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1.-RESUMEN

La linea celular N1E 115 (neuroblastoma de cerebro de raton) ha sido ampliamente
utilizada en diversos estudios relacibnados con fisiologia y diferenciacién neuronal. Existe
evidencia que da cuenta de cambios morfologicos y fisiologicos importantes que se
producen durante el proceso de diferenciacién hacia una célula de tipo neuronal. Parte de
estos cambios ‘han sido extensivamente estudiados en otras lineas celulares, como las
células PCI12 de rata, y entre ellos se cuentan los cambios en Iz activacion e inhibicién de
cascadas de sefiales relacionadas con la sintesis y transporte polarizado de proteinas y
lipidos, que finalmente llevan a alierar los patrones establecidos para el citoesqueleto de

microtibulos y actina,

La linea celular N115 resulta ventajosa para el estudio de marcadores moleculares
de diferenciacion neuronal, ya que se consigue una buena diferenciacién con la mera
deprivacion de nutrientes en conjuato con la adicién de pequefios porcentajes de
compuestos que promueven la diferenciacion neurona! al medio de crecimiento. Sin
embargo, la linea N115 afin no ha sido caracterizada fenotipicamente, por lo tanto, no se
conoce a cabalidad la totalidad de proteinas que expresan en sus estados o diferenciado y
diferenciado. Por ¢llo, esta linea celular puede resultar il como modelo para el estudio de
proteinas involucradas en el desarrollo de polaridad, y para la biisqueda de nuevos

marcadores moleculares de diferenciacién neuronal,

w




2.-ABSTRACT

The N1E 115 neuroblastoma cell line (mouse brain) has been widely used in various
studies related to neuronal physiology and differentiation. There is evidence of significant
physiological and morphological changes during the differentiation process towards a
neuron-like cell. Some of these changes have been extensively studied in other cell lines,
such as rat PC12 cells. Among them, changes in the activation and inhibition of signal
cascades associated to the synthesis and polarized transport of proteins and lipids, which
finally lead to the establishment of altered patterns for both microtubule and actin

cytoskeleton.

Aditionally, the N115 cell line is very appropriate for studying molecular markers of
neuronal differentiation because the mere deprivation of nutrients along with the addition of
small quantities of compounds to the growth medium allows a high efficiency of neuronal
differentiation. However, this cell line has not been phenotypically characterized and the
detailed description of expressed proteins in the differentiated and undifferentiated states is
unknown. Therefore, cells NIE115 can be useful as models for the study of the proteins
involved in neuronal polarity, and for the study of molecular markers for neuronal

differentiation.




3.-INTRODUCCION

Las neuronas son células altamente diferenciadas y especializadas para realizar sus
funciones celulares. A través del axén y de las elaboradas ramificaciones ciendﬁticas, las
heuronas son capaces de establecer circuitos que detectan sefiales, almacenan y transmiten
informacién esencial para las funciones de los organismos vivos (Horton y Ehlers, 2003),
Ademds, a pesar de que las neuronas exhiben diversas formas y tamafios, se encuenfran
divididas en dominios funcionales discretos, diferentes a nivel estructural, funcional y

bioquimico, los que alcanzan su méxima expresion entre el axén y el compartimiento

somadendritico (Craig y Banker, 1994).

El desarrollo de la polaridad neuronal es un proceso que ha sido muy estudiado,
principalmente en modelos murinos y de rata. Banker y colaboradores (1988) fueron los
primeros en describir los acontecimientos ocurridos al visualizar neuronas hipocampales
cultivadas in vitro. De ahi en adelante, el proceso de desarrollo de la polaridad neuronal se
dividi6 en 5 etapas, que abarcan desde 1z adhesion de Ia neurona 2 la placa de cultivo y la
formaci6n de lamelipodios durante Ia etapa 1, hasta alcanzar su desarrollo completo, con
un axon muy elongado y muchas dendritas ramificadas, provistas de espinas dendriticas,
durante la etapa 5 (figura 1). Sin embargo, los estudios de polaridad neuronal se han
enfocado principalmente en la transicion de la etapa 2 a la 3 (que las neuronas alcanzan

alrededer de 2 a 3 dfas in vitro), porque es en ese momento cuando una de las neuritas
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Figura 1: Etapas del desarrollo neuronal. Este esquema muestra las 5 etapas del desarrollo de
polaridad neuronal. Durante la etapa 1, la célula se adhiere a la placa de cultivo y comienza la
formacion de lamelipodios. En la etapa 2, comienza a extender prolongaciones, que en la etapa 3 se
diferenciaran hasta convertirse en axén o dendritas. Durante la etapa 4 se produce una elongacion
rapida del ax6n, que finalmente hacia la etapa 5 madurard completamente, asi como las dendritas se
veran provistas de abundantes ramificaciones y espinas dendriticas (Adaptado de Arimura y

Kaibuchi, 2007).

comienza a elongarse mas velozmente que el resto, para posteriormente convertirse en

axon, mientras que las demas neuritas seran destinadas a convertirse en dendritas.

El desarrollo del proceso de diferenciacion neuronal involucra moléculas

estructurales y proteinas que participan de cascadas de sefializacion que contribuyen a la




correcta formacion de la morfologia de Ia célula (Nakata e Hirokawa, 2007). Este nivel de
especificacion, que se determina durante el desarrollo del sistema nervioso, debe
mantenerse constante durante toda la vida de un organismo para permitir mantener la
funcionalidad del sistema nervioso. De esta forma, resulta clave una fina modulacién del

citoesqueleto y de la maquinaria encargada del trafico de membranas (Foletti et al., 1999).

