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La linea celular NIE 115 (neuroblastoma de cerebro de rat6n) ha sido ampliamente

utilizada en diversos estudios relacionados con flsiologia y diferenciaci6n neuronal. Existe

evidencia  que  da  cuenta  de  cambios  morfol6gicos  y  fisiol6gicos  inportantes  que  se

producen durante el proceso de diferenciaci6n hacia una c6lula de tipo neuronal. Parte de

estos  cambios `han  sido  extensivamente  estudiados  en  otras  lineas  celulares,  como  las

c6lulas PC12 de rata, y entre ellos se cuentan los cambios en la activaci6n e inhibici6n de

cascadas  de  sefiales  relacionadas  con  la  sintesis  y transporte  polarizado  de  proteinas  y

lipidos,  que finalmente llevan a alterar los patrones  establecidos para el citoesqueleto  de

microttlbulos y actina.

`            La linea celular N115 resulta ventajosa para el estudio de marcadores moleculares

de  diferenciaci6n  neuronal,  ya  que  se  consigue  rna  I)uena  diferenciaci6n  con  la  mera

deprivaci6n   de   nutrientes   en   conjunto   con   la   adici6n   de   pequefios   porcentajes   de

compuestos  que  promueven  la  diferencjaci6n  neuronal  al  medio  de   crecinento.   Sin

embargo, la linea N115  air no ha sido caracterizada fenotipieamente, por lo tanto, no se

conoce a cabalidad la totalidad de proteinas que expresan en sus estados no diferenciado y

diferenciado. Por ello, esta linea celular puede resultar ritil como modelo para el estudio de

proteinas  involucradas  en  el  desarrollo   de  polaridad,  y  para  la  bdsqueda  de  quevos

marcadores moleculares de diferenciaci6n neuronal.



2.-ABSTRACT

The NIE 115 neuroblastoma cell line (mouse brain) has been widely used in various

studies related to neuronal physiology and differentiation. There is evidence of  significant

physiological  and  moxphologieal  changes  during  the  differentiation  process  towards  a

neuron-like cell.  Some of these changes have been extensively studied in other cell lines,

such  as  rat PC12  cells.  Among them,  changes in the  activation and inhibition of signal

cascades associated to the synthesis and polarized transport of proteins  and lipids, which

fmally  lead  to  the  establishment  of  altered  patterns  for  both  microtubule  and  actin

cytoskeleton.

Aditionally, the Nl 15 cell line is very appropriate for studying molecular markers of

neuronaldifferentiationbecausethemeredeprivationofnutrientsalongwiththeadditionof

small quantities of compounds to the growl medium allows a high efficieney of neuronal

differentiation. However, this cell line has not been   phenotypically characterized and the

detailed description of expressed proteins in the differentiated and undifferentiated states is

unknown.  Therefore, cells NIEl 15  can be useful as models for the study of the proteins

involved  in  neuronal  polarity,  and  for  the  study  of  molecular  markers  for  neuronal

differentiation.



Las neuronas son c5lulas altamente diferenciadas y especializadas para reahi sus

funciones celulares.'A traves del ax6n y de las elat)oradas ramfficaciones denditicas, las

neuronas son capaces de establecer cirouitos que detectan sefiales, almacenan y transmiten

infomaci6n esencial para las funciones de los organismos vivos qorton y Ehlers, 2003).

Ademas,  a pesar de  que lag neuronas  exhiben diversas  fomas y tamafios,  se encuentran

divididas  en  dominios  funcionales  discretos,  diferentes  a  nivel  esfuctunl,  funcional  y

bioquinico,  1os  que  alcanzan  su  maxina  expresi6n  entre  el  ax6n  y  el  compartimiento

somadendritico (Craig y Banker, 1994).

El desarrollo  de  la polaridad neuronal  es un proceso  que ha  sido muy estudiado,

principalmente  en modelos murinos y de rata. Banker y colaboradores (1988)  fueron los

primeros  en  describir log  acontecinientos  ocunrdos  al visualizar neuronas hipocampales

cultivadas;.#vi.fro.Deahlenadelante,elprocesodedesalrollodelapolaridadneuronalse

divididen5etapas,queabacandesdelaadhesi6ndelaneuronaalaplacadecultivoyla

fomaci6n de lamelipodios durante la etapa I, hasta alcalrm su  desaHollo completo, con

un ax6n muy elongado y muchas dendritas ramificadas, provistas  de espinas denditicas,

durante  la  efapa  5  (figura  1).  Sin  embargo,  los  esfudios  de  polaridad  neuronal  se  ban

enfocado principalmente  en la transici6n de la etapa 2  a la 3  (que las neuronas alcanzan

alrededorde2a3diasI.#tJjfro),porqueesenesemomentocuandoundelasneuritas



Etapa I               Etapa 2
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Figure  1:  Etaprs del desarrono neurona[.  Este esquema muestra las 5  etapas  del desanollo de

polaridrd  neuronal.  Durante  la  etapa  1,  la celula  se  adhiere a  la placa  de  cultivo  y  comienza  la

formaci6n de lamelipodios. En la etapa 2, comienza a extender prolongaciones, que en la etapa 3 se

diferenciarin hasta convertirse en ax6n o dendritas. Durante la etapa 4 se produce una elongaci6n

ripida del ax6n, que fmalmente hacia la etapa 5 madurari completamente, asi como las dendritas se

verin  provistas  de  abundantes  ramificaciones  y  espinas  dendriticas  (Adaptado  de  Arinura  y

Kaibuchi, 2007).

comienza  a  elongarse  mds  velozmente  que  el  resto,  para  posteriormente  conver(irse  en

ax6n, mientras que las demds neuritas serin destinadas a convertirse en dendritas.

El   desarrollo   del   proceso   de   diferenciaci6n   neuronal    involucra   moleculas

estnicturales y proteinas  que participan de cascadas de  sefializaci6n que contribuyen  a  la



correcta formaci6n de la morfologia de la c6lula Ovakata e Hirokawa, 2007). Este nivel de

especificaci6n,   que   se   determina   durante   el   desarollo   del   sistema   nervioso,   debe

mantenerse  constante  durante  toda  la  vida  de  un  organismo  para  permitir  mantener  la

funcionalidad del sistema nervioso. De esta forma, resulta clave rna fina modulaci6n del

citoesqueleteydelamaquinariaencargadadeltratcodemembranas¢olettiefa/.,1999).

Sin embargo, no todos los estudios de polaridad neuronal se hen llevado a cabo en

cultivos primarios. La linea celular PC12, proveniente de un feocromocitoma (tumor de la

medula  supranenal)  de  rata,  es  un  vahioso  modelo  para  la  diferenciaci6n  neuronal.  En

presencia   del   factor   de   crecimiento   neural   (NGF),   las    c6lulas   PC12   modifican

drdsticamente -su  morfologia,  desde  celulas  esfericas  a  c6lulas  que  extienden neuritas  y

adquieren propiedades de neuronas sinp5ticas (Kobayashi, 1997).

El deteminar c6mo  las neuronas  adquieren polaridad,  un  cierto  tamafio  y forma

durante el desarrollo, y adem5s resolver c6mo el aprendizaje y la experiencia influyen en

los cambios morfol6gicos que alteran la conectividad funcional entre neuronas pre y post-

sinapticas, se ha convertido en un dificil desafro durante los ultimos afros. Muchos de los

procesos que controlan el cambio morfol6gico hacia neuronas   se han estudiado en lineas

celulares, como los cambios en la activaci6n e inhibiof6n de rutas metab6licas relacionadas

con la sintesis de proteinas y lfpidos, y canbios en inportantes vias de sefializaci6n celular

(tal como se ha demostrado que ocure con lan cascadas de sefializaci6n asociadas a Ras-

MAPK, fosfolipasa C y fosfatidilinositol), y que finallnente llevan a canbiar log patrones

establecidosparaelcitoesqueletodenricrothbulosyactina(Satobefo/.,1988).



Entre las principales ventajas que perrite el trabajo con lineas celulares se cuenta la

rapidezconlaqueestassedividen.Estopermitecontarconunampliostockdec6lulasque

permjte  desaITouar  estudios  en  lapsos  mds  cortos  de  tiempo,  y  contar  con  ]a  cantidad

necesaria      de      proteinas      para     reanzar      experimentos      como      western     blots,

inmunoprecipitaciones o electroforesis en geles de 2 dineusiones. Adends, 1a linea celular

NIE  115 posee fa ventaja de expresar proteinas que son tejido-especfficas para el cerebro,

mientrasqueestasmoleculassepodrianestudiarenotraslineascelularesnoneuronales(o

que no derivan del sistema nervioso central) solo por medio de aproxinaciones, como las

trausfecciones.

LalineacelularNIE115,derivadadeunneuroblastomadecerebroderat6n,hasido

anipliamente utilizada en la investigaci6n del rol  de neurotransmisores  y sus respectivos

receptores, y muchos estudios de polaridad (Saner ef cr/., 2000; Jenkins e} a/.,  1996). La

principal ventaja que conlleva el uso de las Nl 15 es la amplia evidencia que da cuenta de

cambios morfol6gieos y fisiol6gicos  inportantes  que  se producen durante el proceso  de

diferenciaci6n hacia rna c6lula de tipo neurona (]haan ef ¢/.,  1993).  Estos  cambios se

obtienenconlasimpledeprivaci6ndenutrientes(ausenciadesuerofetal),enconjuntocon

la adici6n de pequefios porcentajes de compuestos determinados al medio de creciniento,

como lo es el DMSO (Clejan ef aJ.,1996). Por esta raz6n, esta linea celulal puede ser un

modelo  muy  atractivo  para  el  estudio  de    marcadores  moleculares  que juegan  papeles

importantes para determinar la diferenciaci6n neuronal. Sin embargo, como la linea celular

Nl 15 air no ha sido caracterizada fenotipicamente, no se conoce a cabalidad la totalidad

deproteinasqueexpresanensusestadosdiferenciadoynodiferenciado.



