol de MAPIB en la axonogénesis. Mientras que
su funci6n en la etapa adulta, particularmente en los compartimentos post-sindpticos, atin no
habia sido dilucidada. En concordancia con lo previamente descrito en la literatura, en
nuestro trabajo detectamos la presencia de MAPIB en sinaptosomas purificados de corteza
de raton, tanto en las fracciones pre- como post-sinipticas. Ademds observamos mediante
microscopia confocal la presencia de MAP1B en un porcentaje pequefio (1-4%) de las
espinas dendriticas, en cultivos neuronales de 21 dias de incubacién in vitro.
Adicionalmente, se ha demostrado que en una pequeiia fraccion (en promedio un 4%) de las
espinas dendriticas, se ha encontrado la presencia de la proteina EB3 enddgena, la cual es
una proteina que se une solo al extremo (+) de los microtabulos que estin polimerizando
(Jaworski et al., 2009). Nuestros resultados se relacionan con los datos publicados
recientemente, donde se sefiala que el porcentaje de protrusiones dendriticas en cultivos
fijados (20-28 DIV), donde se detecté la presencia de microtibulos bajo condiciones basales,
es de aproximadamente un 1%. El bajo niimero de protrusiones dendriticas que presentan

microtibulos en un momento determinado puede deberse a la naturaleza dindmica y
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transitoria de éstos (Gu et al., 2008). Interesantemente, se ha reportado que la invasion de los
microtiibulos en las espinas dendriticas probablemente cumple funciones especificas y no es,
por lo tanto, un acontecimiento al azar. El aumento de la actividad neuronal incrementa
substancialmente el nimero de protrusiones que son invadidas por microtiibulos y el tiempo
que €stos permanecen en ellas (Hu et al., 2008). Como MAPIB es una proteina que se asocia
a microtiibulos y que estd implicada en la mantencién de una poblacién de microtabulos
dindmicos (Goold et al., 1999; Utreras et al., 2008) junto con interaccionar con filamentos
de actina, ya sea a través de su cadena pesada y liviana (Cueille et al., 2007, Togel et al.,
1998), es razonable pensar que MAP1B podria entrar en las espinas a través de su unién a
microtitbulos 6 a través de su interaccion con filamentos de actina. La entrada de MAPIB en
las protrusiones dendriticas serfa transitoria, debido al pequefio nfimero de las mismas
positivas a la tincion de MAP1B. Se ha descrito que el ingreso temporal de los microtibulos
a las espinas estd asociado con cambios morfoldgicos, tales como formacién de protrusiones
transitorias, aumento en el ancho de las espinas y disminucién de protrusiones tipo
filopodios (Hu et al., 2008; Gu et al., 2008; Jaworski et al., 2009). Estos microtibulos
podrian actuar como sefial para reorganizar el citoesqueleto de actina y regular el tamafio de
la espina, Esto se relaciona con nuestras observaciones, donde las neuronas provenientes del
animal hipomorfo para MAP1B muestran una disminucién en el porcentaje de espinas
dendriticas maduras tipo “mushroont” y un aumento en las protrusiones tipo filopodios, en
comparacion con las neuronas del animal WT. Finalmente, el alto nimero de protrusiones
dendriticas inmaduras presentes en las neuronas MAP1B (-/-) se asocia con la disminucién
en la amplitud de las corrientes post-sinapticas excitatorias en miniatura (mEPSC) mediadas
por los receptores AMPA, observadas en estas neuronas. Estos resultados sugieren la
importancia de MAPIB en la formacién de las espinas dendriticas y probablemente en la
maduracién sindptica. Reportes previos han demostrado que Ia reduccién en los niveles de la
proteina EB3, produce un aumento de las protrusiones tipo filopodios y una disminucién en