Sin embargo, no todos los estudios de polaridad neuronal se han Hevado a cabo en
cultivos primarios. La linea celular PC12, proveniente de un feocromocitoma (tamor de la
médula suprarrenal) de rata, es un valioso modelo para la diferenciacién neuronal. En
_ presencia del factor de crecimiento neural (NGF), las células PC12 modifican
drdsticamente su morfologia, desde células esféricas a células que éxtienden neuritas y

adquieren propiedades de neuronas simpdticas (Kobayashi, 1997).

El determinar c6mo las neuronas adquieren polaridad, un cierto tamatio y forma
durante el desarrollo, y ademds resolver cémo ¢l aprendizaje y la experiencia influyen en
los cambios morfolégicos que alteran la conectividad funcional entre neuronas pre y post-
sindpticas, se ha convertido en un dificil desafio durante los dltimos afios, Muchos de los
procesos que controlan el cambio morfoldgico hacia neuronas se han estudiado en lineas
celulares, como los cambios en la activacién e inhibicién de rutas metabdlicas relacionadas
con la sintesis de proteinas y lipidos, y cambios en importantes vias de sefializacién celular
(tal como se ha demostrado que ocurre con las cascadas de sefializacion asociadas a Ras-

MAPK, fosfolipasa C y fosfatidilinositol), y que finalmente llevan a cambiar los patrones

establecidos para el citoesqueleto de microtibulos y actina (Satoh et al., 1988).




Entre las principales ventajas que permite el trabajo con lineas celulares se cuenta la
rapidez con la que éstas se-dividen. Esto permite contar con un amplio stock de células que
permite desarrollar estudios en lapsos mas cortos de tiempo, y contar con la cantidad
necesatia de proteinas para realizar experimentos como western  blots,
inmunoprecipitaciones o electroforesis en geles de 2 dimensiones, Ademas, la linea celular
NIE 115 posee la ventaja de expresar proteinas que son tejido-especificas para el cerebro,
mientras que estas moléculas se podrian estudiar en ofras lineas celulares no neuronales (o
que no derivan del sistema nervioso central) sélo por medio de aproximaciones, como las

transfecciones.

Lalinea celular N1E 115, derivada de un neuroblastoma de cerebro de raion, ha sido
ampliamente utilizada en la investigacién del rol de neurofransmisores y sus respectivos
receptores, y muchos estudios de polaridad (Samer et al., 2000; Jenkins et al., 1996). La
principal ventaja que conlleva el uso de las N115 es la amplia evidencia que da cuenta de
cambios morfoldgicos y fisiolégicos importantes que se producen durante el proceso de
diferenciacion hacia una célula de tipo neurona (Kruman et al., 1993). Estos cambios se.
obtienen con la simple deprivacion de nutrientes (ausencia de suero fetal), en conjunto con
la adicién de pequefios porcentajes de compuestos determinados al medio de crecimiento,
como lo es el DMSO (Clejan et al., 1996). Por esta razdn, esta linea celular puede ser un
modelo muy atractivo para el estadio de marcadores moleculares que juegan papeles
importantes para determinar la diferenciacion neuronal. Sin embargo, como 1a linea celular

N115 aiin no ha sido caracterizada fenotipicamente, no se conoce a cabalidad Ia totalidad

de proteinas que expresan en sus estados diferenciado ¥y no diferenciado.




Entre las principales proteinas que se estudiaran durante el desarrollo de este
trabajo, se encuentran las proteinas asociadas a microtibulos (MAPs). La organizacién de
los microt{ibulos en las neuronas depende de gran manera de los procesos de' ensamblaje y
estabilizacién de éstos (Mitchison y Kirschner, 1988), regulado por el balance entre
proteinas estabilizadoras y desestabilizadoras de microtibulos (Andersen, 2000), donde las
MAPs son las principales encargadas de llevar a cabo Ia primera funcién. Estas proteinas
poseen cuafro familias principales: proteinas MAPI, proteinas MAP2, proteinas
MAP3/MAP4, y la proteina tau (Vallee, 1990; Murphy ef al., 1977; Olmsted, 1991 y
Cleveland ef al., 1977), todas ellas, excepto MAP3/MAP4, se encuentran en el cerebro y
son capaces de controlar la dindmica de los microtibulos M vive (Avila et al., 1994). Las
MAPs fueron descubiertas y caracterizadas debido a su habilidad de unirse a los
microtabulos (Saito-Yoshitake et al., 1989). Ademds, su funcidn se encuentra asociada no
solo a su disponibilidad y localizacién en la célula, sino también a la regulacion de su
actividad por medio de fosforilaciones, que pueden permitir su activacion, la disminucion

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

Otra proteina que tiene un importante papel en la nucleacién de los microtibulos y
la formaci6n de las prolongaciones neuronales, y que es activamente sintetizada durante el
desarrollo del sistema nervioso, es la CRMP-2 (collapsin response mediator protein-2)
(Fukata et al., 2002), Su funcién se basa en la unidn a heterodimeros de tubulina,
promoviendo la estabilizacién de los microtnbulos i vitro. Esta proteina se encuentra
enriquecida en las puntas de los axones de las neuronas diferenciadas, y se ha determinado

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




proteina conduce al crecimiento de neuromas con miltiples axones o con axones mis
elongados, mientras que el uso de un siRNA. especifico para el RNA codificante para esta
proteina genera neuronas sin desarrollo de polaridad o con axones mas cortos {Arimura y

Kaibuchi, 2007).