Efltre  las  principales  proteinas  que  se  estudiarin  durante  el  desarrollo  de  este

trabajo, se encuentran las proteinas asociadas a microthbulos OVIAPs). La organizaci6n de

los microtdbulos en las neuronas depende de gran manera de los procesos de  ensanblaje y

estabilizaci6n  de  estos  Outchison  y  Kirschner,   1988),  regulado  por  el  balance  entre

proteinas estapilizadoras y desestabilizadoras de microttibulos (jindersen, 2000), donde las

MAPs son las principales encargadas de llevar a cabo la prinera funci6n. Estas proteinas

poseen   cuatro    finlias   principales:    proteinas   MApl,   proteinas   MAP2,   proteinas

MAP3/MAP4,  y  la  proteina  tau  (Vallee,  1990;  Murphy  ef  c}J.,  1977;  01msted,  1991  y

Cleveland ef a/.,  1977),   todas ellas, excepto MAP3AVIAP4,  se encuentran en el cerebro y

son capaces de controlar la dindmica de los microthbulos in vj.vo (Avila ef a/., 1994). Las

MAPs   fueron   descubiertas   y  caracterizadas   debido   a   su  habilidad   de  unirse   a   los

microthbulos (S;to-Yoshitake  ef c7/.,  1989). Ademas, su funci6n se encuentra asociada no

solo  a  su disponibilidad  y  localizaci6n  en  la  celula,  sino  tanbi6n a  la regulaci6n  de  su

actividad por medio de fosforilaciones, que pueden permitir su activaci6n, la disminuci6n

de su actividad o su inactividad (Arinura y Kaibuchi, 2007).

Otra proteina que tiene un importante papel en la nucleaci6n de los microthbulos y

la formaci6n de las prolongaciones neuronales, y que es activanente sintetizada durante el

desarrollo  del  sistema  nervioso,  es  la  CRun-2  (co//c}ps'j#  7.espoHse  "ecJjflfor profez.7!-2)

¢ukata  ef  a/.,  2002).   Su  funci6n  se  basa  en  la  uhi6n  a  heterodineros  de  tubulina,

promoviendo  la  estabhizaci6n  de  los  microthbulos  J.#  vz.givo.  Esta  proteina  se  encuentra

enriquecida en las puntas de los axones de las neuronas diferenciadas, y se ha deteminado

que  posee  un  rol  importante  en  el  desarrollo  de  polaridad.  La  sobreexpresi6n  de  esta



proteina  conduce  al  creciiniento  de  neuronas  con  mditiples  axones  o  con  axones  mas

elongados,mientrasqueelusodeunsiRNAespeciflcoparaelRNAcodifieanteparaesta

proteina genera neuronas sin desalTollo de polaridad a con axones mas cortos (AImun y

Kaibuchi, 2007).

En   cambio,   otras   familias   de   proteinas,   como   las   ffcrffamz.#as',   tienen  un  rol

relacionado  a  la  desestabilizaci6n  de  microthbulos,  por  lo  que  tambi6n  tiene  un  papel

inportanteenelcontroldelcitoesqueleto.Elmiembrodelafamiliadelass'faftimJ.#afcuya

expresi6n resulta mss abundante en el sistema nervioso central durante el desarrollo es  la

proteina  SCGlo  Q4orii  ef a/.,  2006).  Esta proteina,  que  posee  un  domirio  de  uni6n  a

membrana y es especifica de cerebro, desempefia un rol antag6nico a las proteinas MAPs

convenoionales.   Su  froci6n  es  finamente  modulada  por  dos  serina/treonina  quinasas,

MAPK y PKA, 1as cuales regulan su actividnd por medio de fosforilaciones en 4  residuos

especfficos(Antoussonefal.,1998).Porlotanto,esunbuencandidatoparaentendercomo

seregulaelbalanceentrelosfactoresquepromuevenelensamblajeydesensamblajedelos

microthbulos,  comportamiento  conocido  como  inestabilidad  dininica  (Tatarck  ef  a/.,

2006).

Sin  embargo,   los   mjcrotthulos  y   sue  proteinas   asociadas  no   son  los  tinicos

respousablesdeejercerunacci6nasociadaalapolarizaci6ncelular,yaquetambi6nseha

atribuido  un  rol  inportante  a  las  GTpasas  de  la  familia  Rho,  consideradas  como  las

proteinas maestras que controlan la polimerizaci6n y despolinerizaci6n de actina en todos

los  sistemas vivos hasta ahora descritos, y se ha demostrado  que son esenciales para los



aITeglos del  citoesqueleto  de  actha  en el  citoplasma (Etierme-Manneville  y Hall,  2002).

Estas proteinas son muy abundantes y se ban descrito mds de 20 en mamiferos, siendo las

mss  caracterizadas REOA, Racl  y Cdc42  (Arimura, 2003).   Las cascadas de sefializaci6n

dependientes   de   las   GTpasas  pequefias,   controlan  la  activaci6n  y/o   inactivaci6n  de

numerosas proteinas quinasas, que modifican ha actividad de las proteinas de uni6n a actina

(ABPs).   Se  ha  descrito  que  en  cultivos  neuronales  la  activaci6n  de  Racl   induce  la

formaci6n de lamelipodios, la activaci6n de cdc42 la formaci6fl de filopodios, y la de REo

induceelcolapsodelasneuritas(Arberg!a/.,1998;Luo,2000yYangefa/.,1998).

Las  ABPs  controlan  la  estabflizaci6n,  entrecruzamiento  y  empaquetado  de  los

filanentosdeactina(VanTroysefa/.,2008).Unadelasprincipalesintegrantesdeestetipo

de mol6culas es la cofilina. Esta proteina, que depende de la via de sefializaci6n de Racl,

tiene actividad dinamizante de los microfilamentos de actina. Esta proteina se encuentra en

estadoactivocuandoesfadesfosforilada,ysehadeterminadoquesufunof6nesvitalparala

formaci6n de estructuras caracteristicas compuestas por filamentos de actina en los conos

decrecimiento,enlapartedistaldelosprocesosdelasneuronas(Tomoyukiefo/.,1999).

Esta proteina es modulada por la accidn de LIMKl, la cud es capaz de fosforilarla en la

seina  en  la  posici6n  3,   lo  que  desencadena  la  disminuci6n  de  su  afinidad  por  los

microfilamentos de actina, perinitiendo la reorganizaci6n  del citoesqueleto  de actina y la

fomaci6n de lanelipodios (Yang ef a/., 1998).  A su vez, LIMK se encuentra rio abajo de

la cascada de sefializaci6n de CDK5,  donde 6sta tiltina es capaz de inactivar a PJK por

medio  de  su  hiperfosforilaci6n,  lo  que    desencadena  que  LIMK  permanezca  inactiva



Ovikolic  ef a/.,  1998).  La  figura 2  presenta un  esquema  de  esta via  de  modulaci6n  del

citoesqueleto de actina.

Deestafoma,resuha.defundamentalimportanciaenladininicadelcitoesqu-eleto

de actina la Taz6n entre la cofflina activa / inactiva, asi como la capacidad de LIMK para

fosforilar  a  cofilina.  En  c6Iulas  PC12,  se  ha  determinado  que  tanto  cofilina  como  rna

proteha  cercananente  relacionada,  el  ADF  (factor  despolinerizante  de  actina),  pierden

afinidadporactinaenpresenciadeunagenteinductordelaformaci6ndeneuritas,comoel

NGF  (Mtsuhani er a/.,  2007).  De  esta foma,  resulta  interesante  estudiar el  efecto  que

tendiladiferenciaci6ndelasc6lulasNIEl15sobrelacantidadtotalylaraz6ndepl.oteina

fosforilada/desfosforiladaencontradaparalasproteinascofilinayLIMK.



Figura 2: Protefnas involucradas en la wh de sefializaci6n que regula la union de corillm a

actina.  La activaci6n de CDK5 por la proteina p35 es capaz de incidir finalmente sobre la activided

de  cofilina,  proteina de uni6n a actina que es capaz  de aumentar su estabilidad por medio de  su

fosforilaci6n por LIMKl (Adaptado de Gupta e/ a/„ 2002).

Finalmente, otra proteina a estudiar, que ha resultado de especial inter6s durante los

dltimos  afros,  es  la  proteina  LIsl.  Inicialmente,  fue  descubieha  por  causar  rna  severa

enfemedrd al cerebro,  la lisencefalia, debido a rna mutaci6n puntual en el genoma.  Sin

embargo, boy en dia se sabe que participa en varios procesos de fundamental importancia
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para la c6lula. El primero, se relaciona con el transports de vesiculas a trav6s de la c6lula,

ya que su funci6n se encuentra asociada a la regulaci6n de  la proteha dineina,  el motor

molecular de los microtfroulos. Sin embargo, talnbi6n se ha clasjficado como una MAP no

convencional, ya que se ha descrito que tiene la capacidad de promover fa polimerizaci6n

demicrothbu`losq3ielasefaJ.2004).Ademds,seencuentraparticipandodemaneraclaveen

otros  eventos  del  ciclo  celular,  como  lo  son la morfog6nesis,  la divisi6n y  la migraci6n

celular; de chi surge su inportancia y las cousecuencias que se ban observado cundo su

funci6n se encuentra alterada.

