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Resumen

La via de sefializaci6n de Shh regula importantes eventos moleculares en el sistema

nervioso central a traves de la transcripci6n de genes efectores.  Sin embargo, algunas

funciones  parecen  ser  independientes  de  la  transcripci6n  g6nica  como  ocurre  con  la

guia axonal.  Estos eventos se han agrupado recientemente como sefializaci6n Shh no

can6nica.  Durante  su  proceso  de  diferenciaci6n,  una  ne.urona  genera  dendritas  y  un

ax6n  para  conectarse  con  otras  neuronas  u  6rganos.  Para  que  se  produzcan  estas

conexiones,  las neuritas (axones y dendritas) deben reconocer sefiales qufmicas en el

ambiente  y  responden  a  ellas,   elongandose  o  retrayendose  para  establecer  dicho

contacto.  Hay  evidencias  que  Shh  podria  inducir  estos  cambios  en  eventos  de  guia

axonal,  pero  los  mecanismos  no  han  sido  del  todo  descritos.  En  este  seminario  de

titulo   se   propone  evaluar  si   la   modulaci6n   de   la  via   Shh   tiene  efectos  sobre  el

desarrollo neuritico a traves de la regulaci6n del citoesqueleto y si esto es mediado por

las GTpasas monomericas RhoA y Racl .  Para ello utilizamos como modelo de estudio,

cultivos  de  neuronas  hipocampales  embrionarias  de  rata,  sistema  muy  usado  para

describir el proceso de elongaci6n neuritica y evaluar cambios a nivel de citoesqueleto

/.n v/.fro. Se usaron agonistas y antagonistas de la via Shh y se evalu6 el efecto sobre la

morfologia neuronal durante su desarrollo /.n v/.fro y sobre la actividad de RhoA y Racl .

Los    resultados    indican    que   Shh    induce   la   activaci6n   de    RhoA   en    neuronas

hipocampales provocando  una inhibici6n  del desarrollo  neuritico.  Asimismo,  el  uso del

inhibidor  farmacol6gico .Cyc  genera  un  ligero  retraso  en  el  desarrollo  axonal,  Io  que

coincide con una activaci6n de las proteinas efectoras de Racl ,  LIMKl  y cofilina.



Abstract

Shh  pathway  regulates  important  celular  and  molecular  events  in  central  nervous

system  through  the  transcription  of  efector  genes.   However,   some  of  its  functions

seems  to  be  transcription-independent  as  the  case  of  axon  guidance.  This  kind  of

events   are   grouped   as   non-canonical   Shh   pathway.   During   their  differentiation,   a

neuron  generates  dendrites  and  an  axon  to  connect to  other  neurons  or  organs.  To

produce  these  connections,  neurites  (axons  and  dendrites)  must  recognize  chemical

signals  in  the  environment  and  respond  to  them,  elongating  or  retracting  to  establish

such   contact.  There   is  evidence  that  Shh   might  induce  these  changes   in   axonal

guidance events,  but the mechanisms have not been fully described.  In this seminar we

want  to  assess  whether  modulating  the  pathway  has  effects  on  neurite  development

through the regulation of the cytoskeleton and whether they are mediated by RhoA and

Racl  small GTpases. As a study model, we use cultures of embryonic rat hippocampal

neurons,  a  system  widely  used  to  describe  the  process  of  neurite  elongation  and  to

evaluate   the   level   of   cytoskeletal   changes   /.n   v/.fro.   Shh   pathway   agonists   and

antagonists  were  used  and  the  effect on  neuronal .morphology  during  development  /.n

v/.fro and on the activity of RhoA and Racl  was assessed.  Our results indicate that Shh

induces the activation  of RhoA in  hippocampal  neurons resulting  in  inhibition  of neurite

outgrowih. Also, the use of the pharmacological inhibitor Cyc generates a slight delay in

axonal development, which is consistent with an activation of the Racl  effector proteins

LIMKl  and cofilin.
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lntroducci6n.

Sonic hedgehog (Shh)

Shh   cumple   un   papel   fundamental   durante   el   desarrollo   embrionario   y   en   la

mantenci6n  de  la  homeostasis  en  el  organismo  adulto.  Participa  en  el  paffem/.r]g  o

formaci6n de patrones celulares en el eje antero-posterior de las extremidades, durante

e[ desarrollo del tracto gastrointestinal,  sistema vascular y otros. Asimismo,  cumple un

papel    clave    durante    el    desarrollo    del    sistema    nervioso    central    al    inducir    la

determinaci6n  de  destinos   celulares  ventrales  durante  el   desarrollo  de   la   m6dula

espinal  (lngham  &  MCMahon,  2001)  y  actuar  como  un  mit6geno  sobre  las  celulas

troncales  embrionarias  y  adultas  del  sistema  nervioso  central  (Palma  y  col.,  2005;

Fuccillo y col., 2006,  Briscoe & Therond, 2013).

Shh es una glicoproteina que es sintetizada como un pre-p6ptido de 45 kDa.  Dentro

de   la   via   secretoria,    Shh   se   procesa   auto-cataliticamente   y   sufre   una   doble

modificaci6n  post-traduccional.  Para generar la forma madura  con  actividad  biol6gica,

de  19kDa,  en el extremo amino-terminal se agrega un acjdo palmitico y.en su extremo

carboxilo-terminal,  un  grupo  colesterol.  Shh  es secretado  en  su  forma  activa y  puede

permanecer  unido  a  la  membrana  de  la  celula  que  lo  produce  o  bien,  puede  difundir

para  actuar  sobre  otras  celulas  de  forma  paracrina  (Ingham,   2001;   Hui  &  Angers,

2011 ).

VI'a de sefializaci6n Shh can6nica.

La seFializaci6n  de  la via esta mediada por la funci6n de dos receptores:  Patched  1

(Ptchl)  y  Smoothened  (Smo)  y  por  los  factores  de  transcripci6n  Glil,  Glj2  y  Gli3.  En

ausencia  de  ligando,  la  via  permanece  inactiva,  ya  que  Ptchl   inhibe  la  sefializaci6n

intracelular mediada  por Smo,  pero  en  presencia  de  Shh,  6ste  se  une  a  su  receptor



Ptchl , quien deja de inhibir a Smo.  Una vez activado Smo, se gatilla [a transducci6n de

la serial a  nivel citoplasmatico,  Io que permite la generaci6n  de formas activadoras de

los  factores  de transcripci6n  Gli  (especificamente,  Gli2  y en  menor medida  Gli3),  y  la

posterior transcripci6n de genes  blancos,  tales como  G//7 y  Plch7,  entre otros,  siendo

Glil   otro  efector  positivo  de  la  via  (Ruiz  i  Altaba  y  col.,  2002;  Hui  &  Angers,  2011)

(Figura  1 ).

La   sefializaci6n   de   esta   via   se   complejiza   con   la   particjpaci6n   de   otros   co-

receptores.  Cdonlcdo  (cell  adhesi6n  molecule-related/downregulated  by oncogenes|,

Boo  (Brother  pf  Cdonly  y  Gael   (growth  arrest  specific  gene  1),  como  moduledores

positivos   y   Hhip   (Hh-/.r]feracri.r}g  prole/.n   7),   con   efecto   negativo.   Cdo   y   Boo   son

glicoproteinas de membrana que pertenercen a la superfamilia de las inmunoglobulinas

y poseen un dominio de union a Shh.  Ambos pueden heterodimerizar y sumar a Ptchl

como  tercer  participante,  favoreciendo  la  afinidad  por el  ligando.  Dentro  de  este  trio,

tanto  Cdo  y  Boo  pueden  ser  reemplazados  por un  tercer co-receptor,  Gasl  proteina

anclada  a  la  membrana  mediante  un  tallo  Gpl  que  tambi6n  une  a  Shh  (Sanchez-

Arrones y col., 2012).

Hhip  tambien  es  una  glicoproteina  anclada  a  la  membrana  y  es  un  gen  regulado

positivamente por la via.  Tendria un efecto similar al de Ptchl  al unir Shh,  pero impide

la sefializaci6n y regula negativamente a la via (Jeong y col.,  2005;  Holtz y col., 2013).

La  via  de  Shh  puede  manipularse  farmacol6gicamente.  Para  inhibir  la  via  se  usa

principalmente   Ciclopamina   (Cyc),    alcaloide   que   se   une   a   Smo   y   actLla   como

antagonista  de  la  via  y  5E1,  anticuerpo  monoclonal  que  se  une  a  Shh  e  impide  su

uni6n a Ptchl .  Como agonista se ha utilizado Purmorfarmina (Pur),  purina que tambi6n

se une a Smo  pero actt]a  como agonista,  activando la via tal como  lo  hace el  uso de

4



se  une a Smo pero actt]a como agonista, activando la via tal como lo  hace el  uso de

Shh  recombinante  (Dahmane  &  Puiz  i  Altaba,1999;  Stanton  &  Peng,  2010;  Carney &

lngham,  2013).

cdo;'BOc"pTrl4

/

-Sic--,®

©@

LL>=
Genes l]lanco

Figura  1.  Representaci6n  esquematica  de  la  via  de  sefializaci6n  can6nica  de  Shh.  En

ausencia  de  ligando,  Ptchl   inhibe  la  activaci6n  del  co-receptor  Smo,  esto  se  traduce  en  un

enriquecimiento de formas represoras de los factores Gli en el citoplasma (Glip),  Ios que acttlan

como represores de la transcripci6n. Cuando Shh se une a su co-receptor Ptchl ,  Smo se activa

y   transduce   la   serial   hacia   el   citoplasma,   donde   mediante   una   compleja   cascada   de

fosforilaciones  mediadas  por  Fu,   SUFU  y  otras,  los  factores  Gli  sufren  un  corte  proteoli'tico

parcial   que   genera   formas   activadoras   (GliA)   que   se   trasladan   al   ndcleo   y   permiten   la

transcripci6n de genes blancos.  Shh puede unirse a otros co-receptores (Cdo/Boo) pero aun se
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desconocen los efectos intracelulares que se pueden gatillar.  (Modificado de Sanchez-Camacho

& Bovolenta, 2009).

VI'a de sefializaci6n Shh no can6nica

Existen  evidencias  que  indican  que  la  sefializaci6n  no  can6nica  puede  ocurrir  a

trav6s  de  Ptchl,  Smo  y  otros  co-receptores,  siendo  sensible  a  Cyc  y  Pur,  pero  a

diferencia  de  la  sefializaci6n  can6nica,  la  transduccj6n  de  la  serial  no  genera  formas

activadoras de los factores Gli, sino que se transduce a nivel de membrana, a traves de

Smcj,  que  se  comporta  como  receptor  asocjado  a  proteina  G  (Riobo  y  col.,  2006a).

Estas respuestas se caracterizan  por ser fapidas,  es decir,  luego del estfmulo de Shh

las  celulas  responden  dentro  de  minutos,  no  horas,  como  supone  la  transcripci6n  de

nuevos genes (Bijlsma y col. 2007,  Sanchez-Camacho & Bovolenta, 2009).  Esta via no

can6nica   implica   la   transducci6n   de   la   serial   mediante   la   activaci6n   de  vias   de

sefializaci6n  como  P13K/Akt  (Kanda  y  col.,  2003),  CAMP/PKA  (Sheng  y  col.,  2006),

ERK1/2/PKC-6 (Riobo y col.  2006b) en celulas endoteliales y RhoA/ROCK (Chinchilla y

col.,   2010;    Renault   y   col.,   2010,   Polizio   y   col.,   2011)   en   celulas   endoteliales   y

fibroblastos (Figura 2).
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Figura 2. Representaci6n esquematica de la via de sefializaci6n no can6nica de Shh. En la

sefializaci6n   no-can6nica   tambi6n   estan   involucrados   Ptchl   y   Smo,   pero   las   respuestas

generadas  dependen  de  los  factores  Gli,  sino  que  se  generan  a  nivel  de  membrana  y  son

independientes de transcripci6n.  Smo es un  receptor asociado a proteinas G,  especificamente

de  la  subfamilia  Gi  (GI]  en  el  ejemplo).  Smo  gatilla  las  respuestas  a  corto  plazo,  como  por

ejemplo,   incrementos  en   los  niveles  de  calcio  y  aquellas  relacionadas  con  cambios  en  el

citoesqueleto  de  actina.  Se  han  descrito  otros  co-receptores  para  Shh  que  pueden  mediar

efectos no can6nicos, como Hhip y Boo (Modificado de Sanchez-Camacho & Bovolenta, 2009).

Shh participa en guia axonal mediante la via no can6nica

Las primeras descripciones provienen de evidencias que demuestran que Shh esta

involucrado en  la guia aLxonal que ocurre durante  la formaci6n del quiasma 6ptico y en

la migraci6n de axones comisurales en la m6dula espinal (Charron y col., 2003).

Durante   la   formaci6n   del   nervio   6ptico,   los   axones   de   las   neuronas   retino-

ganglionares  (NPIG)  migran  a  trav6s  del  dienc6falo  para  llegar  al  t6ctum  6ptico.  En
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mamiferos,  Ia  mayoria  de  estas  fibras  contintla  ipsilateral  hasta  el  coliculo  superior,

pero  un  alto  porcentaje  se  decusa  y  llega  hasta  el  coliculo  contralateral.   Shh  se

expresa en este contexto celular.  Existen dos fuentes del morfegeno:  las mismas NRG

y el quiasma 6ptico, y ambas jugarian papeles distintos. EI Shh producido por las NRG,

induce la elongaci6n axonal y su direccionalidad. Por el contrario, el Shh presente en el

quiasma  induce  la  repulsi6n  de  los  axones  y  su  consecuente  cruce  por  el.  quiasma

(Trousse   y   col.,   2001;   Sanchez-Camacho   &   Bovolenta,   2009).   Este   efecto   dual

depende de la concentraci6n de Shh, que promueve o inhibe el crecimiento axonal.