En cambio, ofras familias de proteinas, como las stathminas, tienen wn tol
relacionado a la desestabilizacién de microtitbulos, por lo que también tiene un papel
importante en el control del citoesqueleto. El miembro de 1a familia de las stathminas cuya
expresion resulta més abundante en el sistema nervioso central durante el desarrollo es Ia
proteina SCG10 (Morii et al., 2006). Esta proteina, que posee un dominio de unién a
membrana y es especifica de cerebro, desempefia un rol antagénico a las proteinas MAPs
convencionales. Su funcién es finamente modulada por dos serina/treonina quinasas,
MAPK y PKA, las cuales regulan su actividad por medio de fosforilaciones en 4 residnos
especificos (Antonsson et al., 1998). Por lo tanto, es un buen candidato para entender como
se regula el balance entre los factores que promueven el ensamblaje y desensamblaje de los
microtibulos, comportamiento conocido como mestabilidad dinigmica (Tataruk et al.,

2006).

Sin embargo, los microtibulos Yy sus proteinas asociadas no son los finicos
responsables de ejercer una accién asociada a la polarizacion celular, ya que también se ha
atribuido un rol importante a las GTPasas de Ia familia Rho, consideradas como las
proteinas maestras que controlan la polimerizacién y despolimerizacién de actina en todos

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




arreglos del citoesqueleto de actina en el citoplasma (Etienne-Manneville y Hall, 2002).
Estas proteinas son muy abundantes y se han descrito mas de 20 en mamiferos, siendo las
mas caracterizadas RhoA, Racl y Cdc42 (Arimura, 2003). Las cascadas de seffalizacidn
dependientes de las GTPasas pequefias, controlan la activacion y/o inactivacién de
numerosas proteinas quinasas, que modifican Ja actividad de las protefnas de unién a actina
(ABPs). Se ha descrito que en cultivos neuronales la activacién de Racl induce la
formacién de lamelipodios, la activacién de cde4?2 ia formacién de filopodios, y la de Rho

induce el colapso de las neuritas (Arber et al., 1998; Luo, 2000 y Yang et al., 1998).

Las ABPs controlan la estabilizacién, entrecruzamiento y empaquetado de los
filamentos de actina (Van Troys et al., 2008). Una de las principales integrantes de este tipo
de moléculas es la cofilina. Esta proteina, que depende de la via de sefializacién de Racl,
tiene actividad dinamizante de los microfilamentos de actina, Esta proteina se encuentra en
estado activo cuando esti desfosforilada, y se ha determinado que su funcién es vital para Ia
formacion de estructuras caracterfsticas compuestas por filamentos de actina en los conos
de crecimiento, en la parte distal de los procesos de las neuronas (Tomoyuki et al., 1999).
Esta proteina es modulada por la accién de LIMKI, Ia cual es capaz de fosforilarla en la
serina en la posicién 3, lo que desencadena Ia disminucién de su afinidad por los
microfilamentos de actina, permitiendo la reorganizacion del citoesqueleto de actina y la
formacién de lamelipodios (Yang ef al., 1998). A su vez, LIMK se encuentra rio abajo de
la cascada de sefializacién de CDKS, donde ésta #ltima es capaz de inactivar a PAK por

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




(Nikolic ef al., 1998). La figura 2 presenta un esquema de esta via de modulacién del

citoesqueleto de actina.

De esta forma, resulta-de fundamental importancia en la dinimica del citoesqueleto
de actina la razén enfre Ia cofilina activa / inactiva, asi como la capacidad de LIMK para
fosforilar a cofilina. En células PC12, se ha determinado que tanto cofilina como una
proteina cercanamente relacionada, el ADF (factor despolimerizante de actina), pierden
afinidad por actina en presencia de un agente inductor de la formacién de neuritas, como el
NGF (Mitsuharu et al., 2007). De esta forma, resulta interesante estudiar el efecto que
tendr la diferenciacion de las células N1E115 sobre Ia cantidad total y la razén de proteina

fosforilada / desfosforilada encontrada para Ias protefnas cofilina y LIMK,
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Figura 2: Proteinas involucradas en la via de sefializacién que regula la unién de cofilina a
actina. La activacién de CDKS5 por la proteina p35 es capaz de incidir finalmente sobre la actividad
de cofilina, proteina de union a actina que es capaz de aumentar su estabilidad por medio de su

fosforilacién por LIMK1 (Adaptado de Gupta et al., 2002).

Finalmente, otra proteina a estudiar, que ha resultado de especial interés durante los
Gltimos afios, es la proteina LISI. Inicialmente, fue descubierta por causar una severa
enfermedad al cerebro, la lisencefalia, debido a una mutacién puntual en el genoma. Sin

embargo, hoy en dia se sabe que participa en varios procesos de fundamental importancia
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para la célula. E! primero, se relaciona con el transporte de vesiculas a través de la célula,
ya que su funcién se encuentra asociada a la regulacion de Ia proteina dineina, el motor
molecular de los microtiibulos. Sin embargo, también se ha clasificado como una MAP no
convencional, ya que se ha descrito que tiene la capacidad de promover la polimerizacion
de microtﬁbqlos (Bielas et al. 2004). Ademds, se encuentra participando de manera clave en
otros eventos del ciclo celular, como lo son la morfogénesis, la divisién y la migracién
celular; de ahi surge su importancia y las consecuencias que se han observado cuando su

funcién se encuentra alterada.