En   vista   de   los   antecedentes   presentados   referentes   a   ha   importancia   del

citoesqueleto en los cambios de morfologia observados durante el desalrollo de polaridad

neuronal, y la relevancia  que  ejercen durante  este proceso las  proteinas  que  modular la

estabilidad,  la  elongaci6n  y  la  dininica  de  ndcrothbulos  y  filanentos  de  actina,  nos

planteamosacontinunci6nlahip6tesisparaestetrabajo.
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-HIP6TESIS

Los capbios morfol6gicos  desarrollados durante  la diferenciaci6n neuronal de  las

celulas    NI115    podrian    ser    inducidos    por    cambios    en    la    expresi6n    y    la

fosforilaci6n/defo§forilaci6n de proteinas moduladoras del citoesqueleto de microthbulos y

actina.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar  fenotipicamente  la  linea celular  NIE  115,  analizando  por  medio  de

tecnicas inmunol6gicas la expresi6n de algunos grupos de proteinas que hemos cousiderado

importantes  para  la  modulaci6n  del  citoesqueleto  de  microtfroulos  y  los  fflamentos  de

actina,  entre  las  que   se  encuentran  las  proteinas  asociadas  a  microthbulos  MAFIA,

MAPIB, MAP2, tau y LIS1;  la srt7£fomi.j3a SCGlo  y la proteina CRMP2; las proteinas  de

union a actina (LIMKl y cofilina), y algunas de las enzimas que se encuentran rio arriba de

ambas vias de sefializaci6n mencionadas anteriormente @ABl, CDK5 y p35). Al mjsmo

tiempo,  se  analizari  si  las  proteinas  a  estudiar  sufren  cambios  de  expresi6n  durante  el

desarrollo  de  polaridad,  con  el  fin  de  encontrar  nuevos  marcadores  de  diferenciaci6n

neuronal.
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5.10BJETIVOS ESPEcfFICOS

5.1.1  1lstablecer un m6todo efectivo para la diferenciaci6n de la linca celular NIE 115.

Para  ello,   se  eligieron  3   metodos   (descritos   en  la  hiteratura)   que   se  ban  utflizado

efectivamentp  para  la  diferenciaci6n  de  lineas   celulares,   que  podrfu  determinar  el

creciniento  de neuritas y el desarrollo de polaridad neuronal en c6lulas NIE  115.  Estos

m6todos  incluyen  el uso  de  suero  suplementado  con DMSO,  acido retinoico  o   dibutiril

CAMP.  Para  determinar  el  compuesto  capaz  de  generar  patrones  de  diferenciaci6n  mag

notorios,   se  realizaron  mediciones  morfom6tricas  para  cada  uno  de  los  m6todos   de

diferenciaci6n,   y   se   compar6   respeeto   a   las   c6lulas   cultivadas   en   condiciones   de

crecinierito normal.

5.1.2     Analizar  los   cambios   morfol6gicos   durante  el   proceso   de  diferenciaci6n

neuronal de c6Iulas N115 por inmunofluorescencia. Se utiliz6 irmunofluorescencia para

la visualizaci6n del citoesqueleto  de  actina y de incrothbulos  en c6lulas diferenofadas  e

indiferenciadas,  por  medio   de  faloidina  conjugada  a  un  fluor6foro  y  el  anticuerpo

monoclonal  confra  ci-tubulina,  respectivamente.   Se  estudi6  1os  canbios  morfol6gicos

ocurridos    durante    la   diferenciaci6n    celular,    la    aparici6n    de    nuevas    estructuras

caracteristicasdeneuronas,yloscambio§masnotablesocuindosaniveldemicrothbulosy

fhamentos de actina.
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5.1.3   0btener marcadores moleculares que puedan dar cuenta de la diferenciaci6n

neuronal,  por media  de  ha  caracterizaci6n  de la  expresi6n  diferencial  entre  ambos

estados de desarrollo. Para ello, se obtuvo extractos proteicos desde placas de cultivo con

c6lulas  diferenciadas  e  indiferenciadas.  Desde  6stos,  se  analiz6  la  expresi6n  mediante

western blot  de  proteinas  de  union  a  microthbulos,  involucradas  en  la  modulaci6n  del

citoesqueleto de actina, y proteinas presentes en vias de sefializaci6n que se piensa juegan

un rol en la diferenciaci6n neuronal.  En cada caso,  se utiliz6  experinentos en triplicado

para  los  analisis  estadisticos  de  las  deusitometrias,  y  se  nomaliz6  contra  la  proteina

constitutiva er-tubulina como control de carga.

5.1.4 Determinar cambios en los patrones de fosforilaci6n en proteinas que controlan

ladinfmicadelcitoesqueletodeactimduranteladiferenciaci6nneuronaLParaello,se

analiz6 1a expresi6n de proteinas moduladoras del citoesqueleto de actina cuya actividad se

encuentra sujeta a su estado de fosforilaci6n,  como lo  son cofilina y la proteina quinasa

LIMK1. AI igual que en el objetivo anterior, se analiz6 mediante deusitometria la raz6n de

proteinas en estado fosforilado/proteina total para ver c6mo la diferenciaci6n es capaz de

afectarlaactividaddependientedefosforilaci6ndedichasproteinas.
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6.rMATERIALEs

6.1.1 Lineas celulares

Se  utiliz6  la  linea  celular  NIE115,  derivada  de  neuroblastos  (ceretiro)  de  rat6n

(American Type Culture Conection: CRL-2263).

6.1.2 Reactivos quinicos y de cultivo celular

Paraelcultivodelineascelularesseutiliz6MedioEaglemodificadoporDulbecco

(DREM)    (Gibco),    suplementado    con    suero    fetal    bovino    (Hyclone),    penicilina,

estreptomieina y fungizona (Gibco), y tripsinaflDTA lox (Gibco). Para experinentos de

diferenof aci6n celular, se utiliz6 DMSO querck), acido retinoico (Calbiochem) y  dibun

CAMP  (Sigma).  Las  placas  de  cultivo    y  los  tubos  de  centrrfugaci6n  utilizados  fueron

adquindos de Orange Inc.

Otrosreactivosyproductosquinicosdeusogeneralutflizadosduranteeldesarollo

de  este trabajo  fueron provistos por  TCL,  Sigma,  Calbiochem,  Winkler y  Sudelab.  Las

peljculasautorradiograncasfueronprovistasporFujiFiha(IR-U30)yelreactivodeECL

fue provisto por Perkin Elmer.
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6.1.3 Anticuexpos

Se utilizaron los  siguientes anticuelpos prinarios: HM2  anti MAP2 monoclonal y

and  a-tubulina  total  monoclonal  (Sjgma);  anti  SCG10-BR  ®rovisto  por  Dr.  Gabriela

Grenninglch?  Uriversidad de Lausanne)  (Antonsson ef c}/.,  1998);  and CRMP2 ®rovisto

por  Ph.D. Kozo Kaibuchi) (Arimura ef a/., 2004); N-19 anti MAPIB, N-18 Anti unlA,

H-300  anti LIS1  ,  C-17  and  Tan,  C-19  anti p35,  H-103  anti DABl  y  C-18  anti  LIMK1

(SantaCrmBiotechnology),anticofilinayanticofilinafosforilada®rovistoporDr.James

Bamburg)yantiLnexfosforilado(CellSignaling).

Los antiouerpos secundarios empleados fueron los siguientes: Anti-IgG de conejo y

rat6nacopladosaperoxidasaderabano¢RP),deJacksonlrmunoReseachLabs,yAnti-

IgG  de  cabra  acoplado  a peroxidasa  de  rabano  ¢RP),  de  Santa  Cruz  Biotechaology.

Adicionalmente,parainmunocitoquimieaseutiliz6Anti-IgGdeconejoyrat6nAlexaFluor

546  y  488,  mas  la  tinci6n  especifica  contra  filamentos  de  actina,  Faloidina  546  y  488

Oro]ecularprobes).
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6.2 METODOS

6.2.1. Cultivo Celular

La linea celular murina NIEl 15  fie crecida en medio DMEM suplementado  con

10%FBS,100LLg/inLdepenieilinay100Ltg/rfudeestreptomicina,ycultivadasenplacas

de cultivo de  100 mm a 37°C, en un incubador con 5% de C02 y humedad controlada al

95%.

6.2.2. Inducci6n de diferenciaci6n neuronal

Celulas NIE115  indiferenciadas  fueron  crectdas  a un  densidad  de  8000  c61ulas/

cm2  en  medio DREM suplementado  con  10%  FBS  durante  24  horas,  y para inducir la

diferenciaci6n  a  un   estado   de   tipo  neurona,   se   cambi6   a  medio   de   diferenciaci6n,

constifuidoporDREMsuplementadocon0,5%(v/v)deFBSy10HMdeacidoretinoico,3

nM  de  DBCAIm  o  1,5%  DusO  (v/v).  Las  celulas  se  dejaron  crecer  durante  5  dias,

canbiando cada 3 dias a medio fresco de diferenciaci6n.
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6.2.3. Anflisis Bioquinico

Para el analisis  de proteinas totales  de  las c6lulas  en  sus  estados  diferenciados  e

indiferenciados, se realiz6 extractos de protofnas desde placas de cultivo de 100 mm. Para

ello,  las c6lulas  fueron lisadas  durante  15  minutes  en soluci6n tanp6n de extracci6n de

proteinas Cris 20 mM pH 7,4; Nacl 100 mM; EDTA 1 mM; triton X-100 1 % e inhibidores

de proteasas PMSF 02 mM; Aprotinina  1  mM; Leupeptina  1  mM y Pepstatina 0,2 mno.

Luego  de  centrrfugar  los  extractos  obtenidos  a  14.000  RPM  durante   15  minutos,  se

recolectaron y  se  almacenaron  con  soluof6n  de  carga  lx,  dejando  una  alicuota para  la

medici6n de la concentraci6n de proteinas por el m6todo descrito por Bradford (1976).  Si

bien  en este  ensayo  se recomienda no utilizar  detergentes,  como  el trit6n X-100,  no  se

observ6 problemas con la cuantificaci6n de proteinas a la diluci6n utilizada, utilizando los

controles necesarios.