el mimero de espinas maduras tipo “mushroom”. Junto con esto, se ha reportado que el uso
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de bajas concentraciones de nocodazol, para inhibir la dindmica de microt@ibulos en
rebanadas de hipocampo en culti\:os organotipicos, produce el mismo fenotipo y suprime la
potenciacion sindptica producida en respuesta a una estimulacion de alta frecuencia
(Jaworski et al., 2009). Por otro lado, el uso de pequefias dosis de taxol para promover y
estabilizar microtiibulos, en conjunto con BDNF, incrementa el tamario de la cabeza de las
espinas (Hu et al.,, 2008). Por lo tanto, es probable que la presencia de MAP1B en las
protrusiones dendriticas aumente la poblacién de microtibulos dinamicos a través de su
interaccion con la tubulina tirosina ligasa (Utreras et al., 2008), regulando asi los cambios
morfolégicos sufridos por estas estructuras. Junto con esto, no podemos descartar que en
ausencia de MAPIB haya un retraso en el desarrollo de las espinas dendriticas y por eso

posean una morfologia mas inmadura,

El citoesqueleto de actina juega un rol importante en la dindmica y la morfogénesis de las
espinas dendriticas (Ethell y Pasquale, 2005; Sekino et al., 2007; Zhang y Macara, 2008).
Numerosas proteinas de unitn a actina que se encuentran bajo el control de diferentes vias,
tales como las Rho-GTPasas, regulan la dindmica de actina. Nosotros detectamos que en las
fracciones sinaptosomales post-sindpticas extraidas de las corteza de los animales adultos
MAPIB (#/-), se produce una disminucién en la actividad de la Rho-GTPasa Racl y un
aumento en RhoA-GTP (forma activa). Esto estd en estrecha relacién con lo que se observa
en las neuronas MAPIB (-/-) de 2 DIV, donde se produce un aumento en la actividad de
RhoA y una disminuci6n en la actividad de Racl y cdc42. Esto se deberia (al menos en
parte) a la regulacion de la actividad de la Rho-GTPasa por parte de MAP1B, a través de su
interaccién con Tiaml. Hay varias evidencias que implican a Racl y RhoA tanto en la
formacién, como en la maduracion de las espinas. En concordancia con nuestros resultados,
trabajos previos han mostrado que el uso de un dominante negativo de Racl causa una
disminucién en la densidad de espinas dendriticas en las neuronas piramidales de rebanadas

de hipocampo (Nakayama et al., 2000; Pilpel y Segal., 2004; Tashiro et al., 2000). Las
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neuronas que expresan el dominante negativo muestran espinas dendriticas notablemente
mas largas que los controles. Mas afin, la inhibicidn de Racl reduce el crecimiento de la
cabeza de las espinas. Estas observaciones demuestran el rol de Racl en la mantencién y
maduracion de las espinas (Tashiro yYuste, 2004). En contraste con Racl, tenemos a RhoA,
Ia cual inhibe Ia formacién y maduracién de espinas (Govek et al., 2005). La sobre-expresion
de la forma constitutivamente activa de RhoA disminuye la longitud y densidad de espinas,
indicando que RhoA tiene un efecto negativo en la formacién y mantencion de estas
estructuras (Nakayama et al., 2000; Pilpel y Segal, 2004; Tashiro et al., 2000). En forma
contraria, se ha descrito que la inhibicion de RhoA incrementa la densidad y longitud de las