En vista de los antecedentes presentados referentes a Ia importancia del
citoesqueleto en los cambios de morfologia observados durante el desarrollo de polaridad
neuropal, y la relevancia que ejercen durante este proceso las proteinas que modulan Ia
estabilidad, la elongacion y la dindmica de microtibulos y filamentos de actina, nos

planteamos a continuacién Ia hipétesis para este trabajo.
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4.-HIPOTESIS

Los cambios morfoldgicos desarrollados durante la diferenciacién neuronal de las
células NIE115 podrian ser inducidos por cambios en Ia expresion y 1la
fosforilacion/defosforilacién de proteinas moduladoras del citoesqueleto de microtitbulos y

actina.

3.- OBJETIVO GENERAL

Caracterizar fenotipicamente la linea celular N1E 115, analizando por medio de
técnicas inmunoldgicas la expresion de algunos grupos de proteinas que hemos considerado
importantes para la modulacién del citoesqueleto de microtibulos y los filamentos de
actina, enfre las que se encuenfran las proteinas asociadas a microtiibulos MAPIA,
MAP1B, MAP2, tau y LIS1; la stathmina SCG10 y la proteina CRMP2; las proteinas de
uni6n a actina (LIMK 1 y cofilina), y algunas de las enzimas que s¢ encuentran rio arriba de
ambas vias de sefializacion mencionadas anteriormente (DABI, CDKS5 y p35). Al mismo
tiempo, se analizard si las proteinas a estudiar sufren cambios de expresion durante el
desarrollo de polaridad, con el fin de encontrar nuevos marcadores de diferenciacién

neuronal,

13




5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.1.1 Establecer un método efectivo para la diferenciacién de Ia linea celular N1E 115,
Para ello, se eligieron 3 métodos (descritos en la literatira) que se han utilizado
efectivamentp para la diferenciacién de lineas celulares, que podrian determinar el
crecimiento de neuritas y el desarrollo de polaridad neuronal en células N1E 115. Estos
métodos incluyen el uso de suero suplementado con DMSO, 4cido retinoico o dibutiril
cAMP. Para determinar el compuesto capaz de generar patrones de diferenciacion mas
notorios, se realizaron mediciones morfométricas para cada uno de los métodos de
diferenciacién, y se comparé respecto a las células cultivadas en condiciones de

crecimiento normal.

5.1.2 Analizar los cambios morfolégicos dura;nte el proceso de diferenciacién
neuronal de células N115 por inmunofluorescencia. Se utilizé inmunofluorescencia para
la visualizacién del citoesqueleto de actina y de microtibulos en células diferenciadas ¢
indiferenciadas, por medio de faloidina conjugada a un fluoréforo y el anticuerpo
monoclonal confra a-tubulina, respectivamente. Se estudié los cambios morfolégicos
ocurridos durante la diferenciacién celular, la aparicién de nuevas estructuras
caracteristicas de neuronas, y los cambios mas notables ocurridos a nivel de microtiibulos y

filamentos de actina.
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5.1.3 Obtener marcadores moleculares que puedan dar cuenta de Ia diferenciacién
neuronal, por medio de la caracterizacién de la expresion diferencial entre ambos
estados de desarrollo. Para ello, se obtuvo extractos proteicos desde placas de cultivo con
células diferenciadas e indiferenciadas. Desde éstos, se analizé la expresién mediante
western blot‘ de proteinas de unién a microttibulos, involucradas en la modulacién del
citoesqueleto de actina, y protefnas presentes en vias de seffalizacion que se piensa juegan
un rol en la diferenciacién neuronal. En cada caso, se utilizd experimentos en triplicado
para los analisis estadisticos de las densitometrias, y se normalizé contra la proteina

constitutiva a-tubulina como control de carga.

5.1.4 Determinar cambios en los patrones de fosforilacién en proteinas que controlan
Ia dindmica del citoesqueleto de actina durante Ia diferenciacién neuronal. Para ello, se
analiz6 la expresion de proteinas moduladoras del citoesqueleto de actina cuya actividad se
encuentra sujeta a su estado de fosforilacién, como lo son cofilina y la proteina quinasa
LIMK1. Al igual que en el objetivo anterior, se analizé mediante densitometria la razén de
proteinas en estado fosforilado/proteina total, para ver c¢6mo la diferenciacion es capaz de

afectar la actividad dependiente de fosforilacién de dichas proteinas.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIALES

4

6.1.1 Lineas celulares

Se utilizé la linea celular NIE115, derivada de neuroblastos (cerebro) de ratén

(American Type Culture Collection: CRL-2263).

6.1.2 Reactivos quimices y de cultivo celular

Para el cultivo de lineas celulares se utilizé Medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) (Gibco), suplementado con suwero fetal bovino (HyClone), penicilina,
estreptomicina y fungizona (Gibco), y tripsina/EDTA 10X (Gibceo). Para experimentos de
diferenciacion celular, se wtilizé6 DMSO (Merck), acido retinoico (Calbiochem) y dibutiril
cAMP (Sigma). Las placas de cultivo y los tubos de centrifugacion utilizados fueron

adquiridos de Orange Inc.