Los    extractos    proteicos    fueron    cargados    en    geles    de    pohacrilamida,    a

concentraciones adecundas para los pesos moleculares de las proteinas a estudiar. Una vez

lograda la separaci6n de proteinas, 6stas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa.

A continuaci6n,  las  membranas fueron bloqueadas  en soluci6n de  5% de   leche  y PBS-

tveen y posteriormente se incubaron por  1 hora o toda la noche con anticuerpg prinario
'

(especifico para la proteina a analizar) y 1 hora con anticuerpo secundario (conjugado con

rmp). Las membranas fueron incubadas con un sustrato para la peroxidasa que genera un

reacci6n  de  quimioluminiscencia  (reactivo  ECL).  Las  placas  fueron  reveladas  usando

filmes  de  autoradiografia.  Para  los  analisis  densitom6tricos,  se  normahaon  las  sefiales
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obtenidas contra la proteina de expresi6n coustrfutiva ct-tubulina,  como  control de carga.

Para ver resultados estadisticamente sighificativos, se utiliz6 el test de student con p <0,05.

6.2.4 Inmunofluorescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia fueron realizados segin protocolos  descritos

por  Gonzalez-Billault  (2004).  En  resumen,  los  cubreobjetos  que  contienen  las  c6lulas

fueron fijados con rna soluci6n de sacarosa 4°/a y paraformaldehido 4%, y luego las c6Iulas

fueron pelmeabilizadas  con  soluci6n  de  triton  X-100  0,1%  en PBS  durante  5  minutos.

Posteriormente,  se incubaron  con PBS-BSA 5% (soluci6n  de bloqueo)  durante  1  hora a

temperatura ambiente o toda la noche a 4° C. Luego se procedi6 a incubar los cubreobjetos

con los anticuerpos primarios en soluof6n de PBS-BSA 1% durante  1  hora a temperatura

ambiente o toda la noche a 4° C, y luego de 3 lavados con PBS se incubaron de la misma

forma  con  los  anticuexpos  secundarios  y  tinci6n  de  Faloidina,  cuando  fuese  requerido.

Despu6s   de  3   Iavados  con  PBS   se  montaron  en  portaobjetos  utilizando  el  reactivo

Fluorsave (Calbiochem). Finalmente, las c6lulas fueron visualizadas en el microscopio de

fluorescencia Zeiss Axiovert 200M, provisto de una cinara Axiocan IRn Zeiss.

6.2.5 An£Iisis Morfom6trico

Panelprocesahientodelasinfgenesobtenidasporndcroscopiadefluorescenciay

la realizaci6n del anansis morfom6thco, que incluyen la medici6n del cuerpo celular y la
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longitud de las prolongaciones neuriticas, se utilizaron los programas Axiovision Viewer

3.0  y  el  Zeiss  LSM Image  Browser.  Las  c6lulas  utilizadas  para  realizar las  mediciones

fueron escogidas al azar desde campos visuales en objetivo 40x, entre aqueuas poblaciones

que  se  encontraran  en  menores  densidades,  para  que  se  pudiera  ver  en  forma  clara los

limitescelulares(sobretodoenloreferidoalasobraposici6ndelasneuritas).
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7rRRESULTADoS

7.1 Establecimiento de protocolo para la diferencinci6n de la linea celular murina NIE
•:

115.

Como |a linea murina NIE 115 es uno de los modelos frecuentemente usados para

los estudios de la diferenciaci6n neuronal, existe un protocolo descrito que permite inducir

su  diferenciaci6n  hacia  un  fenotipo  celular  tipo  neurona  (Clejan  ef  a/.,  1996).  En  este

trabajo se prob6  otros m6todos, 1os  cuales varian tanto en su efectividad en cuanto a los

cambios  morfol6gicos,  asi  como  en  su  incidencia  en  la  sobrevida  de  la  celula,  ya  que

algunos  de estos m6to9os resultan demasiado  dafiinos y pueden originar la activaci6n de

rutas   apopt6ticas   cenman  ef  a/.,   1993).  Debido  a  ello,  se   eligieron  3   m5todos  de

diferenciaci6n  distintos, descritos en la lfteratura para esta linea celular o para otras lineas

celulares Onman ef cr/.,  1993; Mao ef c7/., 2000; Mufioz   ef a/., 2000), y se evalu6 entre

aquellos que pelmitieran  obtener los  mejores patrones de  diferenciaci6n,  ademds  de que

asegurenlasupervivenciadeloscultivosduranteelmayortiempoposible

La figura 3 muesha el nivel de diferenciaci6n obtenido con cada uno de los m6todos

ensayados,   por   medio   de   imagenes   de   inmunofluorescencia.   En   el   cultivo   control,

mantehido  en  condiciones  6ptimas  de  crecimiento,  las  c61ulas  crecen  en  foma  ripida,

alcanzando la confluencia de la placa de cultivo.  Entre los compuestos utilizados para la

diferenciaci6n,elDMSOyelDBCANI'generaronulraaparentebajaenladivisi6ncelular,

laquesecoITelacionaconunatardanzaparallegaralaconfluenciaenlasplacasdecultivo.
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Figura 3: Prueba de diferenciaci6n de cultivo de c6Iulas NIE 115 con 3 m6todos

diferentes. Para visualizar la morfologia celular, se tomaron inagenes de microscopia de

irmunofluorescencia utilizando un antiouerpo contra or-tubulina. A, cultivo de c6lulas en

condiciones de crecimiento normales (medio de cultivo DREM con 10% FBS). 8, c6lulas

crecidas en medio DREM 0,5%  FBS con 10 prM de acido retinoico durante 5 dias. C,

c6lulas crecidas en DMEM 0,50/o FBS con 1,5% de DMSO durante 5 dias. D, c5lulas

crecidas en DREM 0,5% FBS con 3 mM de DBCARE durante 5 dias. La barra blanca

equivale a 20 prm, y las inagenes fueron tomadas en el objetivo 63x.
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Sinembargo,sibienelacidoretinoicoescapazdeaumentarlacantidaddeneuritas

en  fas  c6lulas  luego  de  5   dias  de  cultivo,  este  aumento  no  resulta  estadisticamente

significativo  (figura  4A),  y  no  se  observaron  los  patrones  caracteristicos  asociados  al

desapollo de polaridad en los cultivos tratados.

For  otro  lado,  1os  tratamientos  con  DMSO  y  con DECAMP  fueron  capaces  de

generarpatronesdediferenciaci6n,yaqueunaltoporcentajedelasc6lulasfueroncapaces

dedesarrollarneuritasenunacantidadmuysuperioralaobservadaenlacondiei6ncontrol

ylasc6lulastratadasconacidoretinoieo(resultadosestadisticanentesfgnificativos,figura

4A).Sinembargo,elDMSOpresent6ladesventajadenogenerarundesarrolloparejopara

todas  las  celulas,  es  decir,  se  observ6  poblaciones  de  celulas  que  extendfan  neuritas  y

presentaban   polaridad,   mientras    que    otras   poblacjones    se   vieron   mucho   memos

desarronadas(diferenciaci6nincompleta),dondeinclusomuchassiguierondividiendoseen

formaactiva.Talcomoseobservaenlafigura3,enlaplacadecultivotratadaconDMSO

se  obserun  celulas  diferenciadas  e  indiferenciadas  en  el  mismo  campo  visual,  dando

cuentaquecelulasqueseencuentranencondicionesdecultivoequivalentesnorcaccionan

de la misma foma ante este tratanriento.

Paradefinirunparinetrodediferenciaci6ndelasc6lulas,seadopt6comocriteriola

elongaci6n de neuritas con una  longitud mayor a dos  diinetros  de  la  c6lula (Oh  ef a/.,

2006),elcualtieneunalongrfuddeaproxjmadanente15qu.Enbaseaesto,serealizaron

medicionesparaestablecerqueporcentajedelaspoblacienesdeneuroblastosefectivamente
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se diferenci6 (figura 5). Los cultivos tratados con DMSO y DECAMP fueron capaces  de

inducir a las c6lulas a diferenciarse en forma efectiva respecto al control, sin embargo, el

DBCAIff resulto  ser el agente capaz  de generar c61ulas  con neuritas mas largas, mayor

ndmero  de  neuritas  por  c6lula  ®ricticamente  todas  las  c61ulas  extienden  neuritas  de

variados tamafios) y un porcentaje de la  poblaci6n diferenciada mny superior al observado

en las otras condiciones. En base a esto, para diferenciar los cultivos celulares se opt6 por

utilizar el DBCARE.
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Figure  4:  Nivel  de inducci6n  del crecimiento  de  neuritas  luego  de  aplicar  tratamientos  de

diferenciaci6n. Al comparar los tres tratamientos aplicados a los cultivos en relaci6n a las c6lulas

crecidas en forma normal, se ve un aumento en la   cantidad de prolongaciones neuriticas con los

tres  tratamientos,  donde  resaltan  los  resultados  observados  para  los  tratamientos  con  DMSO  y

DBCARE,   que   fueron  capaces   de   aumentar  en  forma  significativa  la  cantidad  de  neuritas

observadas en relaci6n a la condici6n de cultivo control (A), asi   como tanini6n aument6 en fol`ma

considerable la longitud total de las neuritas (8). Ademfs, estos dos tratanientos resultaron. Para

las  mediciones,  se  tomb  un  ninero  de  70  c5lulas  para  cada  caso.  El  asterisco  indica  que  el

tratamientoresult6`estadisticamentesignificativoforuebatestdestudent,conp<0,05).
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Figura 5: Cuantificaci6n de la diferencinci6n obtenida con Iog tratamientos aplicados. Para ver

cual de los compuestos actha como mejor agents diferenciador, se procedi6 a medir la longitud de la

neurita mds larga para 80 c61ulas para ceda caso (A). En base a estos dados, se calcul6 el porcentaje

de  c61ulas  cuyas  neuritas  se  extendian mas  alla  de  2  diinetros  celulares  a3).  Los  compuestos

capaces de diferenciar a las c61ulas resultaron ser el DMSO y el DECAMP, siendo 6ste tltimo capaz

de diferenciar a la gran mayoria de la poblaci6n celular. Para las mediciones, se tom6 un ninero de

70 c6lulas para cada caso. E] asterisco indica un resultado estadisticanente significativo (pmeba test

de sutent, con p < 0,05).
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7.2 Cambios producidos en el citoesqueleto durante el proceso de diferenciaci6n.