espinas en neuronas corticales e hipocampales de ratén (Tashiro et al., 2000),

Como se ha mencionado anteriormente, las GEFs y las GAPs regulan la actividad de las
Rho-GTPasas. Existen varios trabajos que apoyan el rol de las GEFs en la formacién y
mantencién de las espinas. Tiaml estd involucrada en la morfogénesis de espinas y el
crecimiento de las arborizaciones dendriticas en respuesta a la activacion de los receptores de
NMDA (Tolias et al., 2005). Mas aun, la disminucién de los niveles de Tiam1 mediante
RNAi en neuronas hipocampales produce una reduccién en la densidad de espinas
dendriticas, Tiam] no es el tinico caso de una proteina reguladora de GTPasas monoméricas
involucradas en el remodelamiento de las espinas dendriticas. Kalirin -7, otra GEF especifica
para Racl, regula la morfogénesis de espinas a través de su interaccion con CaMKII (Xic et
al., 2007). Por otro lado, GEF-HI es especifica de RhoA y es una proteina que se asocia a
los receptores AMPA, La inhibicién de la actividad de los receptores AMPA promueve la
activacion de GET-HI y ésta a su vez regula en forma negativa el desarrollo de las espinas a
través de la activacion de la cascada de RhoA (Kang et al, 2009). El uso del dominante
negativo y el RNAi de GEF-H1 aumenta la densidad y la longitud de las espinas,
posiblemente debido a la capacidad de RhoA de inhibir a Rac1 (Li et al., 2002). La GEF-H1

se puede unir a microtibulos en su forma inactiva. Cuando los microtibulos se
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despolimerizan, la GEF-HI se suelta y queda libre en el citoplasma en un estado activo y
disponible para promover la unién de GTP a RhoA (Krendel et al., 2002; Chang et al., 2008).
Resultados recientes sefialan que MAP1B co-inmunoprecipita con la GEF-HI en cerebro
adulto (datos no publicados). Nosotros pensamos que en ausencia de MAPIB o por
despolimerizacion de los microtabulos, se una menos GEF-H1 a éstos, lo cual permitiria que
aumente la cantidad de GEF-HI1 activa y consecutivamente la activacion de RhoA en las
espinas. Esto provocaria una reducciéon en la actividad de Racl y por lo tanto, una
disminucién en la densidad y niimero de espinas dendriticas maduras, junto con la

disminucion en la funcidn sinaptica,

Adicionalmente, detectamos que las fracciones sinaptosomales post-sindpticas provenientes
de los animales MAPIB (+/-) poseen una disminucién en los niveles de GIuRl1, en
comparacion a las muestras provenientes de los animales control. Este resultado se
correlaciona con la disminucién en la amplitud de las mEPSC dependientes de los receptores
AMPA, observadas en las neuronas MAP1B (-/-). La activacion de los receptores AMPA por
un estimulo glutamatérgico pre-sindptico, regula negativamente la via de sefializacién de
RhoA, generando un aumento en la densidad de espinas y el fortalecimiento de las
conexiones locales con los “inputs™ sinapticos (Kang et al., 2009) A través de un mecanismo
similar, la via de RhoA puede ser activada cuando el desarrollo de las espinas se ve limitado
debido al bajo nivel de actividad siniptica (Kang et al.,, 2009). Adicionalmente, se ha
descrito que la sobre-expresion de la forma WT y constitutivamente activa de Racl induce la
agrupacién de receptores AMPA, tanto en las espinas dendriticas pre-existentes como las
formadas recientemente, lo cual promueve un aumento en la amplitud de las mEPSC.
Reciprocamente, el uso del dominante negativo de Rac] causa el efecto contrario, sugiriendo
que Racl puede regular la funcién de las sinapsis excitatorias (Wiens et al., 2005). Como
Racl es una molécula importante en la polimerizacién de actina, y la actina es esencial para

el anclaje de los receptores postsindpticos de tipo NMDA, AMPA o GABA (Allison et al.,
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1998), es probable que Racl indirectamente canse un aumento en el namero de receptores
AMPA en la membrana post-siniptica, a través del aumento de la actina polimerizada
(Weins et al., 2005). Ademds, se ha visto que el aumento de las corrientes mediadas por los
receptores de glutamato tipo AMPA, pueden ser inhibidas en presencia del inhibidor de la

polimerizacién de actina, Latrunculina A (Matsuzaki et al., 2004).