Otros reactivos y productos quimicos de uso general utilizados durante el desarrollo
de este trabajo fueron provistos por TCL, Sigma, Calbiochem, Winkler ¥y Sudelab. Las

peliculas autorradiogréficas fueron provistas por FujiFilm (HR-U30) y el reactivo de ECL

fue provisto por Perkin Elmer.




6.1.3 Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: HM?2 anti MAP2 monoclonal y
anfi o-tubulina total monoclonal (Sigma); anti SCG10-BR (provisto por Dr. Gabriela
Grenninglohz Universidad de Lausanne) (Antonsson et al, 1998); anti CRMP2 (provisto
por Ph.D. Kozo Kaibuchi) (Arimura ef al., 2004); N-19 anti MAP1B, N-18 Anti MAPIA,
H-300 anti LIS1 , C-17 anti Tau, C-19 anti p35, H-103 anti DAB] y C-18 anti LIMK1
(Santa Cruz Biotechnology), anti cofilina y anti cofilina fosforilada (provisto por Dr, James

Bamburg) y anti LIMK fosforilado (Cell Signaling).

Los anticuerpos secundarios empleados fueron los siguientes: Anti-IgG de conejo y
ratoén acoplados a peroxidasa de rabano (HRP), de Jackson InmunoResearch Labs,y Anti-
IgG de cabra, acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP), de Santa Cruz Biotechnology.
Adicionalmente, para inmunocitoquimica se utilizé Anti-IgG de conejo y ratén Alexa Fluor
546 y 488, mds la tincién especifica contra filamentos de actina, Faloidina 546 y 488
(Molecular Probes).
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6.2 METODOS

6.2.1. Cultive Celular
La linea celular murina N1E115 fue crecida en medio DMEM suplementado con
10% FBS, 100 pg/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina, y cultivadas en placas

de cultivo de 100 mm a 37°C, en un incnbador con 5% de CO; y humedad controlada al

95%.

6.2.2. Induccién de diferenciacién neuronal

Células NIEI15 indiferenciadas fueron crecidas a una densidad de 8000 células/
cm’ en medio DMEM suplementado con 10% FBS durante 24 horas, y para inducir la
diferenciacién a un estado de tipo neurona, se cambié a medio de diferenciacién,
constituido por DMEM suplementado con 0,5% (v/v) de FES y 10 uM de 4eido retinoico, 3
mM de DBcAMP o 1,5% DMSO (v/v). Las células se dejaron crecer durante 5 dias,

cambiando cada 3 dias a medio fresco de diferenciacidn.
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6.2.3. Anilisis Biogquimico

Para el andlisis de proteinas totales de las células en sus estados diferenciados e
indiferenciados, se realizé extractos de proteinas desde placas de cultive de 100 mm. Para
ello, las célt(llas fueron lisadas durante 15 minutos en solucidn tampén de extraccién de
proteinas (Tris 20 mM pH 7,4; NaCl 100 mM; EDTA 1 mM; tritén X~100 1% e inhibidores
de proteasas PMSF 0,2 mM; Aprotinina 1 mM,; Leupeptina 1 mM y Pepstatina 0,2 mM).
Luego de centrifugar los extractos obtenidos a 14.000 RPM durante 15 minutos, se
recolectaron y se almacenaron con solucién de carga 1X, dejando una alicuota para la
medicién de Ia concentracién de proteinas por el método descrito por Bradford (1976). Si
bien en este ensayo se recomienda no utilizar detergentes, como el fritén X-IIOO, no se
observo problemas con la cuantificacion de proteinas a Ia dilucién utilizada, utilizando los

coniroles necesarios.

Los extractos proteicos fueron cargados en pgeles de poliacrilamida, a
concentraciones adecuadas para los pesos moleculares de las protefnas a estediar. Una vez
lograda la separacion de proteinas, éstas faeron transferidas a membranas de nitrocelulosa.
A continuacién, las membranas fueron bloqueadas en solucién de 5% de leche y PBS-
tween y posteriormente se incubaron por 1 hora o toda la noche con anticuerpo primario
(especifico para la proteina a analizar) y 1 hora con anticuerpo secundario (conjiugado con
HRP). Las membranas fueron incubadas con un sustrato para la peroxidasa que gi{enera una

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

filmes de autoradiografia. Para los andlisis densitométricos, se normalizaron las sefiales
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obtenidas contra la proteina de expresién constitutiva a~tubulina, como contro] de carga,

Para ver resultados estadisticamente significativos, se utilizé el test de stadent con p <0,05.

6.2.4 Inmunofiuorescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia fueron realizados segin protocolos descritos
por Gonzélez-Billault (2004). En resumen, los cubreobjetos que contienen las células
fueron fijados con una solucién de sacarosa 4% y paraformaldehido 4%, y luego las células
fueron permeabilizadas con solucién de tritén X-100 0,1% en PBS durante 5 minutos.
Posteriormente, se incubaron con PBS-BSA 5% (solucién de bloqueo) durante 1 hora a
temperatura ambiente o toda la noche a 4° C. Luego se procedi6 a incubar los cubreobjetos
con los anticuerpos primarios en solucién de PBS-BSA 1% durante 1 hora a temperatura
ambiente o toda la noche a 4° C, y luego de 3 lavados con PBS se incubaron de la misma
forma con los anticuerpos secundarios y tincién de Faloidina, cuando fuese requerido.
Después de 3 lavados con PBS se montaron en portachjetos utilizando el reactivo
FluorSave (Calbiochem), Finalmente, las células fieron visualizadas en el microscopio de

fluorescencia Zeiss Axiovert 200M, provisto de una cimara AxioCam HRn Zeiss.