Por medio  de  inmunocitoquimica,  se  observ6  los  canbios  observados  durante  la

diferenciaci6n en c6lulas colocadas en placas con cubreobjetos crecidas durante 5 dias. Para

ello, F;e utiliz6 un anticuexpo contra or-tubulina para vcr los cambios en los microtiibulos. La

figura  6D  muestra  en  escala  de  grises  c6mo  se  despliegan  las  redes  de  microtthulos

alrededor  del  cuexpo  celular,  y  se  extienden  hasta  el  extremo  de  las  prolongaciones

neurlticas,  formando parte tambien  de  las  ramificaciones  secundarias  encontradas  en  las

neuritas.  Comparativanente,  los  haces  de  microtfroulos  observados  en  la  figura  6A son

reducidos y se hayan distrfouido equivalentemente a trav6s de toda la c6lula, en las cuales

no se aprecian prolongaofones neuritieas.

Por otro lado, gracias a la tinci6n con faloidina marcada especffica para fflamentos

de actina a-actina), se pude observar rna gran cantidad de manojos de filamentos a trav6s

de toda 'la  c6lula diferenciada (6E),  incluido  en ]as ramificaciones neuriticas primarias y

secundarias.  Sin embargo, la maxima concentraci6n de F- actina se encuentra en la parte

distal de  los procesos neuriticos,  en rna  estructura caracteristica  observada en neuronas

hipocampales diferenciadas, que componen los conos de crecimiento (figun 6E, marcado

con flechas blancas). Ademds, tanbi6n se encuentra una localizaci6n prominente de actina

en  el  citoplasma  periferico   del  cuexpo   celular,  tanto   en  c6lulas   diferenciadas   como

indiferenciadas    ®untas    de    flechas    blancas).    Estos    corresponden    a    lanelipodios,
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confomados por   fibras  de  actina entrecruzada, y filopodios,  fomados por manojos de

fibras de ache quo, 2002).
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Figura    6:    Variaciones    en    el    citoesqueleto    celular    producto    de    la    diferenciaci6n.

haunocitoquinica corfu el citoesqueleto de microthbulos (A y D) y actina a y E) para c6lulas

indiferenciadas (A, a y C) y c61ulas  diferenciads (D, E y F).   Las  flechas blancas indican rna

concentraci6n de filanentos de actina localizados en los conos de crecimiento de las neuritas en

c61ulas  diferenciadas,  y  las  puntas  de  flechas  blancas  `corresponden  a  lanelipodios,  que  se

encuenmi ed c6lulas diferenciadss y no diferenciadas.  C y F, Sobreposiciones de A con a y D eon

E,respectivanente(er-tubulinaenrojo,F-acthaenverde).Labaraindicaunalongitudde20irm.

ImagentomadaenelmicroscopiodeflurescenciaZeissAxioveri200M,conelobjetivo63X.

7.3 Caracterizaci6n fenotipica de la linea NIE 115 y cambios en la cantidad de

proteinas producto de la diferencinci6n.

ApesardequelalineacelularNIEll5esinteresanteymnyutili2adaenmateriade

polaridad neuronal, ate no se  ha descrito en forma minuciosa que proteinas relacionadas a

la  diferenciaci6n  neuronal  son  expresadas  en  esta  linea  celular.  De  esta  forma,    se  ha

tomado como uno de los objetivos de este trabajo explorar qu6 proteinas pueden expresarse

en condiciones de cultivo normal, y estudiar si existen diferencias significativas cuando son

inducidas a diferenciarse, para de  esta manera  dar  cuenta de marcadores moleculares  de

diferenciaci6n neuronal.
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Debido  a  que  los  cambios  morfol6gicos  desarrollados  durante  la  diferenciaci6n

neuronal son en gran parte respousabilidad del citoesqueleto celular, nos enfocaremos en

este  trabajo  a  estudiar  los  grupos  de  proteinas  que  consideramos  mas  importantes  en

relaci6n a la modulaci6n de los microthbulos y los fflamentos de actina.

7.3.1 Proteinas asociadas a microthbulos 04APs).

Hemos considerado en este trabajo el estudio de esta farilia de proteinas, por ser la

principal reguladora  del  citoesqueleto  de  microthbulos,  fundanentindonos  en  la  anplia

evidencia  de  que  este  tipo  de  proteinas  son  claves  para  los  procesos  de  migraci6n  y

desarrollo de polaridad (Vallee, 1990). Las importantes funciones relacionadas a este grupo

de proteinas se asocian a la modulaci6n de h estabilidad dininca de los microthbulos,

para de esta forma, pemitir los movimientos de expansi6n y retracci6n que nattrfuente se

llevan a cabo en la celula neuronal,  como parte de  su proceso  de maduraci6n ITancka y

Sabry, 1995). Dicha modulaci6n va asociada a canbios en la formaci6n y estabilidad de los

microthbulos, y tambi6n inclnye a los filanentos de actina Qivas ef a/.,  1995). Es por ello

que   se   quiso   estudiar   si   los   cambios   morfol6gicos   y   fisiol6Scos   producto   de   la

diferenciaci6n   celular   son   capaces   de   alterar   la   cantidad   de   proteinas   asociadas   a

microfubulos. Estos analisis se hicieron por medio de western blot de extractos de c6lulas

diferenciadas e indiferenciadas (figura 7), y posteriormente se hizo una deusitomedia a las

bandas resultantes para evaluar si el cambio observado resulta significativo (experimentos

en tiplicado, con prueba de signifroancia test de student, con p< 0,05).
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La figura 7A muestra un aumento significativo para la proteina MAPIB, proteina

que ha sido idendficada como la prinera en expresarse durante el desarrollo del cerebro, a

la cual se le adibnye un rol fundamental en el proceso de establecimiento de la polaridad

neuronal  (Gonzalez-Billault ef a/.A,  2004).  En su densitometha respective (figura  78),  se

puede apreciar un aumento cercano al doble de la cantidsd total respecto a ]a condici6n

indiferenciada,  lo  que evidencia  que podria  existir un aumento  de la expresi6n  asociada

directamente al proceso de diferenciaci6n.

Ia proteina  MAP2  posee  un  comportamieuto  similar  al  observado para MAPIB

(figura 7C), cuya expresi6n aumenta producto de la diferenciaci6n neuronal.   Sin embargo,

la deusitometha da cuenta de que este canbio no es tan drdstico como el observado para

hunlB (figura 7D).

Otra  proteina  MAP  que  esfa  muy  relacionada  estructural  y  funcionalmente  a

MAPIB,  es  la  proteina  MAPIA.  Esta  tambi6n  posee  la  capacidad  de  estal)ilizar  los

micl.othbulos,   pero  se  expresa en forma mss  activa en  neuronas  maduras y  se  localiza

preferentemente en dendritas qalpain y Dehmelt, 2006). En la figura 7E se muestra un

aumento  de  la  expresi6n  de  esta proteina  durante  la  diferenciaci6n,  mientras  que  en  la

deusitometrfa  de  la  figura  7F,  se  observa  un  aumento  de  cerca  del  50% respecto  a  la

cantidad encontrada en c6lulas indiferenciadas.

La proteina tau tambi6n pertenece a la famina de las MAPs, pero posee un tamafio

notablemente  inferior  al  de  las  proteinas  levisadas  anteriormente,  y  se  ban  descrito  6
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isoformas  originadas   por  sp/I.c!.j7g  altemativo   (Smith,   ef  c7/.,   1995).   Sin   embargo,   el

andcuexpo utilizado reconoce solo 1 isoforma de la proteina total en extractos de rat6n. En

la figura 7G se observa como la proteina tan tambien aumenta en cantidad respecto  a la

diferenciaci6n  neuronal,  al  igual  que  todas  las  MAPs  objeto  de  este  estudio,  en  un

porcentaje cercano al 50% (figura 7H).

De  esta  manera,  se  evidencia  un  rol  de  inportancia  de  lan  proteinas  MAPs

convencionales  durante  la  diferenciaci6n  neuronal  de  la  linea  NIE  115,  ya  que  todas

experinentaron aumentos entre el 50 al  1000/o durante el proceso de diferenciaci6n en la

linea celular NIE 115. Todos los ensayos de western blot se hicieron en triplicado.
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Figura 7: Niveles de expresi6n para las proteims MAPs al inducir difereliciaci6n celular. En

elpanelsemuestranloswestemblotsparalasprotehasMAPIB(A),MAP2(C),MAPIA(E)ytan

(G), con sus respectivas densitometrias (a, D, F y H). El cann marcado con la letras n conesponde

a extracto de cerebro de rat6n (control positivo), log cariles marcados con la letra c son extractos de

c6lulas  control (indiferenciadas) y los  carries  con la letra d colresponden a extractos de c6lulas

diferenciadas. `El (*) indica canbios significativos para experimento en thplicado (test de student

p< 0,05).

7.3.2 0tras proteinas que se asocian a microtdbulos:

Si bien se sabe que las proteinas MAPs son de importancia crave para el desarrollo

del   cerebro,  no   son  las   thicas  proteinas   que   son  capaces   de  unirse  y  modular  al

citoesqueleto.Ultimamente,sehaobtenidoevidenctasuficienteparaconfirmarlapresencia

de varias  otras proteinas  capaces de unirse a ndcrotfroulos. Entre lag proteinas MAPs no

convencionales,  encontramos  a LIsl,  que  tiene  importantes  fimciones  asociadas  con  el

correcto desaITollo del cerebro, y la proteina doblecortina.