EI  cruce  de  axones  de forma  ipsi  o contralateral  estaria  tambien  coordinado  por la

sefializaci6n  de  otra  familia  de  factores  de  guia  axonal.  Las  eprhinas  son  proteinas

transmembrana que se  expresan  durante el  desarrollo  del  sistema  nervioso  central  y

son  reconocidas  como  ligandos  del  receptor  de  ephrinas,  Eph.  Existen  complejos  de

ephrinas-Eph  del  tipo  A o  a,  Ios  primeros  estan  asociados .a  la  membrana  mediante

tallo GPI,  mientras que las del tipo a  poseen  un segmento transmembrana (Rodger y

col.,  2012).  En  el  quiasma  de  mamiferos,  se  expresa  ephrin-B  el  cual  interactda  con

EphBl  que es expresada por una fracci6n de los axones de las NRG,  esta interacci6n

induce la repulsion de estos axones  en  la  linea media del  quiasma  lo que tiene como

consecuencia  que  los  axones  no  crucen  y  sigan  el  tracto  ipsilateral  hacia  el  tectum

6ptico (Williams y col., 2003).

Los   efectos   quimiorepelentes   en   axones   de   NRG   han   sido   adjudicados   a   la

sefializaci6n  de  la  proteina  quinasa  Ca  (PKca)  y  la  quinasa  unida  a  integrina  ILK

(/.ntegr/.n-//.r]ked  A/.nase).   En  presencia  de  Shh,   aumentan  los  niveles  de  Ca2+  quien

activa a PKca e ILK en  los conos de crecimiento.  PKca fosforila ILK en treonina-173 y

-181.  La  inhibici6n  de  PKca  induce  el  colapso  del  cono  de  crecimiento  y  genera  una

respuesta repulsiva (Guo y col., 2012).



EI  efecto  quimioatractante  no  ha  sido  del  todo  aclarado,  pero  se  sabe  que  bajos

niveles de Shh resultan atractivos  para  NRG.  Neuronas en cultivo desafiadas a migrar

en  respuesta a Shh,  prefieren hacerlo sobre una superficie con  baj.as concentraciones

de Shh.  En  el  mismo  estudio,  se vio que altas  concentraciones  de  Shh  tenia  efectos

negativos sobre el crecimiento neuritico (Kolpak y col., 2005).

El  efecto  dual  de  Shh  tambien  .ocurre  en  la  guia  de  axones  comisurales  en  la

medula espinal,  los que migran desde dorsal a ventral en respuesta a la atracci6n que

ejerce  Netrina-1  (Kennedy  y  col.,1994).  Pero  en  mutantes  de  Netrina  1,  atln  ocurre

migraci6n  axonal,  Io  que  se  atribuy6  al  efecto  de  Shh  (Charron  y  col.,  2003).  Shh  no

induce el crecimiento del ax6n,  pero si su atracci6n hacia la linea media ventral,  donde

los axones cruzan hacia el lado contrario.  La ausencia de Shh o de Smo, impiden este

proceso y se observa que los axones se detienen en este punto (Charron y col., 2003).

Adicionalmente,  se ha descrito que Shh  participa en la guia de estos axones  una vez

que  han  cruzado la linea media,  esta vez a  lo largo del  eje longitudinal,  pero el efecto

sobre el cono axonal es repelente. |Se ha propuesto que este efecto diferencial se debe

al uso de co-receptores adicionales negativos como transductores de la serial, como lo

es Hhip.  Los niveles de Hhip aumentan al momento en que los axones doblan hacia el

eje  longitudinal,  pero  el  mecanismo  involucrado at]n  no  ha  sido  dilucidado  (Bourikas  y

col.,  2005).

Los  efectos  quimioatractantes  de  Shh  en  axones  comisurales  ocurren  mediante  la

activaci6n  de  la  famila  de  quinasas  Scr  (SFKs:  Src  y  Fyn)  en  forma  dependiente  de

Smo y  Boc en  el  cono  de crecimiento.  En  presencia  de  una  gradiente de Shh,  Src y

Fyn  son  fosforiladas y se distribuyen  simetricamente en  el  cono de crecimiento de  los

axones  comisurales.   Esta  respuesta  es  localjzada  y  polarizada,   lo  que  induce  un



cambio  de  direcci6n   del  ax6n  ya  que  las  quinasas  de  la  famjlia  SFK  modulan  el

citoesqueleto y la dinamica de filopodios (Yam y col., 2009).

Los  efectos  de  Shh  sobre  ]a  migraci6n  durante  el  desarrollo  del  sistema  nervioso

central tambi6n se observan en  neuronas dopaminergicas del cerebro medio de  rat6n

(mDN:  in/.dbrai.n c/apam/.r]eng/.a neurons);  Shh ejerce  un  efecto quimioatractante  t.r]  vt.fro

e /.n  v/.vo durante el  desarrollo (dias  embrionarios  E12.5  y  E15.5).  Las  mDN  expresan

Ptchl  y Smo,  pero no expresan los factores Gli 1,  2 y 3 lo que apoya una acci6n de la

via Shh no can6nica,  jndependendjente de la transcripci6n de nuevos genes,  respecto

del crecimiento axonal (Hammond y col., 2009).

En el sistema nervioso periferico, se ha descrito que Shh potencia la sefializaci6n de

RARP2  (ref/.no/.c ao/.d recap for p2)  durante el  desarrollo  neuritico en  los  ganglios de  la

raiz dorsal (So y col., 2006).

Asi,  los eventos mediados por Shh  pueden ser agrupados en dos grupos:  aquellos

mediados  por  la  via  can6nica,   y  aquellos  independientes  de  transcripci6n   g6nica,

asociados a la via no can6nica (Figuras 2).

Los  antecedentes  expuestos  hacen  suponer  que  los  efectos  inducidos  por  Shh

sobre la extension neuritica ocurren por activaci6n de la via no can6nica, Io que implica

que ocurran modificaciones en las extensiones celulares y en el ax6n,  respondiendo a

los estimulos y/o sefiales quimicas en tiempos cortos.

El citoesqueleto es la base del crecimiento neurl'tico y axonal

EI  citoesqueleto  de  actina  y  de  microtdbulos  subyace  a  la  dinamica  del  desarrollo

neuronal  y  del  crecimiento  axonal`  La  elongaci6n  de  neuritas  depende  de  cambios

dinamicos en el citoesqueleto de actina como la formacion de filopodios y lamelipodios.

El  desarrollo  de  un  ax6n  comienza  cuando  una  de  las  neuritas  menores  de  una

neurona inmadura comienza a elongarse a una tasa mayor que las otras: a medida que
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continua  este  crecimiento,  se  diferencia  morfol6gica  y  bioquimjcamente  de  las  otras

neuritas,  convirtiendose  en  un  ax6n  prospectivo.  Este  evento  se  corresponde  con  la

generaci6n de la "polaridad neuronal",  es decir,  es el paso de un estado de simetria no

polarizado (neuritas de  igual  longitud)  a un estado  polarizado en que  la asimetrfa esta

dada  por  la  generaci6n  de  esta  estructura  especializada  diferente  de  las  demas,  el

ax6n.  (Arimura & Kaibuchi 2007).

/n v/.vo, el ax6n debe lograr la conectMdad con otra neurona u 6rgano,  para lo cual

debe  orientarse  y  dirigirse  hacia  su  objetivo.  Asi,  el  ax6n  desarrolla  una  estructura

especializada  en  el  extremo  distal,  que  le  permite  responder a  [os  distintos  estimu[os

del medio y lograr la conectividad correcta,  estructura denominada cono de crecimiento

(revisado en Gonzalez-Billault y col., 2012).

EI  cono  de  crecimiento  constituye  el  frente  de  avance  del  ax6n,  ya  que  posee

receptores que reconocen las sefiales quimicas del ambiente para que el ax6n avance

o  sea  repelido,  las  sefiales  quimicas  son  traducidas  y  generan  modificaciones  en  el

citoesqueleto   del   cono.   Estas   respuestas   estan   mediadas   principalmente   por   el

citoesqueleto de actina, que es modulado por las proteinas de la familia Rho GTpasas,

pertenecientes a la superfamilia de proteinas Ras (Jaffe & Hall, 2005).

GTpasas monom6rjcas F}hoA, Ftacl y Cdc42 regu[an ]a elongaci6n axona[

Las   proteinas   Rho   son   GTpasas   monomericas   y   actdan   como   un   interruptor

molecular,  ya  que  ciclan  entre  un  estado  activo  (unido  a  GTP)  y  un  estado  inactivo

(unido  a  GDP)  (Figura  3).   La  transici6n  entre  ambos  estados  es  controlada  por  un

conjunto de proteinas accesoria§ que permiten el intercambio de GDP por GTP (GEFs:

guan/.r)e   nLic/eof/.de   exchar)ge   faofor),   otras   que   estimulan   la   activjdad   GTpasica

intrinseca de  las  Rho y  promueven  la  inactivaci6n  de  ellas  (GAPs:  Grpase act/:vat/.ng

prole/.r]s)   y   un   grupo   que   mantiene   el   estado   inactivado   ya   que   bloquearian   la



activadi6r\    esporifanea    (GDls..     guanine    nucleotide    dissociation    inhibitors|.    Se

encuentran  en  todos  los  eucariontes  y  en  mamiferos  se  encuentran  22  genes  que

codifican para estas proteinas, siendo las mss estudiadas RhoA, Racl  y Cdc42 (Govek

y col.,  2005).  Estas proteinas estan  involucrados en  una amplia variedad  de funciones

celulares  que  dependen  de  la  dinamica  del  citoesqueleto,  tales  como  la  polaridad

celular, trafico vesicular y el ciclo celular (Luo, 2000).

En  neuronas,  la  actividad  de  RhoA  se  correlaciona  con  la  retracci6n  del  cono  de

crecimiento,  su  activaci6n  (RhoA-GTP)  Ie  permite  interactuar con  proteinas  efectoras,

como  ROCK  (RhoA  quinasa)  que  a  su  vez  fosforila  a  otras  proteinas  que  influyen

directamente  en  el  estado  de  la  actina.   Uno  de  los  blancos  de  ROCK  es  MYPT1

(myosin  phosphatase  target  subunit  1),  suburildad  de PP1  (protein  phosphatase  1)

fosfatasa  de  la  miosina.  Cuando  MYPTl   es  fosforilada  por  ROCK,  esta  se  activa  y

desfosforila  a  su  vez  a  la  cadena  liviana  de  la  miosina  MLP  (myos/.n  //.ghf  cia/.n),

proteina  que en estado desfosforilado se inactiva e  induce  la retracci6n  del ax6n  y el

colapso del cono de crecimiento (lto y col., 2004;  Birukova y col., 2006).

La  activaci6n  de  Racl   y  Cdc42  induce  la  formaci6n  de  lamelipodios  y  filc)podios,

respectivamente,   ambas   constituyen   estructuras   ricas   en   filamentos   de   actina   y

permiten  la elongaci6n,  al  contrario de lo observado en las funciones de  RhoA.  LIMKl

es una proteina efectora de Racl  y fosforila a Cofilina (Yang y col.,1998),  6sta corta a

los filamentos de actina y genera sitios  de  polimerizaci6n  para que estos se elonguen

(Jaffe  &  Hall,  2005).  La fosforilacion  de cofilina  disminuye  el  fL/in-over de actina  por lo

cual  se  favoreve  la  formaci6n  de  lamelipodios  (revisado  en  Gonzalez-Billautl  y  col.,

2012).
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Tabla 4. GTpasas monomericas y su efecto sobre el citoesqueleto de actina

Miembr® de la                  Efecto s®bre el                       Efect® sabre ]a               Protejnas
famila Rho             citoesquelet® de actina          el®ngaci6n neun'tica          efect®ras

lth®A              Formaci6n de fibras de esrfes                  Retracci6n                        ROCK

Racl                Formaci6n de lamelipodios                        Elongaci6n                          PAKI

Cdc42              Formaci6n de filopodios                             Elongaci6n                  PAKl  y pAK3

Los efectos opuestos que tienen RhoA y Racl/Cdc42 tambi6n son explicados con la

inhibici6n  mutua  que ocurre entre ellas (revisado en  Gonzalez-Billault y col.,  2012).  La

participaci6n en conjunto de estas GTpasas y la dinamica de lamelipodios, filopodios y

fibras de estr6s,  causan la elongaci6n o retracci6n  neta.  En este contexto,  se propuso

un  modelo  matematico que  busca  explicar la  conversaci6n  entre  estas  3  protefnas y

sus  protel'nas  reguladoras  GEF.  Asumiendo  los  efectos  descritos  en  la  Tabla  4  se

determina que la actividad basal de estas proteinas esta en constante oscilaci6n y bajo

un  cierto umbral de actividad,  el efecto neto sobre el citoesqueleto es cero elongaci6n,

pero  sobre  ciertos  niveles  de  actividad,  ocurre  una  oscilaci6n  del  efecto  neto  que

conllevan a la formaci6n de extensions citoplasmaticas (Sakumura y col., 2005).
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Figura  3[  Ciclo  de  activaci6nfinactivaci6n  de  las  GTpasas  mohom6ricas.  Una  GTpasa

monomerica   esfa   activa    cuando   esfa    unida   a    GTP,    en    este   estado   puede   unirse

especificamente a protei'nas efectoras, las que no reconocen la forma unida GDP. En el caso de

RhoA y Racl , Ias proteinas efectoras actaan directamente sobre el citoesqueleto de actina. La

actividad  GTpasica  intri.nseca  de  estas  proteinas  es  baja,  por lo que  requieren  de  proteinas

auxiliares que potencien su actividad intrinseca (GAP). En el estado inactivo, Ias proteinas Rho

pueden  asociarse  a  membranas  mediante  un  extremo  lipidico  que  es  reconocido  por  las

proteinas  GDI,  interacci6n  que  las  mantiene  inactivas.  Finalmente,  para  que  la  protefna  Rho

pueda  activarse  nuevamente,  debe  intercambiar  el  grupo  GDP  por  GTP,  para  lo  cual  otra

proteina accesoria (GEF) participa y realiza este intercambio.