Existe una amplia bibliografia en la que se describe la importancia de proteinas relacionadas
con la regulacién del citoesqueleto de actina, que estdn reguladas por la ruta de las Rho-
GTPasas, en el desarrollo de espinas dendriticas. Se ha visto que proteinas como Arp2/3
(Hotulainen et al,, 2009), LimK-1 (Meng et al., 2002) o el complejo ADF/cofilina
(Hotulainen et al., 2009} participan en la regulacién de la morfologia de las espinas
dendriticas. La LimK-1 es un efector rio abajo comin de las Rho-GTPasas y se ha descrito
que fosforila e inactiva a la cofilina (Arber et al., 1998; Sumi et al., 1999; Yang et al., 1998).
El complejo ADF/cofilina se localiza en la densidad postsinaptica (Racz & Weinberg, 2006)
y se ha visto que induce el desensamblaje de los filamentos de actina necesarios para
mantener una longitud y morfologfa correcta de las espinas dendriticas (Bamburg et al.,
1999; Carlier ct al., 1999). Ratones knockout para LimK-1 poseen unos niveles de
ADF/cofilina normales, mientras que los de cofilina fosforilada se encuentran disminuidos
(Meng et al., 2002). Estos ratones tienen una morfologfa de espinas dendriticas alterada, ya
que presentan unas espinas con un cuello més largo y una cabeza mds pequefia, al igual que
sucede en neuronas deficientes en MAP1B. La disminucién en los niveles de fosfo-cofilina
encontrados en las fracciones sinaptosomales de los animales heterocigotos para MAPIB se
correlacionan con la disminuci6n en la actividad de Racl. M4s ain, Ia cantidad de cofilina
fosforilada en los animales heterocigotos para MAP1B estd disminuida sin que haya cambios

en la cantidad de cofilina total, como lo que ocurre en ausencia de la proteina LIMK-1.

En resumen, hemos presentado evidencias que sugieren que MAPIB podria estar

involucrada en la formacién de espinas y en la regulacion de la funcion postsindptica
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excitatoria. Es probable que la disminucion en los niveles de GluR1 y consecuentemente en
la amplitud de las corrientes mediadas por los receptores AMPA, vistas en las neuronas
MAPIB (-/-), se deban a una disminucién en la cantidad de actina polimerizada, lo cual
provocaria una merma en el anclaje de los receptores AMPA en la membrana postsinaptica.
Futuros experimentos, en los cuales se infecten neuronas adultas y deficientes en MAPIB,
con las formas constitutivamente activas de las moléculas involucradas en la polimerizacion
de actina, tales como Racl, LimK-1-P y cofilina-P, junto con el uso de agentes que
favorecen la polimerizacién de actina (por ejemplo, Jjasplakinolide), nos ayudaran a entender
si MAPIB participa en la regulacion de las funciones postsinapticas através de la regulacién

del citoesqueleto de actina.

MAPI1B y neurotransmisién

MAPIB es una proteina que ademds de interaccionar con microtiibulos y estabilizarlos,
tendria un rol como proteina de andamio. De esta manera, podria estar involucrada en una
variedad de funciones celulares (Riederer., 2007). Las principales proteinas que
interaccionan con MAPIB son tubulina y actina, y debido a su largo tamafio, se podria
esperar encontrar muchas nuevas proteinas que se unan a ella (Cueille et al., 2007). En
concordancia con esto, en nuestro trabajo con la técnica del doble hibrido detectamos nuevos
interactores para MAPIB-LC] en cerebro de ratén adulto. Dentro de las proteinas
encontradas en este screening se detectd a Snapin (Snap-associated protein). Resulto de
nuestro interés la interaccion entre MAPIB y Snapin, debido a que esta tltima es una
proteina pre-sinéptica que participa en la regulacién de la neurotransmisién, lo que a su vez
abre la posibilidad de encontrar una nueva funcién para MAPIB en este proceso y en

estadios adultos del desarrollo neuronal.