6.2.5 Andlisis Morfométrico

Para ¢l procesamiento de las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia y
la realizacién del analisis morfométrico, que incluyen la medicién del cuerpo celular y la

3
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longitud de las prolongaciones neuriticas, se utilizaron los programas Axiovision Viewer
3.0 y el Zeiss LSM Image Browser. Las células utilizadas para realizar las mediciones
fueron escogidas al azar desde campos visuales en objetivo 40x, entre aquellas poblaciones

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

limites celulares (sobre todo en lo referido a la sobreposicién de las neuritas).




71.- RESULTADOS

7.1 Establecimiento de protocolo para la diferenciacién de la linea celulat: murina N1E
115,

Como la linea murina NIE 115 es uno de los modelos frecuentemente usados para
Ios estudios de la diferenciacién neuronal, existe un protocolo descrito que permite inducir
su diferenciacién hacia un fenotipo celular tipo neurona (Clejan et al., 1996). En este
tralf;ajo se prob6 ofros métodos, los cuales varian tanto en su efectividad en cuanto a los
cambios morfoldgicos, asi como en su incidencia en la sobrevida de Ia célula, ya que
algunos de estos métodos resultan demasiado dafiinos y pueden originar la activacion de
rutas apoptéticas (Kruman et al, 1993). Debido a ello, se eligiecron 3 métodos de
diferenciacion distintos, descritos en Ia literatura para esta linea celular o para otras lineas
celulares (Kruman et al., 1993; Mao et al., 2000; Mufioz et al., 2000), y se evalud entre
aquellos que permitieran obtener los mejores patrones de diferenciacion, ademés de que

aseguren la supervivencia de los cultivos durante el mayor tiempo posible

La figura 3 muestra el nivel de diferenciacién obtenido con cada uno de los métodos
ensayados, por medio de imagenes de inmunofluorescencia. En el cultivo confrol,
mantenido en condiciones dptimas de crecimiento, las células crecen en forma rdpida,
alcanzando la confluencia de la placa de cultivo. Entre los compuestos utilizados para Ia
diferenciacién, el DMSO y el DBcAMP generaron una aparente baja en la division celular,

la que se correlaciona con una tardanza para llegar a la confluencia en las placas de cultivo.
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Figura 3: Prueba de diferenciacién de cultivo de células N1E 115 con 3 métodos
diferentes. Para visualizar la morfologia celular, se tomaron imédgenes de microscopia de
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo contra a-tubulina. A, cultivo de células en
condiciones de crecimiento normales {(medio de cultivo DMEM con 10% FBS). B, células
crecidas en medio DMEM 0,5% FBS con 10 pM de 4cido retinoico durante 5 dias. C,
células crecidas en DMEM 0,5% FBS con 1,5% de DMSO durante 5 dias. D, células
crecidas en DMEM 0,5% FBS con 3 mM de DBcAMP durante 5 dias. La barra blanca

equivale a 20 pm, y las imagenes fueron tomadas en el objetivo 63x.
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Sin embargo, si bien el 4cido retinoico es capaz de aumentar la cantidad de neuritas
en las células luego de 5 dias de cultivo, este aumento no resulta estadisticamente
significativo (figura 4A), y o se observaron los patrones caracteristicos asociados al

desarrollo de polaridad en los cultivos tratados. .

Por otro lado, los tratamientos con DMSO y con DBcAMP fueron capaces de
generar patrones de diferenciacién, ya que un alto porcentaje de las células fueron capaces
de desarrollar neuritas en una cantidad muy superior a la observada en Ia condicidn control
y las células tratadas con 4dcido retinoico (resultados estadisticamente significativos, figura
4A). Sin embargo, el DMSO presenté la desventaja de no generar un desarrollo parejo para
todas las células, es decir, se observé poblaciones de células que extendian neuritas y
presentaban polaridad, mientras que otras poblaciones se vieron mucho menos
desarrolladas (diferenciacién incompleta), donde incluso muchas‘siguieron dividiéndose en
forma activa. Tal como se observa en la figura 3, en la placa de cultivo tratada con DMSO
se observan células diferenciadas e indiferenciadas en el mismo campo visual, dando
cuenta que células que se encuentran en condiciones de cultivo equivalentes no reaccionan

de la misma forma ante este tratamiento.

Para definir un pardmetro de diferenciacion de las células, se adopté como criterio Ia
elongacién de neuritas con una longitud mayor a dos dimetros de la célula (Oh et al.,

2006), el cual tiene una longited de aproximadamente 15 pm. En base a esto, se realizaron

mediciones para establecer qué porcentaje de las poblaciones de neuroblastos efectivamente




se diferencid (figura 5). Los cultivos tratados con DMSO y DBcAMP fueron capaces de
inducir a las células a diferenciarse en forma efectiva respecto al control, sin embargo, el
DBcAMP resulto ser el agente capaz de generar células con neuritas mas Iargas, mayor
namero de neuritas por célula (pricticamente todas las células extienden neuritas de
variados wmaﬁos) y un porcentaje de la poblacion diferenciada muy superior al observado