Shh y el citoesqueleto de actiha
Son escasos los antecedentes que indican que Shh acttla sobre el citoesqueleto de

actina.  En celulas endoteliales humanas,  Shh  induce la activaci6n de RhoA (Chinchilla

y  col.,   2010;   Renault  y  col.,   2010)  y  en  fibroblastos  embrionarios  de  rat6n   se   ha

propuesto que induce la activaci6n tanto de RhoA como de Racl  (Polizio y col., 2011 ).
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En este contexto, se ha descrito que durante la formacion de espinas dendriticas en

neuronas  hipocampales,  el  dominio  intracelular  de  Smo  interactaa  con  Tiam-1,   una

GEF de  Racl,  lo que impediria  la activaci6n de Racl.  El  modelo que  plantean  es que

en ausencia de Shh, Tiam-1  jnteractda con Smo y esto impediria la activaci6n de Racl ,

pero en  presencia de Shh,  Tiam-1  dejaria su  interacci6n  con  Smo y quedaria  libre  de

activar a  Racl  (Sasaki y col.,  2010).  Sin embargo,  no hay mayores antecedentes que

den cuenta de un posible efecto de Shh sobre el citoesqueleto.

Neuronas hipocampa]es, un modelo para estudiar e[ citoesque]eto y e[ desarrol]o
neurftico y axonal

El  cultivo  de  neuronas  hipocampales  constituye  un  modelo  /.n  v/.fro para  estudiar la

dinamica del citoesqueleto durante la elongaci6n neuritica y axonal.  (Banker & Cowan,

1977).  Es un modelo ampliamente caracterizado e imita /.n v/.fro el desarrollo que ocurre

/.n  vivo,  por lo  que permite estudiar el  proceso de maduraci6n  y polarizaci6n  neuronal.

La  diferenciacion  neuronal  en  este  modelo  ocurre  de  forma  estereotipada,  y  se  han

descrito cinco estadios en este proceso (Figura 4).  Cuando las celulas son sembradas

generan  lamelipodios  y  algunos filopodios de  pequefio  tamafio  (Estadio  1).  Luego,  se

generan extensiones citoplasmaticas pequefias que corresponden a neuritas menores,

de longitudes similares (Estadio 2),  una de estas neuritas menores crece mas que las

otras   y   se   convierte   en   un   ax6n   prospectivo   (Estadio   3).   Posteriormente   a   la

maduracion del ax6n, Ias neuritas menores se desarrollan como dendritas (Estadio 4) y

finalmente,  aparecen  en  las  dendritas  estructuras  especializadas  en  la  transmisi6n

sinaptica,  Ias espinas dendriticas (Estadio 5) (Arimura & Kaibuchi, 2007).

La  gran  conservaci6n  y  sincronizaci6n  de  las  c6lulas  en  el  cultivo  permite  evaluar

alteraciones que pueden ocurrir en respuesta a la in.tervenci6n del investigador usando
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diversos  estimulos,  lo  que  facilita  el  estudio  de  diversos  factores  de  crecimiento  o

inhibidores sobre el proceso de maduraci6n neuronal.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5

t* ±
CorLo

bendricaaIAx6n, E###co(a

|x-I
®

1-12 18-24 36Jae 72 72+
Tiempo de cultivo (horas) -

Figura 4.  Esquema  del  desarrollo  ;n  wfro de  netlrohas hip®campales  embri®narias de

rata. Se han descrito 5 etapas que en este proceso: cuando las c6Iulas son §embradas generan

lamelipodios  y  algunos  filopodios  de  pequeFio tamafio  (Etapal ,1-12  horas  post-siembra),  las

pequefias extensiones generan conos de crecimiento en los extremos y crecen coma neuritas

inmaduras  de tamafio similar (Etapa  2:  18-24  horas),  una  de  las  neuritas elonga  mss que  las

otras  y  genera  un  ax6n  prospectivo  (Etapa  3:  3648  horas),  se  define  el  ax6n  y las  neuritas

menores  se  desarrollan  como  dendritas  (Etapa  4:  72  horas),  finalmente,  se  generan  espinas

dendri'ticas  y  se  alcanza  la  madurez  neuronal  (Etapa  5:  mss  de  72  horas)  (Modificado  de

Arimura, N. & Kaibushi,  K„ 2007).

Shh en el hip®campo
Las  bases  de datos  publicas,  como AIlen  Brain Atlas  (www.brain-map.org),  indican

que   tanto   durante   el   desarrollo   embrionario   como   en   estadl'os   post-natales   los

componentes de  esta vi'a de sefializaci6n  se expresan  en  el  hipocampo de  raton.  En

rata  tambien  se  describen  los  componentes  de  la  vi'a  en  el  adulto  ITraiffort  y  col.,

1998).   Sin   embargo,   las   publicaciones  se   relacionan   principalmente  con   animales

16



adultos  y  analizan  el  efecto  can6nico  que tiene  Shh  sobre  la  proliferaci6n  de  celulas

madre en el giro dentado (Sims y col., 2009;  Breuning y col., 2008).

Se   ha  estudiado   la   distribuci6n   de   los   receptores   Ptohl   y   Smo   en   neuronas

hipocampales   embrionarias   y   se   describe   que   estos   receptores   se   distribuyen

principalmente  en   las   neuritas   y  en   el   cono  de  crecimiento,   especificamente,   en

neuronas en estadio 2-3, de acuerdo a lo mostrado en la Figura 4. Ptchl  se expresa en

las regiones distales de neuritas y Smo en el tallo de estas extensiones.  En neuronas

maduras,  esta  distribuci6n  cambia  ya  que  los  co-receptores  se  encuentran  en  las

neuritas maduras y espinas dendriticas (Petralia y col., 2011).

En   un  estudio  sobre  el  efecto  de  la  via  de  Shh  en  la  funci6n  sinaptica  en  el

hipocampo   se   observ6   que   la   estimulaci6n   de   la   via   favorece   la   formaci6n   de

terminales   presinapticas   y   potencia   la   excitabilidad   neuronal   y   la   liberaci6n   de

neurotransmisores (Mitchell, 2012).

Con los antecedentes planteados y considerando que los componentes de la via de

Shh se expresan  en el  hipocampo,  nos  preguntamos si la via de sefializaci6n de Shh

puede  modular de manera  no can6nica  el  crecimiento  neuritico y axonal  en  neuronas

hipocampales a traves de la modulaci6n de la actividad de las GTpasas monomericas

de la familia Rho,  RhoA y Racl .

Para  responder  a  esta  pregunta  se  estudiara  el  efecto  de  la  inhibici6n  (Cyc)  o

activaci6n  (Pur)  de la via  Shh §obre el  proceso de neuritogenesis y el establecimiento

de la  polaridad,  con  un  principal  intefes en  las alteraciones que se generen a nivel de

citoesqueleto   de   actina.   Para   ello   se   evaluafa   el   fenotipo   neuronal   bajo   estos

tratamientos  por  microscopia  con focal  y Use  analizafa  el  efecto  sobre  el  citoesqueleto

del  actina,  analizando  la  actividad  de RhoA y  Racl  asi como   de  proteinas efectoras
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que  reportan  la  actividad  de  las  GTpasas  monomericas  ya  mencionadas,  como  son

LIMKl  y  Cofilina.
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Hip6tesis

Shh modula la extensi6n neuritica en neuronas hipocampales embrionarias /.n w.fro a

trav6s  de  su  efecto  sobre  el  citoesqueleto  de  actina,  al  modular  la  actividad  de  la

GTpasa monomerica RhoA y de las proteinas efectoras de Racl ,  LIMKl  y Cofilina.

Objetivo general:

Evaluar   el   papel   de   la   via   de   sefializaci6n    de   Shh   sobre   el    proceso   de

neuritogenesis en neuronas hipocampales embrionarias de rata /.r] v/.fro.

Objetivos especl'ficos :

1.    Evaluar el  efecto  de  la  perdida  y  ganancia  de  funci6n  de  la  via  Shh  sobre  el

proceso de neuritogenesis de neuronas hipocampales embrionarias /.n vt.fro.

2.    Evaluar  el  efecto  de  la  p6rdida  y  ganancia  de  funci6n  de  la  Shh  sobre  la

actividad  de  RhoA  y  sobre  las  proteinas  efectoras  Racl,  LIMKl  y  Cofilina  en

neuronas hipocampales embrionarias /.n v/.fro.
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Materiales y M6todos=

Materiales.

•     Los reactivos de cultivo:  medio Neurobasal,  N2,  827, glutamina,  piruvato,  medio

L15, antibi6tico penicilina/estreptomicina, son de lnvitrogen (Estados Unidos).

•     Desoxinucle6tidos,     P-mercaptoetanol,     mezcla     fenol:     cloroformo:     alcohol

isoamilico son de lnvitrogen (Estados Unidos).

•     Medio de montaje Fluorsave y pur son de calbiochem (Alemania).

•     Cyc es de Infinity pharmaceuticals lnc. (Estados unidos).

•     Shh recombinante es de R&D (Estados unidos).

•     Suero de caballo (HS) es de Hyclone (Estados unidos).

•     Los solventes de grado tecnico  (etanol y metanol)  son  de TCL  (Chile)  y  los  de

grado   molecular  (etanol   absoluto,   cloroformo,   metanol,   alcohol. isopropilico,

acido, ac6tico) y Rojo ponceau son de Merck (Alemania).

•     Las sales Na2HP04,  KH2P04, Kcl, SDS,  EDTA,  PFA, acrilamida/bisacrilamida,

los  solventes  Hcl,  NaoH,  TEMED,  los  detergentes Triton X-100  y Tween-20  y

BSA (albtlmina de suero bovino) son de Winkler Ltda.  (Chile).

•     El material de cultivo es de coming (Estados unidos).

•     El reactivo luminol (Pierce ECL) es de Thermos (Estados unidos).

•     RNAsolv es de omega Bio-tek (Estados unidos).

•     Agarosa es de LONZA (Estados unidos).

•     El.DMSO,  PLL, sacarosa,  Coomasie BIue G son de Sigma-Aldrich lnc.  (Estados

Unidos).

•     El kit G-ELISA es de cytoskeleton (Estados unidos).
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•     La DNA polimerasa GOTaq es que Promega (Estados Unidos) y la transcriptasa

reversa RevertAid es de Fermentas (Estados Unidos).

•     EI  anticuerpo  monoclonal  5El   proviene  del  Hybridoma  Bank  (Iowa,   Estados

Unidos).

•     Los anticuerpos utilizados se detallan en la Tabla 1.

Soluciones y buffers.

Buffer  de  carga  6x:  tris-HCL  0,2  5M  (pH=  6,8),  SDS  8%,  glicerol  40%,  Bromofenol

0,2%, P-mercaptoetanol 20%.

Buffer de corrida: tris-HCL 0,025, M (pH= 8,3), glicina 0,192 M,  SDS 0,1 %.

Buffer  de  lisis  de  protel'nas:  HEPES  200  uM,  Nacl  150  uM,   NaF  100  LIM,  acido

okadaico  1  LIM,  EDTA 5  uM,  Triton-X1001%,  mas c6ctel  de  inhibidores  de proteasas

(PMSF  10 mg/ml, Aprotinina 10 mg/ml,  Pepstatina  1  mg/ml,  Leupeptina 10 mg/ml).

Buffer  de  transferencia:  tris-HCL  0,025  M  (pH=  8,3),  glicina  0,192  M,  SDS  0,1%,

metanol 20%.

L15: medio Leibovitz

Medio  de  mantenci6n  neuronal:  medio  Neurobasal  suplementado  con  N2  (100X),

827   (50X),   glutamina   (100X),    piruvato   (100X),   antibi6tico   penicilina/estreptomicina

(100X).

Ivledio  de siembra  neuronal:  medio  Neurobasal  suplementado  con  suero  de caballo

(HS)   (10%),   glutamina   (100X),   piruvato   (100X),   antibi6tico   penicilina/estreptomicina

(100X).

PBS IX: NacI  1,37 mM,  Kcl 2,7 mM.  Na2HP044,3 mM.  KH2P041,47 mM (pH= 7.4)

PBS-TX100 0,01°/a: TX100 al 0,01% en PBS  IX.
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PBS-BSA 5%= BSA al 5% en PBS IX.

PBS-BSA 1°/o= BSA al 1 % en PBS IX.

Roj® ponceau 0,1%: acido acetico 5%, rojo ponceau 0,1 %, agua destilada.

TES 10X: Nacl  1,4 M,  Kcl 26 mM, tris 246 mM.

TBST-O,1 a/®= tween-10 al 0,1 a/a en TBS 1 X.

Soluci6n Bradf®rd= Coomasie blue G 0,5 mg/mL, metanol 25%,  H3P04.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en WB e inmunofluorescencia.

Brdu                              Rat6n
C aspasa-3                       Con ej o

Cofili na                               Rat6n
P-cofi I i n a                            Rat6n

LIMKI                                Cabra
P-LIM KI                             Conejo

PI I I-tubuli na                           Rat6n
Tubulina tirosinada                  Rat6n
Tubulina acetilada                   Rat6n

NeuN                               Rat6n

Alexa 488                          Rat6n
Alexa 547                          Raton

DyLigth 488
Conjugado a peroxidasa
Conjugado a peroxidasa
Conjugado a peroxidasa

Faloidina
TO-PR03

Rat6n
Rat6n

Conejo
Cabra

Dako M0744
Cell Signalling 96615

Sigma Aldrich  lnc.  C8736
Regalo de J. Bamburg, USA

Santa Cruz sc-8387
Cell Signaling 3841

Promega G7121
Sigma Aldrich lnc T9028
Sigma Aldrich  lnc T6793

Chemicon MA8377

Promega
Promega

Jackson lnmunoResearch
Jackson lnmunoResearch
Jackson lnmunoResearch
Jackson lnmunoResearch

Molecular Probes
lnvitrogen

22



Tabla 2. Listado de partidores usados en este trabajo.