Los extractos de fracciones sinaptosomales pre-sindpticas extraidas de corteza de ratones

adulios mostraron la presencia de MAPIB en dicho compartimento, lo cual potencia la idea
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antes mencionada. Snapin es una proteina soluble asociada a vesiculas sindpticas y que esta
implicada en diversos procesos neuronales (Illardi et al., 1999; Tian et al., 2005; Pan et al.,
2009; Granata et al., 2008), pero el més estudiado es su rol en la regulacién de la exocitosis
de vesiculas sinapticas a través del complejo SNARE. Este complejo se forma cuando las
proteinas asociadas a vesiculas sindpticas, Sinaptotagmina I y Sinaptobrevina “y-SNAREs”,
interaccionan con las proteinas asociadas a membrana pre-sindptica “t-SNARESs”, SNAP-25
y sintaxina (Wojcik &Browse 2007; Lang &Jahn, 2008). La estabilizacién del complejo
SNARE depende de la union de SNAP-25 a Sinaptotagmina I (Gerona et al., 2000;
Chieregatti et al., 2002). Snapin se une a SNAP-25 y facilita la unién de SNAP-25 a
Sinaptotagmina I. Esto ayuda a estabilizar la uni6n de Sinaptotagmina I al complejo SNARE,
después de la despolarizacién inducida por la entrada de calcio. Snapin actla como un
modulador positivo del paso de “priming” de vesiculas, ya que incrementa el niimero de
vesiculas sinapticas en el estado listo para ser liberado e incrementa su capacidad para una
liberacién sincronizada y eficiente. Los estudios realizados en el ratén knockout para Snapin
muestran que su pérdida reduce el tamafio del pool de vesiculas sindpticas listo para ser
liberado y la exocitosis evocada por despolarizacién (Tian et al., 2005; Pan et al., 2009).
Otros estudios sefialan que Snapin especificamente estabiliza la union de Sinaptotagmina I al
complejo SNARE via SNAP-25 durante el estado de fusi6n en el priming, el cual es critico
para maximizar el tamafio del pool de vesiculas listo para ser liberado y consecuentemente
para aumentar la liberacin sincronizada de este pool (Pan et al., 2009). Por lo tanto, es
importante identificar factores que reguian positiva y negativamente la interaccién de SNAP-
25 y Sinaptotagmina I, dependientes de Snapin. Por ejemplo, la fosforilacion de Snapin en
serina por la quinasa dependiente de AMPc, PKA, aumenta la interaccién entre
Sinaptotagmina I y Snap-25, lo cual resulta en un incremento de la probabilidad de
liberacién de vesiculas sinapticas (Chheda et al., 2001; Thakur et al., 2004). En cambio, la
proteina sindptica EDHI compite con SNAP-25 por el mismo sitio de unién a Snapin y por