La proteina LIsl participa en varios procesos celulares. Adicionalmente a su papel

como proteina asociada a microthbulos, participa en el transporte de vesiculas, por medio

de su interacci6n con dineina. Durante la diferenciaci6n neuronal de la linea NIE  115, se

observ6unalevedisminuci6nensuabundanciatotalenlac6lula(figun8A),quesibienno

result6  ser  significativa,  tuvo  una  disminuci6n  de  cerca  del  20%  (figun  88).    Resulta
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interesante  que  mientras  todas  las  proteinas  MAP  aumentan  su  expresi6n  durante  la

diferenciaci6n, la de LIsl parece mantenerse constante o reducir levemente su expresi6n.

ha funci6n de la proteina CRMP2, qure no se ha definido como parte de la finilia de

las  MAPs,  tambi6n resulta  inportante  de  estudiar,  ya  que  a  diferencia  de  las  proteinas

MAPs convencionales, esta posee un motivo de uni6n a heterodineros de tubulina. En la

figura 8C se observa como esta proteina experimenta rna leve alza en la cantidad neta en

c61ulas diferenciadas, que podria indicar que existe un aumento de la sintesis dependiente

del  desarrollo  de polaridad.  Este  aunento  de expresi6n   resulta  ser significativo para un

experimento en triplicado (figura 8D).

Finalmente, se estudi6 una proteina que se asocia a microthbulos, pero que posee

una actividad opuesta a la de las proteinas MAPs. Las sfczffe"j.#as son una pequefia finilia

de proteinas, donde SCG10 es la de mayor expresi6n en las etapas iniciales del desarrollo

del cerebro.  En la figun 8E se aprecia que esta proteina disminuye su expresi6n durante el

proceso  de  diferenciaci6n  neuronal  a  casi  la  mitad  de  la  cantidad relativa a las  c6lulas

indiferenciadas.   Es  por  ello   que   se  podria   inferir  que   esta  proteina  podha  perder

impohancia una vez que la polaridad ya se ha establecido en la c61ula, donde podrian jugar

mayor     importancia     las     proteinas     estabili2adoras     de     mjcrothbulos     sobre     las

desestabilizadoras.

37



ncc

C
cd

EEmresi6]ndecRMHTP2

cd

E~descGio

cd

Figure   8:   Niveles   de   expresi6n   para   proteims   de   uni6n   a   mierothbulos   durante   la

diferenciaci6n. A, western blot contra la proteina LIS1, y en 8 s.e grafica la deusitometria para el

experinento  en  triplicado.  C,  western blot  contra  la  proteina  CRMP2,  y  en  D,  la  respectiva

deusitometha para  el experimento  en triplicado  El  carril marcado  con la letras n  corresponde  a

extracto de cerebro de rat6n (control positivo), los carriles marcados con la letra c son extractos de
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c6lulas control (indiferenciadas) y los  calriles  con la letra d corresponden a extractos de  c6Iulas

diferenciadas. A los resultados de las deusitomedias (figura 8  a, D y F)  se les realiz6 el test de

student,  para  determinar  canbios  significativos  para  la  expresi6n  de  las  proteinas  en  estados

diferenciado y no difereliciado (p< 0,05). El ( *) indica canbios estadisticanente significativos.

7.3.3 Proteinas de sehalizaci6n involucradas en diferenciaci6n neurona]

Una vez realizado el estudio de proteinas efectoras que modulan la estabilidad y la

dinamicidad de los microthbulos, durante este objetivo mos  centraremos en el analisis de

proteinas  de  vias  de  transducci6n  de  sefiales  descritas  con  papeles  inportantes  en  la

polaridadneuronal.

Una de las enzimas mds versatiles que se ha asociado a varias funciones celulares y

de desarrollo de polaridad en neuronas, es la proteina quinasa dirigida por prolina, CDK5.

Se ha descrito  que  tiene un col importante en la fosforilaci6n de moleculas  asociadas al

citoesqueleto  de  microthbulos,  principalmente  (Ohshina  ef  cr/,  1996).  Es  por  ello  que

resulta interesante vcr si existe un cambio  en la abundancia de  esta proteina asociado al

proceso de diferenciaci6n y al aumento de expresi6n de las proteinas MAP.

La  figura   9A  da  cuenta   de   que   la   cantidad   de   CDK5   no   varia.  durante   la

diferenciaci6n neuronal, para un experinento  en triplicado.  Si bien por  deusitometria  se

aprecia un leve aumento, no resulta estadisticanente significativo (figun 98). La actividad
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de la proteina CDK5 esfa muy asociada a la abundancia de sus proteinas activadoras, p35 y

p39.  Es por este hecho  que tambi6n se  quiso  estudiar  si la  abundancia  de  rna  de estas

moleculas activadoras se ve alterada durante la diferenciaci6n neuronal. En la figura 9C, se

estudi6siexisteunavariaci6nenlacantidaddep35,quenoresultasersignificativoparaun

experinento en triplicado.  Las  explicaciones para este par de resultados preden ser may

amplias.

Otra    molecula  sefializadora  imporrmte  es  la  proteina  adaptadora  DAB1.  Se  ha

deteminado  que  es  rna  proteina  citoplasmatica  que  se  expresa  en  muchos  tipos   de

neuroms, y se ha postulado  que participa directamente en la via can6nica de reelina, un

factor  extracelular  relacionado  principalmente  con  la  rigraci6n  celular  ¢Iowell- ef  cr/,

1999).  Se ha descrito como un factor rio anl)a de la via de sefializaci6n moduladora del

cttoesqueleto de actina.

En  respuesta  a  la  diferenciaci6n  inducida  por  DBCANI,  resulta  dramatico    el

cambio   observado   en   la   abundancia   de   la   proteina   DAB1,   cuyo   aumento   es   de

aproxinadamente  5  veces  mayor  respecto  al  control  durante  el  desaITollo  de  polaridad

(figura 9F), resultado que podria ir asociado al comporiamiento del citoesqueleto de actina

observado durante el proceso de diferenciaci6n neuronal.
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Figura  9:   Cambios   en   la   abundancia   de  tree   protefms   sedalizadoras   del   proceso   de

diferenciaci6n  neuronal  durante  el  desarrollo  de  neurifas  en  NIE  115.  A  y  C,  niveles  de

expresi6n de las proteinas CDK5 y su activador p35, antes y despues del proceso de diferenciaci6n

celular, con sun respectivas deusitometrias q3 y D). En E, se muestra el aumento en la expresi6n de
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la proteina adaptadora DABl  en respuesta a la diferenciaci6n neurolial.  Su densitometrfa en F da

cuenta de un aumento significativo cercano al 500 %. El caril marcado con la letras n correaponde

a extracto de ceredro de rat6n (control positivo), los candes marcados con la letra c son extractos de

c6lulas  conapl (indiferericindas) y los  carriles  con la letra d conespon¢en a extractos de c6hhas

diferenciadas. A los resultados de las deusitometrias se les realiz6 el test de student to< 0,05), para

determimrcaibiossignificativos,dondeelasteriscorepresentauncambiosignificativoreferenteal

proceso de diferenciaci6n neuronal.

7.4 Estndio de las modiricaciones post traduccionales y cambios en la localizaci6n

subcelular de proteinas durante la diferenciaci6n neul.onal.

Si bien durante los experimentos anteriores los objetivos se enfocaron al estudio de

la variaci6n neta de las proteinas totales durante la diferenciaci6n neuronal, es importante

recalcar  que,  si  bien  la  abundancia  de  una  proteina  es  importante,  tambien  hay  otros

factores que resultan clave para su funcionariento, como la actividad que presentan luego

de   modificaciones   post  traduccionales,   asi   como   tambien  la  localizaci6n   subcelular

especifica donde ejercerfu su funci6n. En base a esto, los siguientes objetivos se enfocarin

en determinar cambios en el prinero de estos puntos.

7.4.1 Proteinas de sefializaci6n y efectoras que modulaD el citoesqueleto de actina:

En este objetivo se pretende analizar los cambios de actividad que experinentan las

proteinas cofflina y LIMK1, que son las mol6culas que se encuentran rio abajo en la via de
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sefializaci6n  que  modula  el  citoesqueleto  de  actina.  Para  ello,  se  analiz6  los niveles  de

expresi6n de cada una de estas proteinas en respuesta a la diferenciaci6n neuronal.

Adicionalmente,   como   su   actividad   depende   del   nivel   de   fosforilaci6n   que

experimenten,  tambien  se  analiz6  el  cambio  en  los  patrones  de  fosforilaci6n  de  estas

proteinas,  por  medio  de  antiouerpos  que  reconocen  epitopos  fosforilados,  para  de  esta

forma,  vcr  cambios  de  actividad  al realjzar  los  analisis  de  proteina  fosforilada/proteina

total.  Este  estudio  se  representa  en  la  figura  10A,  donde  se  muestra  la  abundancia  de

LniKl fosforflado y LIMKl total durante el proceso de desarrollo de diferenciaci6n. En la

figura  loo,  se  muestra  la  deusitometria  que  de  cuenta  de  que  no  existen  cambios

significativos para ambos casos, aunque da cuenta de que existe rna leve disminuci6n de la

actividad de LmAI durante la diferenciaci6n.