G/i.t        G CTG CCTATAG CCAGT
GTC

Ptchl      CAAICGGCCTAICGAIGAIC
ACCT

Shh        TCTGT GATGAACCAGT
GGCC

Smo        GTG G CTT CTAGT G CT G
ACGCC

#prf       CCTGCTGGATTACATTA
AAGCACTG

GAAGCAGGTGCAAAGCC       55                 488
AG

GACCCTGCAAGCATCAG       55                 495
TCA

GCCACGGAGTTCTCTGC       55                  242
TTT

TGCCGTACAACTCCAGTG      55                  596
ACG

GTCAAGGGCATATCCAAC      55                     370
AAICAA/C

Tabla 3. Agonistas y antagonistas utilizados.

Ciclopamina
Purformamina

Shh-N
5E1

10mM
10mM

1 00 lJg/ml

31  mg/ml
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IV16todos

Cultivo de neuronas hipocampa]es de rata

Para  obtener  neuronas  hipocampales  embrionarias  se  usaron  embriones  de  rata

(Sprague  Dawley)  al  dra  18.5  de  desarrollo  embrionario.   Se  realiza  el  protocolo  de

disecci6n  descrito  por  Dotti  (Dotti  y  col.,1998  con  modificaciones;  Kaech  &  Banker,

2006):  la madre es anestesiada con eter por 5 minutos,  luego de lo cual es sacrificada

mediante dislocaci6n  cervical.  Luego,  se limpia la superficie abdominal  con abundante

etanol  al  70%  y  se  disecciona  la  piel  y  mt]sculos  subyacentes,  lo  que  expone  a  los

embriones, 6stos se extraen y se mantjenen en PBS  IX est6ril.  Luego, en campana de

flujo  laminar,  los  embriones  son  decapitados  y  se  extraen  los  cerebros,  los  que  se

mantienen   en   medio   L15.   Bajo   la   lupa,   se   expone   la   superficie   interna   de   los

hemisferios cerebrales y se extraen los hipocampos, que son mantenidos en L15 hasta

su   procesamiento.   Luego  de  reunir  los  hipocampos  de  todos   los  embriones,   son

digeridos en tripsina 0.05%  por 20 minutos a 37°C (agitando suavemente cada 5 min),

transcurrido este tiempo, la tripsina es inactivada usando medio de siembra y luego son

disgregados  con  pipeta  pasteur.  Posteriormente,  las celulas  vivas  son  contadas  y  se

evalt]a  viabilidad   por  el   metodo  de  exclusion  de  Azul  de  Tripan.   Las  c6lulas  son

sembradas en medio de siembra  en placas previamente tratadas con PLL.  Luego de 1

hora,  se reemplaza el medio de siembra por medio de mantenci6n y se considera este

punto como tiempo= 0.

Para inmunofluorescencia,  Ias. c6Iulas son sembradas sobre cubreobjetos de 12 mm

en  placas  de 24  pocillos  (a  una  densidad  de 20.000  celulas/pocillo)  y  para  extracci6n

de    proteinas,    Ias    c6lulas    son    sembradas    en    placas    de    6    pocillos    (900.000

celulas/pocillo).
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Los cultivos se mantienen por 18, 24, 48 y 72 horas en cultivo en incubadora a 37°C

con inyecci6n de 5°/o de C02.

•..`       .,`          nggiv```-

Figura 5.  Esquema  experimental  del  cultivo  hipocampal.  A.  Los  cultivos  hipocampales  se

obtienen desde ratas en el dia  18.5 de desarrollo embrionario.  8.  Plepresentaci6n esquematica

de   la   localizaci6n   del   hipocampo   (en   azul)   en   una  vision   dorsal   del   cerebro,   C.   Imagen

representativa de un cultivo de neuronas hipocampales (Modificado de Kaech & Banker,  2006).

Cultivo de progenitores cerebelares (GNP)

El    cultivo   se    realiz6    segtln    lo   descrito   en   Wechsler-Peya   &    Scott    (1999).

Brevemente, se utilizaron animales reci6n nacidos,  (entre 3-6 dias post-nacimiento) de

la cepa Balb/c.  Mediante disecci6n,  se extraen  los cerebelos y se digieren en  papaina

(10  U/ml) y DNasa (250  U/ml)  por 30 minutos a 37°C.  Luego el tejido es disgregado y

es sembrado sobre placas pretratadas con PLL (100 pg/ml).

Tratamiento de placas con PLL

Para placas de 6 pocillos, se agrega 1  mL de PLL (i  mg/ml) y se distribuye por toda

la  superficie  y  para  placas  de  24  pocillos,  se  debe  poner  un  cubreobjeto  de  12  mm

est6ril en cada pocillo y se agregan  100 pL de PLL sobre cada uno de ellos,  cuidando

que quede cubierta toda la superficie.  Para ambos casos,  las placas se mantienen en

incubadora a 37°C toda la noche.  Luego de este tiempo, la PLL es retirada y las placas
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son  lavadas  con  agua  est6ril,   se  realizan  5  Iavados  de  20   min  cada  uno  a  T.A.

Posteriormente,  Ias  placas  regresan  a  la  incubadora  por 30  min  para secar cualquier

remanente de agua.

Tratamientos farmacol6gicos

Se  utilizaron  2  estrategias  para  los  tratamientos  farmacol6gicos:  tiempos  cortos  y

tiempos  largos.  Para  lo primero,  las c6lulas fueron tratadas con  Pur por  15  minutos al

final  del  cultivo.  Para  tratamientos  largos,  Cyc,  Pur,  Shh  y  5El  fueron  usados  desde

tiempo=  0  hasta  los  tiempos  indicados  (18,  24,  36,  48  y  72  horas).  Luego  de  los

tiempos descritos,  las celulas fueron fijadas para realizar inmunofluorescencia o fueron

lisadas  con  buffer de  lisis  para  obtener  extractos  de  proteinas  o  con  RNASolv  para

obtener RNA.

Experimento de inhibici6n mediante el usa del anticuerpo 5EI

En  tiempo=  0,  se  agrega  5E1   (5  mg/ml)  en  medio  de  mantenci6n  usando  como

control  el  anticuerpo  denaturado  (expuesto  a  95°C  por  10  min)  y  Cyc.  Luego  de  36

horas,  Ias  celulas  son  fijadas  para  realizar  inm,unofluorescencia  contra  P3-tubulina  y

tinci6n nuclear con TO-PR03 para posteriormente cuantificar la LNP.

Tratamientos de incorporaci6n de Brdu e inmunof[uorescencia anti- Brdu

En  neuronas  hipocampales se  realiz6  un  pulso de Bdru  en  las  altimas 6  horas de

cultivo  en  presencia o  ausencia  de tratamientos farmacol6gicos.  En  GNP  el  pulso fue

de 3 horas. .En ambos casos se us6 Bdru  10 L]g/ml.  Luego del pulso,  las celulas fueron

lavadas   con   PBS   IX   y   fijadas   en   PFA   4%   para   continuar   con   el   proceso   de

inmunofluorescencia  anti-Bdru.   Se  permeabiljzaron  en   PBS-Trit6n  X-100  al  0.1%

(PBT)  durante  5  minutos  y  se trataron  con  HCL  2N  durante  30  minutos  a  37°C  para

permitir  la  penetraci6n  del  anticuerpo  a  las  zonas  en  que  se  integr6  el  Bdru.  Este
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tratamiento  se  inactiva  con  tratamiento  con  Borax  0.1M  pH  8.5  durante  10  minutos.

Luego de este paso, se sigue el protocolo para inmunofluorescencia descrito en breve.

Extracci6n de RNA

Se   extrae   RNA  desde   cerebelo   e   hipocampo   de   rat6n   en   E16.5   (periodo   de

desarrollo  equivalente  al   periodo  E18.5  de  rata),   se  usa  tejido  de  rat6n   pues   los

partidores  con  los  que  se  cuenta  son  especificos  para  este  y  no  para  rata.  Se  usa

cerebelo   como   control   positivo  ya  que   la  via  de  Shh   esta   activa   en   esta   regi6n

(Wechsler-Reya & Scott 1999).

El  tejido   obtenido   se   procesa   con   RNASolv  y  se  disgrega   con   una   pipeta   de

tuberculina hasta que se obtiene una soluci6n homogenea.  Luego se sigue el protocolo

estandar para la extracci6n de RNA por RNASolv.

Luego de la obtenci6n del RNA, 6ste se cuantifica en espectrofot6metro y se realiza

transcripci6n  reversa  (RT)  a  partir  de  1   ug  para  la  obtenci6n  de  DNAc  usando  la

enzima  RevertAid.  Para  asegurarnos  que  las  muestras  no  estaban  contaminadas  con

DNA gen6mico, se realiz6 como control Ia reacci6n sin  la enzima transcriptasa reversa

(RT-).

PCR

Se  usa  DNAc  obtenido  de  cerebelo  e  hipocampo  para  evaluar la  expresi6n  de  los

componentes  de  la  via  Shh.   En  la  Tabla  2  se  detallan  los  partidores,  la  Tin  y  los

tamafios de los amplicones utilizados. Todo se realiz6 amplificando hasta 30 ciclos.

Extracci6n de proteinas

Transcurridos  36  6  72  horas  de  tratamiento,   las  placas  son   sacadas  desde  el

incubador,  se elimina el  medio de cultivo y se les agrega  PBS  IX mo,  inmediatamente

las placas son puestas sobre hielo y se realiza la extracci6n de forma rapida y siempre
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en frio.  Previo a este paso, se ha preparado el buffer de lisis y tambi6n se mantiene en

hielo.

Se elimina el PBS  IX de las placas feniendo cuidado de no dejar remanentes,  y se

agregan 60 LIL de buffer de lisis a placa de 6 pocillos o 300 LIL a una placa de  100 mm.

Se incuba por 10 min en hielo y luego se reane todo e.I lisado usando un raspador y se

recupera en  un tubo  de  1,5  mL.  EI  Iisado  es  centrifugado  a  14.000  rpm  por  15  min  a

4°C,  Iuego  se  recupera  el  sobrenadante  y  se  elimina  el  pellet.  EI  sobrenadante  es

alicuotado y es almacenado a -80°C.  Una de estas alfouotas se utiliza para cuantificar

proteinas.

Para  ensayos  G-ELISA,   las  proteinas  se  usan  inmediatamente  despues  de  su

extracci6n o son congeladas en nitr6geno liquido antes de su almacenamiento a -80°C.

Cuantificaci6n de protei'na§

Los  extractos de  proteinas se cuantifican  utilizando el  metodo de  Bradford,  usando

BSA como proteina estandar para la curva de calibraci6n.  Se mide una absorbancia a

595 nm en un lector de placas (SunriseTM, Tecam).

Luego de cuantificarse,  se calculan 50 ug de proteinas para cargar por cada pocillo

en SDS-PAGE, este volumen se mezcla con buffer de carga 6X y se incuba por 10 min

a 95OC.

SDS-PAGE

Las proteinas son analizadas mediante SDS-PAGE; para proteinas de tamafio entre

10 y 50 kDa, se usa un gel separador a una concentraci6n de 15% y para proteinas de

mayor tamafio,  se  usan  un  gel  separador  al  12%.  Posteriormente, .Ias  proteinas  son

.transferidas  a  membranas  de  PVDF  con  tamafio  de .poro  de.  0,2  6  0,4  urn,  segt]n  el

tamafio de proteina a analizar (para proteinas menores a 50 kDa y mayores de 50 kDa,

respectivamente),   la   transferencia   se   realiza   por   1,5   horas   a   4°C   a   250   rnA.
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Transcurrido  este  periodo,  se  confirma  la  transferencia  de  las  protefnas  usando  una

soluci6n de Rojo ponceau al 0,1 %.

Western blot
Las membranas son bloqueadas en leche libre de grasas al 5% en TBST-0,1°/o por 1

hora a T.A.  Luego se incuba cada anticuerpo a la concentraci6n indjcada en la Tabla 1,

en leche 50/o, toda la noche a 4°C, en agitaci6n constante. Transcurrido este tiempo,  Ias

membranas  de  lavan  con  TBST-0,1%  3  veces  por  10  min  a  T.A.,  a  continuaci6n  se

incuban  con  el  anticuerpo secundario asociado a  peroxidasa (indicados en  la Tabla  1)

en leche, por 1  hora a T.A.

Para revelar se usa la soluci6n luminol, sustrato para la enzima peroxidasa que esta

coplada  al  anticuerpo  secundario.  Se  incuba  la  membrana  por  5  min  y  se  revela,

exponiendo peliculas sensibles a la luz, sobre las membranas.

Ensayo de determinacj6n de actividad de F}hoGTpasas (G-ELISA)

Las proteinas son extraidas de la misma forma descrita previamente,  solo difiere el

m6todo   de   congelamiento.    En   este   caso,   al   obtener   los   extractos,   estos   son

congelados rapidamente en nitr6geno liquido y luego son almacenados a -80°C.

Antes de comenzar a usar este kit,  los componentes deben  mantenerse a T.A.  por

30  min,  pero  los  extractos de proteinas  s6lo se descongelan al  momento  de  usarlos.