lo tanto impacta negativamente sobre la exocitosis de vesiculas sindpticas (Wei et al., 2010).
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Nuestros estudios de inmunofluorescencia muestran que MAP1B-LC1 co-localiza con
Snapin en el axén de neuronas de 12 dias de incubacién in vitro. En experimentos
bioquimicos determinamos que el extremo C-terminal de Snapin, especificamente la regi6n
comprendida entre los aminoacidos 84-118, es el segmento de ésta protefna que se une a la
MAPIB-LCI. Se ha descrito que esta misma region comprendida entre los aminocidos 79-
136 es la que interacciona con EDHI y con SNAP-25. Por lo tanto se abren dos posibles
escenarios para entender la interaccion entre MAPIB y Snapin. En una primera
interpretacitn, es probable pensar que la unién de MAP1B a Snapin sirva para potenciar la
interaccién de ésta con SNAP-25 y a su vez con Sinaptotagmina I y aumentar asi la
liberacion de vesiculas ¢ alternativamente, MAP1B podria competir con EDHI por su union
a Snapin. El hecho de que MAP1B pueda potenciar la unién de estas proteinas y asf fomentar
la liberacién de vesiculas, se ve reflejado indirectamente en los experimentos de liberacion
de vesiculas sindpticas en las neuronas de 16 DIV derivadas de los animales hipomorfos para
MAPIB, ya que ellas mostraron una disminucién en la tasa de liberacién de vesiculas
sindpticas, en comparacion con las neuronas control. Junto con esto vimos que las neuronas
MAPIB (-/-) poseen una reduccién en la densidad de los botones pre-sinapticos activos. Esta
misma caracteristica se observa en las neuronas de 16 DIV del animal knockout para Snapin
(Pan et al., 2009). Estos resultados sugieren que MAPIB podria participar en la regulacion
de la neurotransmision excitatoria, Futuros experimentos de bioquimica que se efectiien en
cultivos de neuronas maduras provenientes del animal MAPIB (-/-), nos ayudaran a
responder si MAP1B potencia o no la interaccién de SNAP-25 con Sinaptotagmina I, a
través de su union con Snapin. Junto con esto, experimentos de microscopia electrénica de Ia
zona activa de la densidad pre-siniptica con anticuerpos anti Snapin, nos ayudaran a ver
como se ubica Snapin en las sinapsis de las neuronas MAP1B (-/-) en comparacién con las
silvestres. Ademds, estos estudios nos podrian indicar si existen diferencias en Ia cantidad y
tamafio de vesiculas en la zona presindptica. Por lo tanto, desde el punto de vista funcional,

la unién de MAP1B a Snapin podrfa ser un mecanismo adicional que asegure la presencia de
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un pool estable de Snapin en la zona activa en la membrana pre-sinaptica de las neuronas.
MAPIB podria actuar de esta forma como una proteina andamio y asi, en respuesta a un
estimulo, acercar a Snapin a las vesiculas de la zona activa que se encuentran listas para la
exocitosis y/o potenciar su interaccion con SNAP-25, aumentando finalmente la velocidad
de liberacién de vesiculas, una posibilidad que deberé ser explorada en el futuro.
Adicionalmente, se ha descrito 1a presencia de la cadena liviana de la MAP1A (LC2) en el
compartimiento pre-sindptico y el uso de un siRNA contra ella produce una disminucién en
el nimero de botones sindpticos activos. La L.C2 seria importante para el anclaje de los
receptores de calcio activados por voltaje (Ca,2.2) en la superficie de la membrana pre-
sindptica. Este proceso es esencial para la entrada de calcio inducida por actividad en las
terminales nerviosas, y la subsecuente liberacién de los neurotransmisores (Leenders et al.,
2008). En este mismo trabajo, se¢ detecté que la cadena liviana de MAPIB (LC1)
interacciona con el dominio C-terminal de este canal (Ca,2.2). Sin embargo, no se llevaron a
cabo experimentos funcionales que explicaran el motivo de tal interaccién (Leenders et al,,
2008). La disminucién en la expresion de MAPIB podria estar afectando el niimero de
canales Cav2.2 en la membrana, lo cual explicaria, en parte, Ia reduccion en el nimero de
botones sindpticos activos vista en las neuronas deficientes en MAPIB. Experimentos de
fluorescencia en neuronas maduras MAP1B (-/-) utilizando anticuerpos contra este canal de
calcio, nos indicardn si existe una disminucién en el nimero de estos canales en la superficie
pre-sinaptica.

El aporte de este trabajo de tesis fue demostrar que:

En neuronas jovenes, el citoesqueleto de microtibulos, a través de la proteina asociada a
microtibulos (MAP1B), puede regular el dinamismo del citoesqueleto de actina, necesario
para una correcta elongacion del axén,

En neuronas maduras, MAPIB participa en la regulacion de las funciones postsindpticas
excitatorias y de neurotransmisién, ya que la deficiencia de MAPIB produce una

disminucién en 1) el niimero de espinas dendrfticas maduras 2) la amplitud de las corrientes
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sindpticas excitatorias mediadas por los receptores AMPA y 3) la tasa de liberacién de
vesiculas sindpticas. Junto con esto, describimos una nueva interaccién para MAP1B con la
proteina Snapin.