La otra proteina en estudio,  de bajo peso molecular y con capaof dad de  unirse  a

actina, es la cofflina. En el desarrollo de este trabajo, notanos que durante el proceso de

diferenciaci6n se observa una notable disminuci6n de la abundancia relativa para su forma

fosforilada, asi como tanbi6n disminuye la cantidad de proteina total en la c6lula (figura

10C).   La   deusitometrfa   respectiva   indica   que   la   actividad   de   cofilina   disminuye

drdsticanente  en las  celulas  diferenciadas,  canbio  que resulta  significativo para ambos

estados para expelinentos en triplicado (figura loD).
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Estos resultados  indican que  si bien las variaciones  en  la abundancia neta de  las

proteinas suele ser importante,  la medici6n de los cambios de actividad por fosfordaci6n

muestra de forma His  cereana  el  comportamiento real de las proteinas,  cuya funci6n se

puede   encontrar   fuertemente   modificada   por   cualquier   tipo   de   modificaci6n   post

traduccional.
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Figura 10: Niveles de expresi6n y cambios en los patrones de fosforilaci6n para ]a8 I)roteinas

IJMK y cofilim durante el proceso de diferencinci6n. A, western blot para la protein LIMK

fosforilada y LIMK. En 8, se miestra la densitometria referente a la raz6n entre la proteina LIMK

fosforilada y LIMK total,  para un experinento  en triplicado.  C, Western blot contra la proteina

cofflina fosforilada y cofilina total. D, glarico definido a partir de la densitometrfa del experilnento

C en diplicado, que da ouenta de la raz6n entre la proteina cofilina fosforilada y la cofilina total. EI

carril marcado con la letras n correaponde a extracto de cerebro de rat6n, los carriles marcados con

la letra c son extractos de c6lulas control (indiferenciadas) y los carriles con la letra d corresponden

a  extractos  de  c6lulas  diferencindas.  Los  resultados  de  las  deusitometrias  fueron  analizades

mediante el test de  student ®< 0,05), para determiner canbios  significativos, donde el asterisco

representa un canbio significativo referente al proceso de diferencinci6n neuronal.
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8.- DISCUS16N

8.1 Establecimiento  de un metodo efectivo para la diferenciaci6n de la linea celular

NIE 115.

Debido  a  que  todos  los  objetivos  propuestos  en  esta  memoria  se  basan  en  la

efectividad de este primer objetivo propuesto, se puso particular 6nfasis en la validaci6n de

este punto, que hace referencia a que la linea NIE 115 es un tipo celular que se diferencia

en forma  efectiva  y  que  experimenta  cambios  morfol6gicos  severos  con  un  tratanriento

sinple que toma ahededor de 5 dias.

Sin  embargo,  no  result6  sencillo  establecer  dicho  m6todo  de  diferenciaci6n.  El

activo proceso mit6tico (1as c51ulas se dividen cada 12 horas aproximadamente) y la gran

capacidad de  soportar condiciones  de  estr6s  observado para esta linea celular  (capaz  de

sobrevivir varios dfas en un medio carente de suero), hicieron que algunos de los m6todos

tradicionales usados para diferenciar neuroblastos no funcionaran efectivanente, como lo

son la deprivaci6n de suero y el tratamiento con acido retinoico.

Segdn los resultados  obtehidos  en este  trabajo,  se puede afirmar que  los cultivos

celulares de NIE 115 fueron capaces de diferenciarse en 2 de los tratamientos usados. La

diferenciaci6n inducida por DMSO se debe a rna respuesta inducida por una condici6n de

estr6s, donde se ha observado que una concentraci6n del 2% de este compuesto en el medio
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de cultivo es capaz de generar el desarrollo de neuritas en c6lulas NIE 115 (Kniman ef c}/.,

1993),  mientras  que  el  uso  de  concentraciones  superiores  de  DMSO  desembocan  en  la

muerte de gran parte de la poblaci6n celular.

Por otro lado, el dibutiril cAIff (analogo de AMP ciclico), es una mol6cula capaz

de ingresar a la celula a traves de la membrana plasmatica, y activar las vias dependientes

de  cAun.  Esta puede  ser la raz6n que  convierte  al DBCAIff  en  un  mejor compuesto

diferenciador, ya que se observ6 que es capaz de permitir que la mayor pane de las c6lulas

se  diferencien  en  forma  equivalente  (cerca  del  80%  elong6  neuritas  mayores  a  dos

diinetros celulares, figura 5) al interior de la placa de cultivo, a diferencia del DMSO, que

s6lo   es   capaz  de   diferenciar  a  cierfas  poblaciones  celulares   que  podrian  estar  mds

susceptibles que otras fi.ente a sefiales extemas (como c6lulas en baja densidad local). Este

punto implica una gran importancia sobre los resultados de] trabajo desarrollado, ya que los

estudios  realizados  incluyen  la  detecci6n  inmunol6gica  de  proteinas  desde  poblaciones

totales de c6lulas, y por lo tanto, para ser capaces de detectar diferencias entre los estados

diferenciados  y no  diferenciados  se  requiere  que  altos  porcentajes  de  las  celulas  hayan

desarrollado polaridad. Adicionalmente, la diferenciaci6n con DMS0 no ooune antes de 5

6 6 dias en presencia del compuesto, mientras que el DBCAIAI' es capaz de inducir neuritas

desde  el  segundo  dia,  y  se  pueden  ver  c6lulas  diferenciadas  desde  el  tercer  dia.  Una

explicaci6n  para  este  becho,  puede  ser  que  el  DECAMP, .al  ser  un  analogo  de  CAMP,

ingresa a la celula y puede activar las rutas asociadas a la diferenciaci6n celular en foma

instantinea. Un aumento  de CAMP ha sido  descrito para diferenciaci6n de varias   lineas

durante el proceso de diferenciaci6n celular, a la cual se asocia la activaci6n de varias vias
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dependientes de CAMP,   entre las que se destaca la via de   la MAPK. @eng ef cr/., 2001;

Bang ef c7/.,1994, Thomas ef cr/., 2000).

8.2 Cambios producidos en el citoesqueLeto durante el proce§o de diferenciaci6n.

Durante  este  trabajo  se  demostr6  que  la  linea  murina  NIE   115   es  capaz  de

desarrollar un mecanismo de polarizaci6n muy similar al descrito en neuronas. Al segundo

dia en presencia de un agente diferenciador, se observa una inducci6n del crecimiento de

neuritas, que al cabo de 5 dias son capaces de elongarse varias veces por sobre el diinetro

celular.

Por otro lado, por medio de inmunocitoquinica se observ6 la formaci6n de drdsticos

canbios  morfol6gicos  a  nivel  del  citoesqueleto,  donde  se  tejen  verdaderas  redes  de

microthbulos  a  trav6s  de  todo  el  cuerpo  celular  y  hacja  la  punta  de  las  neuritas.

Adicionalmente,  la tinci6n de faloidina permiti6  observar los microfnamentos de actina,

distribuidos  a trav6s  de toda la c6lula,  dejando  vcr en la parte distal de las neuritas rna

particular concentraci6n de F-actina,  en  estructuras  llamadas  conos  de  crecimiento, muy

particulares de neuronas con desarrollo de polaridad.

Todas  estas  sinilaridades  a  nivel  estructural,  permiten  collparar  estas  c61ulas

diferenciadas  con  neuronas  j6venes  en  etapa  3  (o  3  tardfa),  porque  si  bien  poseen  el

potencial de inducir  el proceso  de  diferencfaci6n neuronal  y poseer neuritas  de tamafios
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considerables, son incapaces de emular la complejidad de los axones y dendritas ni obtener

el grado de maduraci6n que se ha observado en neuronas durante la etapa 5.

8.3 Caracterizaci6n fenotipica de la linea NIE 115 y cambios en la cantidad de

proteinas producto de la diferenciaci6n

8.3.1 Proteinas asociadas a Microtlbulos (MAPs):

Al  analizar  los  resultados  obtenidos   en  este  objetivo,  es  coherente  asociar  el

aumento de las proteinas asociadas a microthbulos tmto a la abundante literatura existente

(Brugg y Mtus,  1988), como tambi6n a lo esperado morfol6gica y funcionalmente, pues

las  MAPs  se  encuentran  entre  los  factores  moleculares  claves  para  los  cambios  en  la

estructura  del   citoesqueleto   durante   el   desarrollo   de  polaridad,   en   lo  referido   a  la

estabilizaci6n de los microthbulos que nacen desde el cuerpo celular y culminan en la punta

de las neuritas, y en asociaci6n a la dinamicidad que se requiere para los cambios de forma

y  el  desarrollo  de  nuevas  prolongaciones  celulares.  Algunas  de  las  MAPs  presentan

semejanzas a nivel estructural, como tambien algunas de sue funciones celulares pueden ser

redundantes  @i Tella ef cr/,  1996).  Sin  embargo,  otros  estudios apuntan al  estudio de la

ausencia de un par de estas proteinas para ver los efectos en conjunto que pueden acarrear.

Es asi como en ratones knock out para MAPIB, se ha estudiado el efecto de la transfecci6n

de RNAs antisentido contra las proteinas tan o MAP2, dando  cuenta de que los defectos

morfol6gicos tienen distinta severidad, lo que puede dar cuenta de que algunas proteinas

pueden tener funciones redundantes (Gonzalez-Billault ef c]/, 2002b). Por medio  de  estas
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aproximaciones, se puede dar cuenta tambien de funciones sin6rgicas en el desarrollo  de

polaridad y elongaci6n axonal I.72 vztro.

Las MAPs tambien difieren temporalmente, en sue niveles de expresi6n, asi como

tanbien en su localizaci6n. Es asi como MAPIB es la prinera P`IAP en expresarse durante

el desarrollo del sistema nervioso, mientras que MAP2 1o hace posteriomente. Y mientras

la primera se localiza a lo largo  de toda la c6lula, MAP2 lo hace preferentemente en las

dendritas. De esta foma, si bien se pueden asociar funciones en corfun, tanbien existe una

tendencia  a  la  complementaci6n entre  las  diferentes proteinas  (Goold y  Gordon-Weeks,

2001).  Esto  puede  dar  cuenta  que  mientras  algunas  posean  un  rol  importante  para  el

desarrollo de polaridad, otras puedan vcr rna funci6n mss asociada a la mantenci6n de la

polaridad que a la iniciaci6n misma del proceso.