Los pocillos de la placa de ELISA son tratados con  el anticuerpo correspondiente (anti

RhoA-GTP),  Iuego  de  lavar el  exceso,  se aplican  los extractos  de  proteinas  con  una

concentraci6n aproximada de 70 ug/pocillo y se incuban en agitaci6n constante por 45

min a 4°C. Posteriormente, se realizan 3 lavados con la soluci6n de lavado  Wash buffer

del  kit.  A continuaci6n  se incuba el  anticuerpo 2°  correspondiente y se  revela  la serial

con el  reactivo sustrato d.e la enzima peroxidasa.  La intensidad de la serial se mide en

un lector de fluorescencia (Sinergy 2TM,  Biotek) a 440 nm utilizando el programa Gen5.
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Fijaci6n de cultivos neuronales

Luego  de transcurridos  los  tiempos  indicados,  Ias  celulas  previamente sembradas

en cubreobjetos se extraen desde la incubadora y se elimina el  medio de cultivo  para

ser lavadas con  PBS  IX tibio,  este lavado se realiza a 37°C por 5 min.  Luego,  se quita

el PBS IX y se reemplaza con una mezcla de PFA y sacarosa, ambos al 4%, utilizando

un vol`umen suficiente para cubrir toda la superficie de la placa.  La fijaci6n se mantiene

por 30 min  a 37°C.  Transcurrido el tiempo indicado,  se elimina  la soluci6n  de fijaci6n  y

se  hacen  3  Iavados  de  5  min  con  PBS  IX.  Desde  este  momento,  los  cubreobjetos

pueden ser utilizados para realizar la inmunofluorescencia.

Inmunofluorescencia

Todos  los  pasos  relatados  a  continuaci6n  se  realizan  a  T.A  a  no  ser  que  sea

especificado.  Luego que las celulas fijadas sobre los cubreobjetos son permeabilizadas

con  PBS-TX100  0,01%  por 5  min,  se  realizan  3  lavados  con  PBS  IX.  Para bloquear,

las  celulas  se  incuban  1   hora  en  PBS-BSA  5%,  a  continuaci6n,  se  incuban  con  el

anticuerpo 1 a (detallados en Tabla 1 ) en PBS-BSA 1 0/o toda la noche a 4°C.  Luego de 3

Iavados de 5 min con PBS  lx, se incuban con el anticuerpo 2° (Tabla 1 ), con TO-PR03

(para  marcar  los  nl]cleos  celulares)  y faloidina  (para  marcar filamentos  de  actina)  en

PBS-BSA 1%,  por 1  hora a T.A y en oscuridad.  Posteriormente,  se realizan  3  lavados

de 5 min con PBS  lx, y 1  lavado con agua destilada.

Para montar los cubreobjetos,  se usan 10 LIL del medio de montaje I/uorsave, 6ste

se aplica sobre un portaobjetos y sobre esta gota se deposita el cubreobjeto invertido.

Este montaje se deja secar toda la noche a T.A y en oscuridad,  Iuego se mantienen a

4°C hasta ser vistas en microscopio con focal.
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Inmunofluorescencia por microscopfa confocal (IMC)

La    lMC    de    los    cultivos    previamente   tratados,    son    analizadas    utilizando    el

microscopio confocal Zeiss LSM 510 y son analizadas usando el programa LSM  Image

Brower.  Se  siembran  3  cubreobjetos  por  condici6n  y  se  sacan  10-12  fotos  de  cada

cubreobjetos  en  aumento  40X,  Io  que  completa  entre  30-36  fotos  por condici6n.  En

promedio,  por foto  se cap'turan 5  celulas,  Io que hace  un  total  de  150-180  c6lulas  por

condici6n.

Analisis de fotos

En analisis de longitud axonal y de area de conos de crecimiento fue realizado con

el programa LSM Image Brower.

Para  analizar  la  longitud  de  cada  neurita  se  usa  una  aplicaci6n   del   programa

lmageJ,  Neurite Tracer (NT),  esta aplicaci6n ha sido desarrollada con el fin de medjr la

longitud de neuritas a partir de un conjunto de celulas en muchas fotos, .ya que hacerlo

manualmente consume mucho tiempo (Pool y col., 2008).

Para que NT analice un set de fotografl'as, estas deben ser separadas manualmente

en  canales  independientes,  por  ejemplo,  para  una  foto  "Control  1"  tiene  2  canales

distintos:  "Control  1_verde",  canal  verde,  que  muestra  la  marca  de  PIll-tubulina  que

corresponde  a  las  neuritas  y  "Control  1_azul",  canal  azul,  que  muestra  los  ndcleos

celulares.  El  programa  toma  la foto "Control  1_verde"  y transforma  la  silueta  de  cada

neurita  en   un  esqueleto  (Figura  6);   en   paralelo,   le  resta  la  silueta  de  los  ndcleos

"restando" la toto "Control  1_azul" a la toto "Control 1_verde".  Luego mide la longitud de
\

todas las neuritas de una foto y otorga el ntlmero total de ndcleos, con esta informaci6n

se   puede   obtener   un   promedio   de   longitud   neuritica   promedio   (LNP)   por   cada

fotografia.
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Figura 6.  Analisis de LNP  usando NeuriteTracer.  A.  La toto se obtiene en  dos canales,  un

canal  que  muestre  las  neuritas  (verde)  y un  canal  que  muestre  los  ntlcleos  neuronales  (azul).

Luego  que  los  canales  son  separados  manualmente,  el  programa  los  toma  y  convierte  en

escala de  grises  (8  y C,  neuritas  y ntlcleos,  respectivamente).  Luego  el  programa  invierte  las

fotos de las neuritas (D) y de los somas (E). Posteriormente, el programa "resta" Ios nticleos a la

toto 8 y genera una fotografia final que s6lo contiene el esqueleto de todas las neuritas (F), esto

lo  cuantifica  y  entrega  como  informaci6n  la  longitud  de  todas  las  neuritas  de  una  fotografia,

junto con  el  ntlmero  de  ndcleos  (G).  Con  esta  informaci6n  se  puede  obtener  un  promedio  de

longitud neuritica por cada fotografia (Barra= 5dym).

Analisis estadistico

Los  experimentos  se   realizaron   utilizando  como   minimo   un   n=  3  de   muestras

distintas correspondientes a cultivos independientes.  Se  utiliz6 test de Student,  Anova
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de  una  via  o  Anova  de  2  vias  segdn  se  indica.  Empleando  un  95%  de  confianza,

P<0,05 se considera estadisticamente significativo.
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Resu[tados

Establecimiento de cultivos hipocampales.

Para  determinar  la  funci6n  de  la  via  de  Shh  sobre  la  neuritogenesis  en  neuronas

hipocampales embrionarias,  se generaron  cultivos  provenientes  de embriones de  rata

en  E18.5.  Los  cultivos se  mantuvieron  hasta  las 72  horas y se  observaron  las  etapas

de  desarrollo  2,  3  y  4.  Para  evaluar  la  morfologia,  utilizamos  un  anticuerpo  anti  P3-

tubulina,  isoforma  de tubulina  especifica de  neuronas y faloidina  para visualizar actina

polimerizada,   en  tanto  TO-PR03   se  us6   para   marcar  el   ndcleo   celular.   Como  el

componente   del   citoesqueleto   que   decora   los   conos   de   crecimiento   axonal   y  de

neuritas menores es la actina,  la faloidina nos permitira identificar el contorno ce]u[ar.

Una  vez  que  las  celulas  son  sembradas,  la  dinamica  del  citoesqueleto  lleva  a  la

generaci6n  de  extensiones  citoplasmatica  ricas  en  filopodios  y  [amelipodios  (Etapa  1,

no mostrado) que finalmente generaran neuritas, todas de similar longitud o simetricas

(Etapa 2,  Figura 7.A).  Luego de 48 horas de cultivo,  podemos observar que una de las

neuritas  comienza  a  crecer  a  una  tasa  neta  mayor  que  el  resto  de  las  neuritas,

rompiendo   la   sime{ria   y   generando   un   ax6n   prospectivo   (etapa   2,   Figura   7.8).

Finalmente,  a  las  72  horas  de  cultivo,  Ias  neuronas  se  han  polarizado,  ya  que  se  ha

determinado un ax6n el cual se diferencia del compartimento somato-dendritico  (Etapa

2,  Figura  7.C).  Los  cambios  morfol6gicos  antes  descritos  fueron  acompafiados  de  la

cuantificaci6n  de  la  longitud   neuritica  total   por  campo  de  observaci6n   mediante  la

herramienta   NT,   lo   que   nos   indica   un   crecimiento   constante   de   las   extensiones

neuriticas durante el periodo observado (etapa 2,  Figura 7.D).
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Figura 7.  Obtenci6n de cultivos de neuronas hipocampales embrionarias.  A Entre  las  18-

24  horas de cultivo,  las neuronas extienden  neuritas de similar longitud.  8.  Una de  las neuritas

comienza a alargarse respecto de las vecinas y aparece un ax6n prospectivo. C. A Ias 72 horas,

se define  un  ax6n,  con  una longitud  mayor a  100 pin.  D.  Cuantificaci6n  de  la longitud  neuritica

promedio por campo observado de 3 cultivos independientes.  Barra de tamaFio= 20 Hm.

Expresi6n  de  los  componentes  de  la  via  de  sefializaci6n  Shh  en  neuronas
hipocampales embrionarias in vitro.

Antes   de   evaluar   las   funciones   descritas   de   la   via   de   Shh   en    neuronas

hipocampales,    primero    determinamos    que    esta    poblaci6n    celular   expresa    los

componentes.  Segtln  datos  compilados  en  bases  de  datos  (AIlen  Brain  Atlas),  tanto
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Ptchl  como Shh se expresan en el hipocampo en rat6n, Io que nos permite especular

que los componentes de la vi'a Shh si se expresan en rata. La estrategia fue detectar la

expresi6n de Ptchl, Smo,  Shh y Glil  mediante  RT-PCR. Sin  embargo,  los partidores

con los que contamos fueron disefiados con especifidad  para amplificar los genes de

rat6n  y  no  los  de  rata.   Por  lo  cual  decidimos  establecer  un  cultivo  de  neuronas

hipocampales de rat6n en  E16.5,  un estadfo equivalente a E18.5 en rata y extrajimos

RNA para sintetizar DNAc.

Se evalu6 Ia expresi6n de los genes Sf}h, Pfch7,  Smo y G//.7 por RT-PCR en rat6n

usando como control interno la amplificaci6n del gen Hprf (Figura 8). Usamos CDNA de

cerebelo de ratones reci6n nacidos como control positivo. Las neuronas hipocampales

expresan  el  mRNA de  Shh  y los  receptores,  por lo que  los  resultados sugieren  que

podrl'an  responder a  la via  de  modo  que  lo  siguiente fue  evaluar los  efectos  que  la

modulaci6n farmacol6gica de Shh puede ejercer sobre la morfologl'a neuronal.

ob#¢xpa8

`dr,

``t'` '§

Figura 8. Neurohas hipocampales embrioharias expresan los componehtes de ]a via Shli.

Se  analiz6  el  DNAc  de  rat6n  mediante  RT-PCR  en  estadi.o  embrionario  E16.5  equivalente  a

E18.5 de rata y se determin6 que expresan SM,  ambos receptores Pfch7 y Smo y el efector

principal  G/i.7.

36



Manipulaci6n  farmacol6gica  de  la  vl'a  y  sus  consecuencias  en  la  elongaci6n
neurftica.

Para  analizar  el  efecto  de  la  modulaci6n  de  la  via  sobre  la  neurjtog6nesis,   Ias

celulas  fueron  tratadas  con  Cyc  (10  LIM)  o  Shh  (3,3  ug/ml)  por 72  horas,  para  luego

evaluar los  efectos  sobre  su  morfologia  mediante  IMC  de  P3-tubulina,  faloidina  y TO-

PR03. Se elige este periodo pues es en esta etapa en que las neuronas presentan una

morfologia polarizada  /.n  v/fro (Etapa 4) tal como se muestra en  las  Figuras 4 y 7.  Las

neuronas control  mostraron  tener  una  morfologia  acorde  a  lo  descrito  en  la  Figura 4:

c6lulas  polarizadas  que  han  desarrollado  un  ax6n  de  150  urn  en  promedio,  muchas

veces  ramificado  (Figura  9.A)  y  un  cono de crecimiento  pequefio (Figura 9.A').  Luego

del  tratamiento  con  Cyc,  observamos  que  las  neuronas  pose fan  un  ax6n  de  menor

longitud  que  la  condici6n  control  (Figura  9.a)  y  un  cono  de  crecimiento  de  un  area

mayor comparado con el control, 6stos se caracterizaron por ser extendidos y amplios,

y  presentar  una  fuerte  marca  para  faloidina  (Figura  9.8').  En  la  condici6n  en  que  se

trat6 con Shh recombinante,  observamos 2 poblaciones,  la primera estaba compuesta

por c6lulas muy elongadas,  con un ax6n desarrollado, ramificado y cono de crecimiento

minimo   (Figura   9.C,   9.C'),   con   un   promedio   similar   al   control   (no   se   defermin6

significancia  estadistica  al  comparar  los  datos  del  control  con  los  datos  de  neuronas

polarizadas  del  tratamiento  con  Shh).  La  segunda  subpoblaci6n  estaba  formada  por

celulas  no  polarizadas  con  ausencia  de  un  ax6n  y  con  neuritas  menores  o ausentes

(Figura 9.D), y cuando comparamos e§tos datos respecto de la situaci6n control, vimos

una  diferencia significativa  en  la  longitud  axonal entre las  neuronas control  y aquellas

neuronas no polarizadas en  respuesta al tratamiento con Shh.  Para confirmar nuestra

observaci6n inicial, cuantificamos la longitud axonal (Figura 9.E) y el area de los conos

de  crecimiento  (Figura  9.'F)  en  las  tres  condiciones  experimenta[es.  Observamos  que
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Cyc indujo un retraso en el desarrollo axonal,  Io que estuvo acompafiado de una mayor

area del cono de crecimiento,  respecto del control (Iongitud axonal:  Cyc:  80 ± 32 Lim vs

Control:  152 ± 59 urn; area del cono de crecimiento:  Cyc:  228 um2 ± 360 vs Control:  81

±  172 um2.  Por el contrario,  Shh favoreci6 el crecimiento axonal  (Shh:  233 ± 36 Llm vs

Control:  152 ± 59),  lo que fue acompafiado de un cono de crecimiento minimo (42 ± 22

um2).  Notablemente,  observamos  una  subpoblaci6n  de  neuronas  no  polarizadas  con

una  longitud  promedio  de 45 ± 21um  (los valores se expresan  como  promedio  ±  SD,

pero en la Fjgura 9 se grafican como promedio ± SEM).  Estos resultados sugieren que

la via de Shh puede modificar la elongaci6n axonal luego de 72 horas de tratamiento.