No sabemos afin si el fenotipo observado en las espinas dendriticas de las neuronas
hipomorfas para MAP1B se debe a un efecto pre 6 postsindptico. Sin embargo, pensamos
que al haber una menor tasa de liberacién de vesiculas sindpticas, tendremos menos
neurotransmisores {por ejemplo glutamato) que estimulen un aumento en el nlmero y
actividad de receptores en la membrana postsiniptica, lo cual provocaria ademas, un
aumento en el nimero de espinas dendriticas inmaduras. Los futuros experimentos

propuestos, nos ayudarin a entender mejor la funcion de MAPI1B en cerebro adulto.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados descritos en la seccién correspondiente podemos concluir:

MAPIB participa en la regulacién de la conversacién cruzada entre microtiibulos y
filamentos de actina, facilitando el desarrollo del axén en neuronas jévenes. En cerebro

adulto, participa en la regulacion de la funcién sinaptica. Esto queda de manifiesto, ya que:

1. La disminucién en la expresién de MAP1B produce una disminucién en la actividad de
las Rho-GTPasas Racl y cdc42 y un aumento en la actividad de RhoA en neuronas
Jjovenes de hipocampo en cultivo primario. De esta manera, se define una nueva funcién

para MAPIB durante el proceso de elongacion axonal,

2. MAPIB acttta como regulador de la actividad de Racl durante el crecimiento axonal, a

través de su interaccién con Tiaml.

3. La disminucién en la expresién de MAP1B produce una disminucion en el nimero y
maduracién de las espinas dendriticas. Ademds, las neuronas maduras presentan
alteraciones en la actividad de los receptores AMPA, De esta forma, se define un papel

para MAPI1B en el compartimiento post-sinéptico.

4. MAPIB se encuentra en los compartimentos pre-sindpticos de fracciones sinaptosomales
de corteza de ratén adulto. Adicionalmente, interacciona con la proteina Snapin, la cual
participa en la regulacion de la neurotransmisién. Esta interaccién entre Snapin y

MAPI1B podria regular los procesos de liberacion de neurotransmisores.

5. La deficiencia de MAP1B produce una disminucién en la tasa de liberacién de vesiculas

sindpticas. Esto le otorga a MAPIB una funcién en el compartimiento pre-sinptico.
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PROYECCIONES

Las proyecciones de este trabajo de tesis son:

Determinar, mediante experimentos de pull down, si la cadena liviana de la MAPI1B
“LC1"es la que interacciona con la GEF de Racl, Tiaml, en cerebro de embriones

El8.

Estudiar, através de experimentos de inmunoprecipitacién y colocalizacion en
cultivos de neuronas jévenes, si MAPIB forma parte del complejo de polaridad

Par3-Par6-aPKC, durante la elongacion del axon.

Analizar si el fenotipo de espinas dendriticas inmaduras y disminucién en la
actividad de los receptores AMPA visto en las neuronas MAP1B (-/-), se debe a una
disminucion en la polimerizacién de actina. Esto se llevara a cabo mediante
infecciones de las formas constitutivamente activas de algunas moléculas que

regulan la formacion de actina polimerizada.

Verificar, mediante experimentos de inmunofluorescencia en neuronas maduras, si la
disminucidn en la expresion de MAPI1B tiene efecto sobre el mimero de canales de

calcio Ca,2.2 en la membrana pre-sinaptica.

Estudiar, mediante microscopia electrénica en neuronas adultas, si existe algiin

cambio en la cantidad y tamafio de las vesiculas sinapticas en las neuronas MAP1B

(-1}

Analizar, mediante experimentos de inmunoprecipitacion en cultivos de neuwronas
MAPIB (-/-) maduras, si MAPIB potencia la interaccion de Snap-25 y

Sinaptotagmina I, através de su unién con la proteina Snapin.
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