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

utilizar el DBcAMP.
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Figura 4: Nivel de induccién del crecimiento de neuritas luego de aplicar tratamientos de
diferenciacién. Al comparar los tres tratamientos aplicados a los cultivos en relacion a las céhulas
crecidas en forma normal, se ve un aumento en la cantidad de prolongaciones neuriticas con los
tres tratamientos, donde resaltan los resultados observados para los tratamientos con DMSO y
DBcAMP, que fiueron capaces de aumentar en forma significativa la cantidad de neuritas
observadas en relacién a la condicion de cultivo control (A), asi como también aumentd en forma
considerable la longitud total de las neuritas (B). Ademés, estos dos tratamientos resultaron. Para
las mediciones, se tomé un nimero de 70 células para cada caso. El asterisco indica que el

tratamiento resulté estadisticamente significativo (prueba test de student, con p < 0,05).
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Figura 5: Cuantificacién de la diferenciacién obtenida con los tratamientos aplicados. Para ver
cual de los compuestos actiia como mejor agente diferenciador, se procedié a medir 1a Iongitud de la
neurita mas larga para 80 células para cada caso (A). En base a estos datos, se calculé el porcentaje
de células cuyas neuritas se extendian més alld de 2 didmetros celulares (B). Los compuestos
capaces de diferenciar a las células resultaron ser el DMSO y el DBcAMP, siendo éste tiltimo capaz
de diferenciar a la gran mayoria de la poblacién celular. Para las mediciones, se tomé un mimero de

70 células para cada caso. El asterisco indica un resultado estadisticamente significativo (prueba test

de student, con p <0,05).
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7.2 Cambios producidoes en el citoesqueleto durante el proceso de diferenciacién.

Por medio de inmunocitoquimica, se observé los cambios observados durante la
diferenciacién en células colocadas en placas con cubreobjetos crecidas durante 5 dias, Para
ello, se utilizé un anticuerpo contra a-tubulina para ver los cambios en los microtibulos. La
figura 6D muestra en escala de grises como se despliegan las redes de microtibulos
alrededor del cuerpo celular, y se extienden hasta el extremo de las prolongaciones
neuriticas, formando parte también de las ramificaciones secundarias encontradas en las
neuritas. Comparativamente, los haces de microtiibulos observados en la figura 6A som
reducidos y se hayan distribuido equivalentemente a través de toda la célula, en las cuales

no se aprecian prolongaciones neuriticas.

Por ofro lado, gracias a la tincién con faloidina marcada especifica para filamentos
de actina (F-actina), se pude observar una gran cantidad de manojos de filamentos a través
de toda la célula diferenciada (6F), incluido en las ramificaciones neuriticas primarias y
secundarias. Sin embargo, la mixima concentracién de F- actina se encuentra en la parte
distal de Ios procesos neuriticos, en una estructura caracteristica observada en neuronas
hipocampales diferenciadas, que componen los conos de crecimiento (figura 6E, marcado
con ﬂecl:;as blancas). Ademds, también se encuentra una localizacién prominente de actina

en el citoplasma periférico del cuerpo celular, tanto en células diferenciadas como

indiferenciadas (puntas de flechas blancas). Estos corresponnden a lamelipodios,
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conformados por fibras de actina entrecruzada, y filopodios, formados por manojos de

fibras de actina (Luo, 2002).
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Figura 6: Variaciones en el citoesqueleto celular producto de la diferenciacién.
Inmunocitoquimica conira el citoesqueleto de microtiibulos (A y D) y actina (B y E) para células
indiferenciadas (A, B y C) y células diferenciadas (D, Ey F). Las flechas blancas indican una

concentracién de filamentos de actina localizados en los conos de crecimiento de las neuritas en

células diferenciadas, y las puntas de flechas blancas ‘corresponden a lamelipodios, que se
encuentran en células diferenciadas y no diferenciadas. Cy F, Sobreposiciones de A con ByDcon
E, respectivamente (a-tubulina en rojo, F-actina en verde). La barra indica una longitud de 20 pm.

Imagen tomada en el microscopio de flurescencia Zeiss Axiovert 200M, con el objetivo 63X.

7.3 Caracterizacién fenotipica de la linea N1E 115 y cambios en Ia cantidad de

proteinas producto de la diferenciacién.

A pesar de que la linea celular N1E 115 es interesante y muy utilizada en materia de
polaridad neuronal, ain no se ha descrito en forma minuciosa que proteinas relacionadas a
la diferenciacion neuronal son expresadas en esta linea celular. De esta forma, se ha
tomado como uno de los objetivos de este trabajo explorar qué proteinas pueden expresarse
en condiciones de cultivo normal, y estudiar si existen diferencias significativas cuando son
inducidas a diferenciarse, para de esta manera dar cuenta de marcadores moleculares de

diferenciacion neuronal.
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Debido a que los cambios morfologicos desarrollados durante la diferenciacion
neuronal son en gran parte responsabilidad del citoesqueleto celular, nos enfocaremos en
este trabajo a estudiar los grupos de proteinas que consideramos mds importantes en

relacion a la modulacitn de los microttibulos y los filamentos de actina.