Considerando  los  resultados  obtenidos,  quisimos  analizar  el  proceso  en  detalle  y

determinar en que etapa del desarrollo de neuronas hipocampales actl]a Shh.
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Figura 9. La modulaci6n farmacol6gica de la via Shh genera alteraciones en la Etapa 4 del

desarrollo neuronal  in vitro.  Se muestran  neuronas hipocampales de rata luego de 72 horas

de tratamiento.  A.  Condici6n  control.  8.  Cyc.  C y D.  Shh.  El cono de crecimiento se destaca en

recuadros discontinuos y se muestra un detalle en A',  8',  C'.  Cuantificaci6n de la longitud axonal

(E)  y  area  de  conos  de  crecimiento  (F)   usando  el   programa   LSM   Image   Browser.   Datos

graficados como promedio ± SEM. Anova de una via *P< 0,05 (Barra de tamafio: 20= pin).
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Subdividimos  la  ventana  temporal  de  nuestro  estudio  y  observamos  la  morfologia

celular  por  IMC  a  las  18,  24,  48  y  72  horas  calculando  la  LNP  en  cada  condici6n.

Ademas,  reemplazamos  el  uso  de  Shh  por  Pur,  un  agonista  de  la  via  ampliamente

usado   para   determinar  si   utilizando   esta   droga   los   resultados   eran   similares   en

comparaci6n al uso de Shh recombinante (Figura 10).

En  la  condici6n  control  se  observa  el  desarrollo  estereotipado  descritQ  (Figura  4),

con  un  incremento  constante  en  la  LNP  durante  las  72  horas  analizadas,  con  un

desarrollo axonal  ha.cia  las 48  horas de cultivo y  un establecimiento  de  la  polaridad  a

las  72  horas.   En  presencia  de  Cyc,  vemos  algo  similar  ya  que  vemos  existe  un

incremento en la LNP,  pero menor a la observada en la condici6n control entre las 48 y

72 horas de tratamiento, consistente con el retraso mostrado en la Figura 9.a.

Con respecto a lo observado en respuesta al tratamiento con Pur, vemos un retraso

significativo  en  el  desarrollo  de  neuritas  desde  las  18  horas.  Algunas  de  ellas  se

mantienen  totalmente simetricas,  esfericas  y  carentes  de  neuritas  mientras que otras

generan  extensiones  de  escasa  longitud  comparado  con  el  control  (Figura  10.  a),  Io

que  es  similar  a  los  efectos  observados  en  una  subpoblaci6n  en  el  tratamiento  con

ligando  Shh.  Estos  resultados  indican  que  la  estimulaci6n  de  la  via  a  nivel  de  Smo

genera celulas sim6tricas,  con un  importante retraso ert su desarrollo neuritico durante

todo el  periodo analjzado.  Se hace notar que es la estimulaci6n de la via a traves de

Smo (Pur) y no de Ptchl  (Shh) Ia que genera estas alteraciones morfol6gicas.
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Figura 10. La modulaci6n farmacol6gica de la via Shh genera alteraciones del desarrollo

neuronal  in  vitro.  A.  Morfologfa  neuronal  luego  de  18,  24,  48  y  72  horas  de  cultivo  y  de

tratamiento  continuo  con  Cyc  o  Pur.  8.  Cuantificaci6n  de  [a  longitud  neuritica  total  promedio.

Anova 2-vias *P< 0,05 (Barra de tamafio: 20 pin).
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Como  posible  explicaci6n  al  fenotipo  observado,  postulamos  que  quizas  el  cultivo

generado en respuesta a activaci6n con el agonista estaba enriquecido en progenitores

neuronales  y  no  neuronas,  por  lo  cual     utilizamos  un  segundo  marcador  de  linaje

neuronal  maduro,  NeuN.  Observamos  que  las  c6lulas  tratadas  por  36  horas  fueron

positivas para este marcador (Figura 11 ).

Figura    11.    Neuronas    hipocampales    mantienen    su    identidad    neuronal    luego   del

tratamiento con  PUT.  NeuN  da cuenta del  linaje  neural  del  cultivo  hipocampal  utilizado.  (Barra

de tamaFio: 50 pin).

Al  aislar  neuronas  hipocampales  en  E18,  obtenemos  una  poblaci6n  de  neuronas

que  estaban  polarizadas  in  situ,  pero  con  el  protocolo  de  cultivo  primario  las  c6Iulas

pierden esta conformaci6n  y adquieren  una forma esf6rica que se  rompers durante el

acontecer del cultivo y la consecuci6n de la polaridad.  Pero esta morfologia resultante

esferica  nos  llev6  a  pensar que  este  cultivo  podria estar enriquecido  en  progenitores

42



neurales  en   mitosis.   Como  Shh  es  un  conocido  mit6geno  en  el  sistema  nervioso

central,    pensamos   que   la   estimulaci6n   constante   de   la   via   Shh   podria   estar

manteniendo    a    esta    poblaci6n    en    un    estado    con    capacidad    proliferativa    y

comprometida con el linaje neural.  Con el objetivo de testear esta hip6tesis realizamos

un  pulso de  Brdu  de 6  horas y una posterior lMC para evaluar la  integraci6n  de  Brdu

durante la fase S de la mitosis. S6Io obtuvimos una marca positiva para Brdu en pocas

celulas,  que ademas,  notablemente se encontraban formando dobletes, tipicas figuras

mit6ticas.   Ademas,   estas   celulas   Brdu+  eran   positivas   tambi6n   para   P3-tubulina,

indicativo  que  estas  celulas  son  de  linaje  neuronal.  Como  esta  situaci6n  se  observ6

espofadicamente,  estos datos indican que la  proliferacj6n  no  es la causa del fenotipo

esferico observado (Figura 12).
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Figura  12.  El  fenotipo  esf6rico  obtenido  par  el  tratamiento  con  Pur  no  se  explica  par

proliferaci6n de cultivos de neuronas  hipocampales.  A.  Como control  positivo de  un  linaje

neural  proliferativo,  se realiz6 un  pulso de  Brdu en  progenitores granulares cerebelares (GNP)

de  ratones  con  3-4  dias  de  vida.  8  y  C.  Se  detect6  incorporaci6n  de  Brdu  solo  en  algunas

neuronas hipocampales. 8' y C', Zoom 6ptico de 8 y C, (Barra de tamaF`o= 20 vm).

La  modulaci6n  de  la  via  Shh  no  cambia  el  caracter  neuronal  de  las  c6lulas
tratadas.

El   fenotipo   observado   en   respuesta   a   Pur   es   muy   llamativo   y   nos   llev6   a

preguntarnos   si   estas   c6lulas   podrian   estar   sufriendo   cambios   mss   alla   de   lo

morfol6gico  en  respuesta  al  tratamiento.  En  primer  lugar  quisimos  evaluar  si  estas

c6Iulas  permanecfan  vivas  luego  del  tratamiento,  para  lo  cual  realizamos  lMC  contra

caspasa-3 clivada, cuya marca es indicativa de un proceso apopt6tico activo.  Luego de

72  horas en  presencia de  Pur observamos escasas c6lulas  positivas para caspasa-3

44



clivada  similar  a  la  situaci6n  control  (Figura  13)  en  todos  los  campos  observados,  Io

que sugiere que el tratamiento con Pur no induce apoptosis.

Control

Figura  13.  El  tratamiento de 72  horas con  Pur  no  induce muerte celular por apoptosis.

IMC  contra  H3-tubulina  y  caspasa-3  clivada  indica  que   las  c6lulas   mantienen  su  caracter

neuronal  (in-tubulina  positivas)  y  no  estan  sufriendo  eventos  apopt6ticos.  A.  Control.  8.  Pur.

(Barra de tamafio= 20 vm).

A continuaci6n quisimos establecer si el fenotipo observado con Pur daba cuenta de

un estadio intermedio  inmaduro durante el  desarrollo estereotipado ya descrito,  por lo

cual   realizamos   IMC   analizando   los   marcadores   MAP2   y   taut,   que   marcan   el

compartimento  somato-dendritico  y  el  ax6n,  respectivamente.  A  su  vez  evaluamos

como  afecta  el  tratamiento  con  Cyc  a  la  maduraci6n  neuronal.  En  las  3  condiciones

experimentales  existe  marca  de  estas  protefnas,  pero  en  la  condici6n  Pur  no  ocurre
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segregaci6n de la marca entre los distintos compartimentos porque 6stos no existen,  lo

que  es  consistente  con  la  ausencia  de  polaridad  en  las  neuronas  tratadas  con  Pur

(Figura  14).

Control Cyc Pur

Figura 14.  La modulaci6n de la via Shh  por Pur altera la maduraci6n  neuronal.  Luego de

72 horas de cultivo  las c6lulas se  han  polarizado,  lo que puede expresarse  mediante  la marca

de  MAP2 y taul,  que  marcan  el  compartimento somato-dendritico y el  ax6n,  respectivamente.

A.  Control.  8.  Cyc. C,  Pur.  (Barra de tamafio= 20 Hm).

lncluso en el tratamiento con Cyc observamos esta doble marca MAP2/taut ,  Io cual

nos  indica  que  el  retraso  en  el  crecimiento  es  s6Io  parcial.  Para  apoyar  esta  idea,

realizamos  IMC  contra tubulina tirosinada (tubulina-tyr)  y tubulina  acetilada  (tub-acet),

ambas    modificaciones   estan    relacionadas    con    la    estabilidad    de    microtdbulos,
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estabilidad  que  antecede  a  la  especificaci6n  axonal  (Fukushima  y  col.,  2009)  y  no

observamos  diferencias  entre  Cyc  y  el  control  lo  que  nos  confirm6  el  retraso  en  el

crecimiento y no alteraciones en la maduraci6n (Figura 15).

Control

Il,,,,`,,+,,,.,t,+I,,,,,i,,.,`:,,,, z;i,.,'=m

Figura 15. La expresi6n y distribuci6n de tubulina-tyr y tubulina-acet no se ven alteradas

en el tratamiento con Cyc.  Se evalu6 la distribuci6n de estas modificaciones en la tubulina en

respuesta al tratamiento con Cyc.  Barra de tamafio= 50 Hm.
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Estos  resultados  nos  permiten  concluir  que  la  funci6n  de  la  sefializaci6n  Shh  en

neuronas hipocampales no se relaciona con el proceso de diferenciacion neuronal, sine

que  con  la  elongaci6n  de  neuritas,  con  un  efecto  principal  sobre  los  cambios  en  la

elongaci6n del ax6n.

La  inhibici6n  de  la  sefializaci6n  de  Shh  induce  crecimiento  neur.itico  en  etapas
tempranas de[ desarro[Io de polaridad.

Ya   hemos   definido   que   la   modulaci6n   de   la   via   no   induce   muerte   celular,

proliferaci6n   ni   altera   la   maduraci6n   celular,   por  lo  tanto,   nuestros   resultados   nos

sugieren que los efectos observados sobre la  morfologia  neuronal se deben  a efectos

sobre el citoesqueleto y por consecuencia,  posiblemente sobre aquellas proteinas que

regulan  la dinamica  de  los filamentos de  actina y tubulina:  las  GTpasas  monomericas

RhoA y Racl .

Para  evaluar esta  hip6tesis quisimos  analizar el  estado  de  las GTpasas,  en  primer

lugar,  en  respuesta  a  Cyc.  Como  establecimos  que  los  efectos  sobre  la  morfologia

ocurren  desde  las  48  horas,  nos  quisimos  adelantar  a  este  punto  y  realizamos  el

tratamiento  hasta  las 36  horas de cultivo  para asegurarnos que Cyc estaba ejerciendo

su  efecto.   Notoriamente,   observamos  que  Cyc  a  las  36  horas  genera  una  mayor

longitud neuritica (Figura  11.A,  a y E).  Quisimos establecer si este efecto es especifico

de  Cyc  en   cuanto   a  su   inhibici6n   de  la  acci6n  de  Smo,   por  lo   cual   utilizamos  el

anticuerpo  monoclonal  5El  que  se  une  a  Shh  e  impide  su  uni6n  a  Ptchl  (Fjgura  16).

De  acuerdo  a  lo  observado  con  Cyc,  tambi6n  en  respuesta  al  tratamiento  con  5EI

obtuvimos   alargamiento   neuritico   (Figura   16.   C   y   E).   Estos   resultados   contrastan

notablemente con  lo observado desde las 48  horas  (Figura  10).  Es decir,  hasta  las 36

horas,  Ia  inhibici6n  de  la  via  Shh  genera  un  alargamiento  neuritico,  pero  luego  de 48

horas, esta respuesta de invierte y se generan neuronas de menor desarrollo neur,itico.
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Tal extensi6n neuritica estaria de acuerdo con la actividad de Bacl  ya que en su forma

activa   (Pacl-GTP)   estimula   la   polimerizaci6n   de      filamentos   de   actina   que   se

estructuran formando lamelipodios.

Estas observaciones nos llevaron a pensar que la sefializaci6n de Shh en neuronas

hipocampales  es  dinamica,  ya  que  segtln  la  escala  temporal  su  modulaci6n  tiene

efectos  positivos  (alargue)  o  negativos  (acortamiento)  en  la  elongaci6n  neuritica.  Sin

embargo,  dada  la  duraci6n  del  tratamiento  empleado  no  podemos  discriminar  si  los

efectos observados se deben a la sefializaci6n Shh can6nica o no can6nica.