8.3.2 0tras proteinas que se asocian a microthbulos:

En este trabajo resulta interesante analizar a la proteina LIS1, que se ha descrito

como rna proteina capaz de unirse a microthbulos, entre varias otras funciones que se le

han asociado (Bielas cf c}/. 2004). Sin embargo, a diferencia de las otras MAPs, se encontr6

una disminuci6n en su expresi6n durante el proceso de diferenciaci6n. Este liecllo ya fue

descrito  en  el  neuroblasto  hunano  SH-SY5Y,  donde  se  report6  rna  disminuci6n  en  su

expresi6n  al  ser  tratadas  con  acido  retinoico,  trabajo  donde  ademds  se  postul6  que  su

funci6n no se relacionaba directamente con la diferenciaci6n neuronal, sino mas bien con la



migraci6n  celular,  a  trav6s  de  rna  interacci6n  con  otra  proteina  MAP,  la  doblecortina

Q4essi ef cr/, 2008).

ha CRMP2, proteina que tiene ,un dominio de uhi6n a heterodimeros de tubulina,

tambi6n ha sido descrita como rna proteina con un rol inportante en polaridad, ya que su

sobreexpresi6n es capaz de generar neuronas con mdltiples axones qnagaki ef a/. , 2001), y

su transfecci6n en neuroblastos es capaz de inducir el creciniento de neuritas (Arinura ef

a/., 2005).  El col de esta proteina tiene  que ver con el transporte de dineros de tubulina

hacia el extremo  distal del ax6n, por medio de  su interacci6n  con la proteina kinesina-1

(Kinura   ef  a/.,   2005).   De   esta   foma,   su   aunento   va  relacionado   a   un   mayor

desplazamiento de materia prima para el creciniento de los microthbulos, desde el cuerpo

celular hacia los conos de crecimiento de las neuritas.

Finalmente,  la thtima proteina asociada a microtthulos  estudiada en este trabajo

fue la SCG10. Perteneciente a la fanilia de las stc7£fimgivas, posee rna fuflci6n   asociada al

aumento de la dinamicidad de los ricrothbulos, y su actividad se haya determinada por la

fosforilaci6n en 4 residuos de aminoacidos bien descritos (Antousson ef a/., 1998). Si bien

su participaci6n durante la diferenciaci6n neuronal esfa bien descrita Q4orii ef a/, 2006),

esta ath no es completamente clara.  Se ha estudiado esta proteina en c6lulas PC12, donde

la diferenciaci6n inducida por NGF fue  capaz de aumentar su expresi6n,  Inientras que la

diferenciaci6n dependiente de DBCAhff no lo hizo (Stein ef cr/. , 1988), lo que indica que el

proceso de diferenciaci6n por si mismo no es capaz de inducir su expresi6n. A pesar que su

rol fisiol6gico ha sido bastante estudiado en neuronas hipocampales, Ios mecanismos que
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regulan   su  expresi6n  resultan   complejos   e   involucran  mecanismos   de   control  post-

transcripcionales,  que pueden ir asociados tambi6n a su correcta localizaci6n Qlannan ef

c7/.,1996).

83.3 Proteinas de sefializaci6n involucradas en diferenciaci6n neuronal

Entre  las  proteinas  sefializadoras  involucradas  en  diferenciaci6n,  el  complejo

CDK5/p35 posee un I.ol esencial para el crecimiento de neuritas y diferenciaci6n neuronal.

Su rol se basa principalmente en la modulaci6n de proteinas del citoesqueleto especificas

de neuronas, lo que podria indicar que la expresi6n de estas proteinas puede estar siendo-

regulada drrante la diferenciaci6n neuronal (Ohshima ef aJ,  1996). Sin embargo, entre los

resultados obtenidos no se logra observar un canbio significativo en la expresi6n de CDK5

ni  su   activador  p35.   En  literatura,   se  ha  descrito   que   CDK5  no  presenta   cambios

significativos en su expresi6n durante la diferenciaci6n neuronal (Yan y Ziff; 1995), pero si

se lian detectado cambios en su actividad durante ha diferenciaci6n dependiente de NGF en

c6lulas PC12 (fosforilaci6n de CDK5). Esto demuestra que los cambios post-traduccionales

de proteinas pueden resultar tan inportantes como los cambios de expresi6n (Yan y Ziff,

1995; Harada ef cr/, 2001).

Por otro lado, §e esperaba que la expresi6n de p35 aulnentara frente a la activaci6n

de CDK5, y de esta forma, pudiera dar cuenta de la activaci6n de la proteina CDK5. Se lia

descrito que p35 aumenta rapidamente su expresi6n durante las prineras 48 lioras despues
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de la diferenciaci6n, y posteriomente se reduce drasticamente a niveles basales en PC12

qurada ef cr/., 2001). De esta forma, p35 podria ser rna sefial de diferenciaci6n temprana, y

cuando las c6lulas se inducen hacia un estado diferenciado, esta podria ser   encontrada ya

en niveles normales.  Adjcionalmente,  CDK5  tambi6n puede ser activado por la proteina

p39, lo que puede dar cuenta de rna suerte de redundancia entre las funciones de p35 y p39

QCo ef cz/. , 2001). Otra explicaci6n para este hecho podria ser que el uso de neuroblastos no

es   un   modelo   completamente   equivalente   a   las   neuronas,   puesto   que   son   c6lulas

modificadas y con un ciclo celular acelerado.

Otra proteina sefializadora inportante es DAB1.  IEa sido ampliamente estudiada

por su rol asociado a la via can6nica comandada por la sefial extracelular reelina, `y se ha

estudiado el efecto de la ausencia de DABl en neuronas, fen6meno que genera un fenotipo

similar al descrito para mutantes para reelina (Howell ef cr/.,  1998). El notable aunento de

la  proteina   adaptadora  DAbl   durante   la   diferenciaci6n  neuronal   en  NIE   115,   es

concordante con resultados descritos en la linea celular P19, donde se obtienen un aunento

significativo   de   la   expresi6n   y   tirosinaci6n   de   esta   proteina   luego   de   5   dias   de

diferenciaci6n con acido retinoico, donde ademds  se determin6 que DABl  es importante

para el crecimiento de neuritas qowell ef a/., 1997),  por lo que se sugiere que corresponde

a una mol6cula transductora de sefiales clave para el proceso de diferenciaci6n neuronal.
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8.4.1 Proteinas de sefializaci6n y efeetoras que modulan el-citoesqueleto de actina.         i

Durante  el proceso  de  diferenciaci6n neuronal,  se  ha descrito  un aunento  de  la

dininica de actina, que permite rearreglos en el citoesqueleto que resultan fundamentales

para la elongaci.6n de las neuritas y la formaci6n de lamelipodios (Yang e/ cr/.,  1998). Esta

dindmica   se   encuentra   principalmente   bajo   el   mando   de   2   proteinas   de   uri6n   a

microthbulos: cofilina y ADP, que al ser fosforiladas perndten el aurnento de dinanicidad

de  actina  (Sarmiere  y  Bamburg,  2004).  Por  medio  del  uso  de  anticuerpos  capaces  de

reconocer  cofilina  fosforilada y total,  se pudo  establecer rna raz6n de  fosforilaci6n  de

cofilina  respecto  al  total,  durante  la  diferenciaci6n  neuronal  de  la  linea  NIE  115.  El

aumento en la fosforilaci6n de cofilina fue notablemente significativo, corroborando que

esta via es muy importante para los cambios de morfologia del citoesqueleto de actina que

ocurren durante la diferenciaci6n neuronal.  A traves de este resultado, podemos inferir que

la   mantenci6n   de   la   estabilidad   de   actina   adquiere   mayor   relevancia   c6lulas   ya

diferenciadas, mientras que se espera rna mayor dininica localizada hacia la punta de las

prolongaciones celulares,  donde se requiere la formaci6n de nuevos filamentos de actina

para inducir el crecimiento de las neuritas,
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1.   EI DBCArm es el metodo mds efectivo para diferenciar la linea NIE 115 hacia un

morfologia  de  tipo  neurona.  Estas  c6lulas  desarrolliron  neuritas  con  variadas

longitudes respecto al diametro celular, y se estima que cerca del 80% de las c6lulas

en cultivo se diferenci6.

2.   Por  medio  de  Inmunocitoquimica,  se  anahiz6  los  cambios  producidos  durante  ha

diferenciaci6nneuronalmedianteDBCAhffmodificaelcitoesqueletodetubulinay

actina.  Se aprecian estructuras caracteristicas de cultivos neuronales diferenciados,

como prolongaciones neuriticas primarias y secundarias, la fomaci6n de conos de

crecimiento y polaridad celular.

3.   Se pudo  obtener evidencia que da cuenta de proteinas  que pueden ser utilizadrs

como  mareadores  neuronales  de  diferenciaci6n.  Entre  estas  proteinas,  se  puede

sugerirproteinascomolasMAPs,CRMP2,SCG10ylaproteinaadaptadoraDAB1.
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4.    Se  estudi6  las  modificactones  post-traduccionales  que  ocurren  en  proteinas  que

regulan  el  citoesqueleto  de  actina,  por medio  del  uso  de  anticuexpos  capaces  de

reconocerepitoposfosforiladosyproteinastotales.Apartirdeambosresultados,se

hizo   rna   relaci6n   de   proteina   fosforilada/proteina   total,    para   determirm

estadisticamente canbios de expresi6n, asi como tambi6n los cambios de activided

atribuidos  a la  fosforilaci6n para las proteinas  en estudio,  durante  el proceso  de

diferenciaci6n neuronal.
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