Figura 16. La inhibici6n de Shh genera mayor longitud neuritica a las 36 horas.  Desarrollo

neurftico a las 36 horas de cultivo en condici6n: A.  Control.  8.  Cyc,  C.  5E1.  D.  5El  denaturado,

control   del   anticuerpo   nativo.   E.   Cuantificaci6n   de   la   longitud   neuritica   promedio   en   las

condiciones indicadas. Anova 1-via *P<0,05.  (Barra de tamafio: 20 pin).
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Para  estudiar  si   Cyc  esfa   induciendo   una  activaci6n   de   Racl,   estudiamos  2

proteinas  blanco  de  la  actividad  de  esta  GTpasa:  LIMKl  y Cofilina.  La activaci6n  de

Racl  genera a su vez la activaci6n  de PAK1,  quinasa que fosforila a otros sustratos

que  actuafan  sobre  los filamentos  de  actina,  uno  de  ellos  corresponde  a  LIMK1.  Se

observ6 un aumento en la fosfori]aci6n tanto de L[MK1  (Figura 17.A) como de Cofj]ina,

blanco de P-LIMK1  (Figura  17.b) luego de 36 horas de tratamiento,  Io que confirma la

actividad de Racl .

A

Co ntrol            Cyc

P.LIMK]-

LIMK1-

P-Cof'lin -

Cafllin -

Control           Cyc

IHirmHHUHI|

EEETEq                EiThE

iEriEI
€®RTRTsb              cxh

Figura 17. La ihhibici6h de la via de Shh induce uh at]mehto eh [a fosforilaci6h de LIMKl

y Cofilina. A. Luego de 36 horas en  presencia de Cyc se determin6 por Western blot que los

niveles  de  P-LIMK1   (activa)  aumentaron  respecto  de  la  forma  sin  fosforilar  (inactiva).  8.  Se

observ6  similar  aumento  para  Cofilina.  (Test  de  Student  *p<0,05).  Resultado  realizado  en

cooperaci6n de David VIllarroel y Daniel 86rquez.
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La estimulaci6n de la via de Shh induce un aumento en la actividad de RhoA.

Si Cyc induce un aumento en  la actividad de Racl , supusimos que Pur podria tener

el  efecto  contrario,  es  decir,  activar a  RhoA,  GTpasa  monom6rica  antagonista  de  los

efectos de Racl . En primer lugar evaluamos la expresi6n de RhoA en nuestros -cultivos

y observamos que RhoA se distribuye en todo el citoplasma neuronal (Figura 18 A y 8).

En  consecuencia,  este  resultado  no  nos  permjte  evaluar  los  efectos  de  Pur  sobre  la

actividad de RhoA por IMC,  por lo cual decidimos determinar los niveles de RhoA-GTP,

es decir,  Ia forma activa de esta GTpasa.  Como el fenotipo se mantuvo durante las 72

horas  ana[izadas,   quisimos  realizar  e]  tratamiento  a  un  tiempo  cercano  al  final  del

cultivo  para  permitir el  mayor  crecimiento  neuritico,  por escaso  que  este  fuese.  Para

esto,  realizamos  un  tratamiento  con  Pur  s6Io  por  15  minutos  luego  de  72  horas  de

cultivo.  De  acuerdo  a  lo  esperado,  el  tratamiento  con  Pur  indujo  un  aumento  en  la

actividad  de  RhoA  (RhoA-GTP)  (Figura  18.C)  respecto  del  control  y  la  condici6n  con

Cyc,  Io  cual  nos  confirma  la  modulaci6n  de  esta  GTpasa  por  Pur.  Importantemente,

dado el rango temporal utilizado,  podemos afirmar que ocurre por via no can6nica.
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RlloA-GTP

OORK:        o®§Sb         a*         .A

Figura  18.  La  activaci6n  de  la  via  Shh  induce  la  activaci6n  de  RhoA.  A  y  8.  PhoA  se

distribuye  a  lo  largo de  toda  la  neurona,  especificamente  en  sitios  de  alta actividad  de  actina

(faloidina). C.  Determinaci6n de la actividad de PhoA evaluada mediante G-ELISA que mide los

niveles  de  PlhoA-GTP,  la  forma  activa  de  esta.  EI  control  positivo  corresponde  a  F]hoA-GTP

componente del kit. Test de Student *p< 0,05.
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Estos   resultados   sugieren   que   la   via   de   Shh   modularia   la   dinamica   del

citoesqueleto a traves de su efecto sobre la actividad de las GTpasas Racl  y RhoA.

Discusi6n

Las funciones que ejerce la via de Shh durante el desarrollo se han descrito desde

el  afro  1980 en  base a los estudios  realizados en  Orosaph/./a me/anogasfer (Ntlsslein-

Volhard  & Wieschaus,1980).  Desde  ese  entonces  se  han  analizado  con  detalle  los

mecanismos a traves de los cuales Shh induce la expresi6n de genes relacionados con

la morfogenesis y mitosis (Fuccillo y col., 2006). En este contexto, ya en el afio 2003 se

describi6  como  funci6n  adicional  y  novedosa,   el  papel  de  Shh  en  la  migraci6n  de

axones  comisurales  en  la  m6dula  espinal  en  el  sistema  nervioso  central  (Charron  y

col., 2003). Sin embargo, estas observaciones no siempre estuvieron acompafiadas de

una  expljcaci6n  mecanistica,  ya  que  la  migraci6n  axonal  es  un  proceso dinamico que

ocurre a  nivel  de cono  axonal,  que  muchas veces  puede encontrarse lejos  del soma,

par lo cual se asume que este frente de avance esta respondiendo de forma fapida y

dinamica   a   las   pistas   quimicas   que   entrega   el   ambiente,   independiente   de   la

transcripci6n inmediata de nuevos genes y las funciones descritas para Shh hasta ese

entonces que hacian referencia a los genes blancos de Shh regulados por los factores

de  transcripci6n  Glil,  Gli2  y  Gli3.  Hoy  en  dia  se  sabe  que  muchos  tipos  de  celulas

responden  a  Shh  en  un  modo  independiente de Gli.  Ejemplos  de  la sefializaci6n  Shh

"no    can6nica"    son    la    migraci6n    de    fibroblastos,    Ia    tubulogenesis    de    celulas

endoteliales,  y el crecimiento del cono axonal,  todos los cuales estan comandados  por

cambios  en  el  citoesqueleto  (Kanda  y  col.,  2003,  Sheng  y  col.,  2006,  Riobo  y  col.,

2006b,  Chinchilla y col.,  2010;  Renault y col.,  2010,  Polizio y col.,  2011).
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Un  modelo  ampliamente  utilizado  en  el  estudio  del  desarrollo  neuritico  y  axonal

corresponde al  cultivo de  neuronas  hipocampales embrionarias  de  rata.  Siguiendo  los

protocolos descritos obtuvimos cultivos enriquecidos en  neuronas (Figura 7) ya que la

diseccj6n   se   realiza   en   el   dra   E18.5,   punto   climax   de   la   neurogenesis   en   rata.

Posteriormente,   este   proceso   declina   y   se   hace   mas   relevante   el   proceso   de

gliog6nesis (Sauvageot & Stiles, 2002).

Una   vez   que   las   neuronas   son   sembradas,   comienza   una   alta   actividad   del

citoesqueleto que genera filopodios y lamelipodios,  formaciones de actina,  que luego a

su  vez  genera fan  extensiones   menores  denominadas  neuritas  conformandose  un

estado  simetrjco  en  que todas  las  prolongaciones  poseen  similar  longitud.  Durante  el

desarrollo de  polaridad,  Ia actividad  del  citoesqueleto se  hace mss  dinamica y una de

estas  neuritas  acelera  su  crecimiento  respecto  de  sus  vecinas  y  genera  un  ax6n

prospectivo,  el  cual,  mediante un cono de crecimiento detectafa las sefiales quimicas

del  ambiente  para crecer o  retraerse  (Gonzalez-Billault y col.,  2011).  En  los  cultivos  /.n

v/.fro no  ocurren  gradientes  extracelulares  por lo cual  los  axones  crecen  hacia  donde

detectan   distintos   factores   de   crecimiento   secretados   por   las   mismas   neuronas,

relacionados  con  al  avance  axonal,   tales  como:   acido  retinoico,   NGF,   BDNF,   etc,

(Zafra,  1992;  Fragoso  y  col.,  2012).  Finalmente,  a  las  72  horas  de  cultivo  podemos

observar la  generaci6n  de  una  neurona  polarizada en  la  cual  podemos  reconocer los

dos  compartimentos  basicos  de  una  neurona  piramidal:   un  compartimento  somato-

dendritico  y  un  ax6n.  Cabe  destacar que en  los cultivos  utilizados  en  este  trabajo  no

fue  posible  evaluar  dentritogenesis  ni  espinogenesis,  ya  que  estos  eventos  ocurren

posteriormente al tiempo de cultivo realizado.

Pudjmos observar el desarrollo neuronal desde el momento de la siembra, hasta las

72 horas de cultivo (Figura 7) y la cuantificaci6n de la LNP muestra que el crecimiento

54



es  constante  en  el  tiempo  (Figura  7.   8).   Para  estudiar  la  sefializaci6n  de  Shh  en

neuronas de rata,  nos apoyamos en la literatura para establecer que los componentes

de  la via se expresan  en  nuestros  cultivos  (Traiffort y  col.1998).  Pero  de  igual forma

quisimos  caracteri.zarlo  y  pudimos  demostrar  que   los   RNAm   del   Iigando  Shh,   Ios

receptores  Ptchl  y  Smo,  y  el  factor  de  transcripci6n  Glil  se  expresan  en  neuronas

hipocampales   murinas   en   E16.5   (Figura   8),   9bservaci6n   que  extrapolamos   a   los

cultivos  de  rata.   Utilizamos  como  control  positivo  tejido  cerebelar  postnatal  ya  que

sabemos que la via se encuentra activa en cerebelo (Dahmane & Ruiz i Altaba,  1999).

A   continuaci6n   quisimos   evaluar   los   efectos   sobre   la   morfologia   neuronal   de

modular  la  via,   utilizando  Cyc  y  Shh.  El  uso  de  P3-tubulina  y  faloidina  nos  permiti6

evaluar dichos  cambios.  Luego  de  72  horas  de tratamiento  observamos  cambios  en

ambas situaciones experimentales.  Al  inhibir la via,  se generaron  neuronas  de  menor

longitud  axonal  y  con  conos  de  crecimiento  de  amplia  extensi6n,  lo  que  nos  sugiere

que las neuronas se encontraban en  un crecimiento dinamico,  pero atrasado respecto

del  control.  Por el  contrario,  el  uso  de Shh  recombinante  indujo  la extensi6n  axonal  a

niveles mayores que el control. Ambas evidencias nos hacen pensar que la via de Shh

modula  el  crecimiento  de  neuritas,  incluso  del  ax6n,  y  por  eso,  su  inhibici6n  genera

neuronas  mss  cortas,   respecto  del  control,   pero  como  las  mismas  celulas  pueden

secretar   neurotrofinas   (Sanchez-Camacho   y   col.,    2005),    presumimos   que   esta

disminuci6n  en  la  longitu.d  axonal  fue  menor  respecto  de  la  situaci6n  control.   En  el

medio de cultivo de mantenci6n no debiesen existir neurotrofinas ex6genas, ya que los

suplementos  utilizados  solo  contienen  insulina,  transferrina,  progesterona,  putrescina,

selenito  (suplemento   N2,   data  sheefy  y  sales  inorganicas,   vitaminas,   aminoacidos,

biotina,  L-carnjtina,  transferrina,  G-galactosa,  vitamina  E,  super6xido  dismutada,  entre

otros  (suplemento  827,   Brewer  y.  col.1997).     Sin  embargo,   estos  cultivos  pueden
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producir  de  forma  paracrina  BDNF  y  NT3,  factores  que  han  sido  asociados  con  el

crecimiento de neuritas (Park & Poo, 2013).

En el tratamiento por 72 horas con Shh,  observamos un fenotipo neuronal distinto al

presente en la condici6n control,  pues observamos en una poblaci6n celular un retraso

en  el  desarrollo  neuritico,  lo  que  gener6  neuronas  no  polarizadas  (Figura  9.D).  Esto

nos   hace   pensar   que   el   cultivo   neuronal   esta   compuesto   por   una   poblaci6n

heterogenea con respecto a[ desarrollo de polaridad.  Por una .parte, existen c6[ulas que

pueden  responder a la via favoreciendo el crecimiento,  mientras que otras resp6nden

de  forma  contraria.  Esto  podria  explicarse  por una  respuesta  diferencial,  dada  por  la

presencia de  proteinas  accesorias que  modulan  la  respuesta  a  Shh;  par ejemplo,  Ios

co-receptores Cdon y Boc presentes en la membrana que favorecen la uni6n de Shh a

la superficie celular, favorecjendo su interacci6n con Ptchl  y la sefialjzaci6n rio abajo.

Asimismo,   el   tamafio   y   la  forma  de   los   conos  de   crecimiento   observados   en

respuesta a la inhibici6n de la via dan cuenta de la dinamica en que se encuentra esta

c6lula en crecimiento,  ya que si  lo comparamos con  las celulas en  Etapa 4,  el tamafio

de  los  conos  de  crecimiento  es  considerablemente  menor  y  con  menor  ntlmero  de

formaciones de actina, fales como filopodios y lamelipodios (Figura 9.8).

Estos  efectos  fueron  observados  al  finalizar  el  cultivo,  pero  no  sabemos  en  que

momento del  desarrollo  i.r)  vt.fro comenzaron  a  ocurrir.  En  otra  serie de  experimentos,

observamos  que  hasta  las  24  horas  de  cultivo  en  presencia  de  Cyc,  las  neuronas

crecieron  a  una  tasa  similar  al  control,   pero  posteriormente  comenz6  a  ocurrir  un

retraso  en  el  crecimiento  evaluado  a  las 48  y  72  horas  d.e  cu!tivo.  Una  posibilidad  es

que hasta este punto la via no este actuando y que al encenderse la sefializaci6n esta

se  haga  sensible  a  Cyc.  Otra  posibilidad  es  que  luego  de  la  siembra,  las  mismas

neuronas  est6n  secretando  Shh  pero  a  bajos  niveles  y  que  luego  de  48  horas  los
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niveles hayan llegado a un umbral en que comiezan a sefializar y se hace sensible a la

presencia  de  Cyc.  Durante  el  periodo  de  cultivo,  el  medio  no  se  reemplaza,  lo  que

apoya esta idea.

Como  Cyc  actda  a  nivel  de  Smo  y  la  literatura  indica  que  los  efectos  en  la  guia

axonal ocurren a traves de este receptor, decidimos que para la mejor comprensi6n de

los fen6menos  observados,  una opci6n  era  usar como  agonista  Pur en  lugar de  Shh

recombinante, ya que al igual que Cyc actda a nivel de Smo.  La presencia de Pur en el

cultivo  tuvo  claros  efectos  desde  el  inicio,  ya  que  la  celulas  permanecieron  en  un

estado simetrico y arrestado con  escaso desarrollo  neuritico y  nula  presencia  axonal.

Lo que se asemeja a  uno de los fenotipos  observados en  respuesta a Shh  (Figura 9.

D),   pero  lo  hace  adn  mas  penetrante  ya  que  un  gran   porcentaje  de  las  celulas

permanecieron esfericas y sin desarrollar una neurita.

Para explicarnos la morfologia esferica, pensamos que el tratamiento con Pur podria

haber sido  nocivo  para  la viabilidad  celular y que  indujese  muerte  celular,  por lo  cual

evaluamos   esta   posibilidad   mediante   lMC   contra   caspasa-3   clivada   y   si   bien,

observamos  marca  menor  en  algunas  celulas  tanto  en  condici6n  control  como  en

respuesta a Pur, pero creemos que esta activaci6n de Shh no induce muerte ya que las

c6Iulas en  el  control  muestran  una  morfologia  normal.  La  activaci6n  de caspasa-3  en

linajes  neurales  no s6Io  ha sido  relacionada con  muerte celular,  sino que tambi5n  con

procesos  de  diferenciaci6n.  En  neuroesferas  generadas  a  partir de  celulas  troncales

neurales  del  cuerpo  estriado  de  rat6n  se  observ6  que  la  inhibici6n  de  la  actividad  de

caspasa-3  clivada altera y retrasa el proceso de diferenciaci6n,  ya que la  inhibici6n  de

dicha  actividad  mantiene  la  expresi6n  de  Nestina,  relacionada  con  la  mantenci6n  del

estado   indiferenciado   y   que   disminuye   a   medida  que   acontece   la   diferenciaci6n

(Fernando y col., 2005). A su vez no se ve un aumento en la expresi6n de P3-tubulina,
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Ia   cual   debiese   aumentar   durante   la   diferenciaci6n.   Ademas,   la   inhibici6n   de   la

actividad  de  caspasa-3  reduce  dramaticamente  la  extensi6n  de  neuritas  durante  la

neurogenesis.   Los   autores   proponen   que   estas   funciones   podrian   deberse   a   la

regulaci6n   que   ejerceria   caspasa-3   sobre   proteinas   quinasas   involucradas   en   la

diferenciaci6n  celular  (Fernando  y  col.,  2005).  Por  lo  cual,  la  detecci6n  de  caspasa-3

clivada   en   un   pequefio   porcentaje   de   neuronas   hipocampales,   no   s6lo   podria

relacionarse con muerte por apoptosis,  sino que tambien a procesos de diferenciaci6n

celular.

Tambien    nos    planteamos    la    posibilidad    que    nuestros    cultivos    tuviesen    un

componente glial  como contaminaci6n,  Ia cual  podria estar respondiendo a  Pur y que

diese  cuenta  de  este fenotipo,  por  lo  cual  utilizamos  un  marcador de  linaje  neuronal,

NeuN,  el  cual  nos  indic6  que nuestros cultivos eran  de hecho n.euronales y no de otro

linaj.e.  NeuN es Lina proterna de union a DNA especifica de neuronas y se distribuye en

el  nucleo,  la  zona  peri-nuclear y  en  extensiones  neuriticas  proximales  (Mullen  y  col.,

1992).

Dado  que  la  via  de  Shh  es  un  conocido  mit6geno  que  actda  sobre  progenitores

neurales   (Fuccillo   y   col.,   2006,   Breunig   y  .col.,   2008)   y   en  Lel   hipocampo   existen

progenitores neurales,  nos preguntamos si en nuestro cultivo estaban presentes estos

progenitores y que en  respuesta al tratamiento estuvjesen  proliferando.  La caza de  la

marca de Brdu nos mostr6 que en algunas casos existe marca positiva, y no en todos

los  experimentos  realizados,  por  lo  cual  creemos que si es  probable  la  presencia  se

progenitores  proliferativQs,  aunque  en  una  minima  proporci6n,  por  lo  cual  esto  no  da

cuenta del total de celulas esfericas observadas y refuerza la idea que nuestro cultivo

esta  compuesto  de  neuronas  post-mit6ticas  y  que  la  forma  esferica  puede  estar

explicada   por   la   despolarizaci6n   que   sufren   las   celulas   durante   el   momento   del
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aislamiento y que al ser sembradas y recuperan esta asimetria, se hacen sensibles a la

presencia de Pur.

Por tlltimo,  quisimos examinar si los efectos se debian  a cambios en  la maduraci6n

neuronal,  lo cual  qued6  descartado  al  evaluar la  marca de MAP2/taut  y  la  marca  de

tubulina-tyr y acetilada, ya que no observamos alteraciones en estas condiciones.

De  acuerdo  con  nuestra  hip6tesis,  la  modulaci6n  del  citoesqueleto  puede  explicar

las   observaciones   realizadas.   De  acuerdo   a   la   literatura,   Shh   puede   modular  la

actividad   de   las   GTpasas   monomericas   RhoA  y   Racl   en   modelos  celulares   no

neurales  a  traves  de  la  via  no can6nica  (Chinchilla  y  col.,  2010;  Renault  y  col.,  2010;

Po[izio y col.,  2011).

Para evaluar esta hip6tesis, utilizamos protocolos distintos para disectar el efecto de

la  perdjda  y  de  la  ganancia  de  funci6n  en  la  via  Shh.  En  primer  lugar,  evaluamos  el

efecto de Cyc.  De acuerdo a la Figura  10,  Cyc tiene efectos en el crecimiento a partir

de  las  48  horas,   entonces  una  explicaci6n  para  lo  observado  es  que  los  efectos

ocurren  entre 24 y 48 horas de cultivo,  por lo cual estudiamos en  detalle qu6 pasaba

con  la via a  las  36  horas  de cultivo.  Tanto  Cyc como  5El  promueven  el  crecimiento

neuritico,   lo  que   puede  deberse  al   hecho  de  que  apagan  el   efecto  inhibidor  del

crecimiento  que  tiene  Shh  o  Pur en  esta  poblaci6n  celular.  Lo  mas  llamativo  es  que

este  crecimiento  estuvo  acorde  con  la  fosforilaci6n  de  LIMK1,   blanco  de  Racl.   P-

LIMKl    a   su   vez   fosforila   a   cofilina,   que   en   su   versi6n   fosforilada   favorece   la

polimerizaci6n de actina. Sin embargo, tambjen se ha descrito la fosforilaci6n de LIMKI

por  acci6n  de  RhoA  (Bravo-Cordero  y  col.  2013),  lo  cual  djficulta  el  analisis,  pero  al

parecer,  Iuego de 36 horas de inhibici6n de la via,  LIMKl  y su fosforilaci6n promueven

la  dinamica  del  citoesqueleto   Sin  embargo,  Ios  experimentos  realizados  no  permiten

aseverar que estos efectos fueron.dependientes de la via no can6nica, ya que tambien
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puede ser ambas ocurriendo simultaneamente, sin embargo no hay antecedentes que

permitan  especular que ambos  mecanismos de la sefializaci6n  estan -ocurriendo en  el

mismo tipo celular. Por. otro lado,  no se puede descartar que este efecto sea de Cdc42,

otra GTpasa ya que tambi6n se ha descrito que activa a PAK1, quinasa ejecutora de la

actividad de Racl .

Cofilina  es  fosforilada  en  serina  3  (Ser3),  pero  fosforilaciones  en  otras  posiciones

indican la existencia de una regulaci6n adicional.  PKca la fosforila en Ser23 y Ser24 y

SCR  Io  hace  en  Tyr68,   esta  t]ltima  puede  inducir  la  degradaci6n  proteosomal  de

cofilina (Bravo-Cordero y col.  2013).

El  efecto  de  la  activaci6n  de  la  via  deberia  ser  contrario  al  de  Cyc,   con   una

ac.tivaci6n de RhoA y sus proteinas blanco.  Como el efecto de Pur se observ6 durante

toda  la  ventana  temporal  analizada,  decidimos  esperar  hasta  el  fin  del  cultivo  para

realizar los estimulos.  La determinaci6n de RhoA-GTP demostr6 que Pur si induce una

activaci6n  de  esta  quinasa  luego  de  15  minutos  de  tratamiento  lo  que  nos  dice  que

estos efectos fueron  no.can6nicos y estuvieron acorde a  lo observado en cultivo.  Cyc

no gener6  una disminuci6n en los  niveles de RhoA respecto del  control,  lo que puede

significar que ambas GTpasas se encuentran en actividad dinamica en este tipo celular

en  respuesta a  las distintas vias de sefializaci6n activas  y que la presencia de Cyc o

Pur inclinan el equilibrio hacia a uno u otro lado.

A  tener  eh  cuenta,  no  fue  estudiada  la  expresj6n  de  co-receptores  que  puedan

modular la via de Shh,  como Cdo,  Boc,  Gas e Hhip,  pero no descartamos que puedan

expresarse en  el  hipocampo y que  participen  de  la  respuesta  a  Shh.  Por ejemplo,  la

presencia  de  Hhip  podria  dar  cuenta  de  los  efectos  sobre  RhoA  y  la  consecuente

retracci6n  neuritica,  ya  que  este  co-receptor actuarla  acorde  a  lo  que  ocurre  en  los



axones comisurales,  donde la expresi6n de Hhip induce la repulsi6n de ellos en  el eje

longitudinal (Bourikas y col„  2005).

Estos resultados nos indican que durante el proceso de recuperaci6n de la polaridad

que  ocurre  al  sembrar  las  neuronas,  la  presencia  de  Pur  interrumpe  este  proceso

generando  celulas  de  morfologia  esferica,  regulando  positivamente  la  actividad  de

RhoA.  Esto es concordante con  los efectos observados en  presencia de Cyc que nos

indican que la inhibici6n de la vl'a de Shh activa a Racl , con efectos contrarios a los de

RhoA.

Retracci6n
Cofilin

Elongaci6n

Figura 19. Ivl®delo propuest®. Nuestros resultados sugieren que la actividad de la vi'a

de   Shh   modula   la   actividad   de   las   GTpasas   monomericas   RhoA   y   Racl.   Los

experimentos de pulldown indican que el uso de Pur genera la activaci6n de RhoA que

por consecuencia  activari'a a  ROCK quien fosforila a  MYPT1,  quien  induce el colapso
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de  la  neurita  a  traves  de  su  efecto  sobre  MCP.  La  inactivaci6n  de  la  via  por  Cyc

activaria   la   via   opuesta   ya   que   observamos   la   fosforilaci6n   en   LIMKl   y   cofilina,

indicativasde'laactividaddeRaclyporconsecuencia,laelongaci6nneuritica(Figura

19).

Conclusiones

1.    Los  componentes  de  la  via  Shh  es  expresan  en  neuronas  hipocampales  de

rat6n.

2.    La    via    de    Shh    es    fundamental    para    la    neuritogenesis    en    neuronas

hipocampales embrionarias ya que la estimulaci6n de la via a]tera la adquisici6n

de polaridad y el desarrollo neuritico en cultivo.

3.    EI uso de Cyc hasta las 36 horas de crecimiento induce un crecimiento neuritico

por  sobre  el  control  pero  no  podemos  determinar  esi  estos  efectos  son  o  no

can6nicos.  Estos efectos estuvjeron acompafiados de la fosforilaci6n de LIMK-1

y cofilina,  indica{ivo de la ac{ividad de Racl .

4.    La  activaci6n  de  la  via  no  can6nica  usando  Pur  a  trav6s  de  Smo,  induce  la

activaci6n de la GTpasa monom6rica RhoA.

5.    La   via   de   Shh   juega   un   papel   en   el   desarrollo   neuritico   de   neuronas

hipocampales  embrionarias,  ya  que  modularia  la  actividad   de  las  GTpasas

monomerias RhoA y Racl .
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Proyecciones

La regulaci6n  de las GTpasas RhoA y Racl  parecen depender de Shh y del tienipo

de cultivo, por lo cual podria estudiarse en las distintas etapas de desarrollo ya descrito

el  efecto  de  tratamientos  cortos  con  Shh,  Pur y  Cyc.  Ademas,  es  posible  evaluar la

expresi6n   de   co-receptores  tales   como   Cdo,   Boo  y   Hhip   que   pueden  tener  una

participaci6n jmportante de este proceso.

No  ha sido demostrado que la via  can6nica y  no  can6nica sean  excluyentes  en  un

mismo  modelo  celular,  por  lo  cual  seria  interesante  evaluar  esta  situaci6n  pues  es

posible  que  cambios  generados  en  tiempos  cortos  puedan  ser  perpetuados  en  el

tiempo gracias a la transcripci6n de nuevos genes.
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