7.3.1 Proteinas asociadas a microtibulos (MAPs).

Hemos considerado en este trabajo el estudio de esta familia de proteinas, por ser la
principal reguladora del citoesqueleto de microtibulos, fundamentindonos en la amplia
evidencia de que este tipo de proteinas son claves para los procesos de migracién y
desarrollo de polaridad (Vallee, 1990). Las importantes funciones relacionadas a este grupo
de proteinas se asocian a la modulacién de Ia estabilidad dindmica de los microtitbulos,
para de esta forma, permitir los movimientos de expansién y retraccién que naturalmente se
Hevan a cabo en la célula neuronal, como parte de su proceso de maduracién (Tanaka y
Sabry, 1995). Dicha modulacion va asociada a cambios en la formacion y estabilidad de los
microttbulos, y también incluye a los filamentos de actina (Rivas et al., 1995). Es por ello
que se quiso estudiar si los cambios morfolégicos y fisioldgicos producto de la
diferenciacion celular son capaces de alterar la cantidad de proteinas asociadas a
microtibulos. Estos anlisis se hicieron por medio de western blot de extractos de células
diferenciadas e indiferenciadas (figura 7), y posteriormente se hizo una densitometria a las
bandas resultantes para evaluar si el cambio observado resulta significativo (experimentos

en triplicado, con prueba de significancia test de student, con p< 0,05).
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La figura 7A muestra un aumento significativo para la proteina MAPIB, proteina
que ha sido identificada como la primera en expresarse durante el desarrollo del cerebro, a
Ia cual se le atribuye un rol fundamental en el proceso de establecimiento de la polaridad
neuronal (Gonzalez-Billault et al., 2004). En su densitometria respectiva (figura 7B), se
puede apreciar un aumento cercano al doble de Ja cantidad total respecto a la condicién
indiferenciada, lo que evidencia que podria existir un aumento de la expresion asociada

directamente al proceso de diferenciacion.

La proteina MAP2 posee un comportamiento similar al observado para MAP1B
(figura 7C), cuya expresién aumenta producto de la diferenciacién neuronal. Sin embargo,
la densitometria da cuenta de que este cambio no es tan dristico como el observado para

MAPIB (figura 7D).

Otra proteina MAP que estd muy relacionada estructural y funcionalmente a
MAPIB, es la proteina MAP1A, Esta también posee la capacidad de estabilizar los
microtibulos, pero se expresa en forma mas activa en neuronas maduras y se localiza
preferentemente en dendritas (Halpain y Dehmelt, 2006}. En Ia figura 7E se muestra un
aumento de la expresion de esta proteina durante la diferenciacién, mientras que en la
densitometria de la figura 7F, se observa un aumento de cerca del 50% respecto a la

cantidad encontrada en células indiferenciadas.

La proteina tau también pertenece a la familia de las MAPs, pero posee un tamafio

notablemente inferior al de las proteinas revisadas anteriormente, y se han descrito 6
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isoformas originadas por splicing alfernativo (Smith, et al., 1995). Sin embargo, el
anticuerpo utilizado reconoce solo 1 isoforma de la proteina total en extractos de raton. En
la figura 7G se observa como la proteina tau también anmenta en cantidad respecto a la
diferenciacion neuronal, al igual que todas las MAPs objeto de este estudio, en un

porcentaje cercano al 50% (figura 7H).

De esta manera, se evidencia un rol de importancia de las proteinas MAPs
convencionales durante la diferenciacion neuronal de la linea N1E 115, ya que todas
experimentaron aumentos entre el 50 al 100% durante el proceso de diferenciacion en la

linea celular N1E 115, Todos los ensayos de western blot se hicieron en triplicado.
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Figura 7: Niveles de expresién para las proteinas MAPs al inducir diferenciacién celular, En
el panel se muestran los western blots para las proteinas MAP1B (A), MAP2 (C), MAP1A(E) y tau
(G), con sus respectivas densitometrias (B, D, F y H). El carril marcado con la letras o corresponde

a extracto de cerebro de ratén {control positivo), los carriles marcados con la letra ¢ son extractos de

-

células control (indiferenciadas) y los carriles con la letra d corresponden a extractos de células
diferenciadas. El (*) indica cambios significativos para experimento en triplicado (test de student,

p<0,05).

7.3.2 Otras proteinas que se asocian a microtibules:

Si bien se sabe que las protefnas MAPs son de importancia clave para el desarrollo
del cerebro, no son las dnicas protefnas que son capaces de unirse y modular al
citoesqueleto. Ultimamente, se ha obtenido evidencia suficiente para confirmar la presencia
de varias ofras proteinas capaces de unirse a microtibulos. Entre las proteinas MAPs no
convencionales, encontramos a LISI, que tiene importantes funciones asociadas con el

correcto desarrollo del cerebro, y Ia proteina doblecortina,

La proteina LISI participa en varios procesos celulares, Adicionalmente a su papel
como profeina asocia'da a microtiibulos, participa en el transporte de vesiculas, por medio
de su interaccién con dineina. Durante Ia diferenciacién neuronal de la linea NIE 115, se
observé una leve disminucion en su abundancia total en la célula (figura 8A), que si bien no

resulté ser significativa, tuvo una disminucién de cerca del 20% (figura 8B). Resulfa
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interesante que mientras todas las proteinas MAP aumentan su expresion durante la

diferenciacion, la de LIS1 parece mantenerse constante o reducir levemente su expresién,

La funcién de la proteina CRMP2, que no se ha definido como parte de la familia de
las MAPs, también resulta importante de estudiar, ya que a diferencia de las proteinas
MAPs convéncionales, esta posee un motivo de unién a heterodimeros de tubulina. En la
figura 8C se observa como esta proteina experimenta una leve alza en Ia cantidad neta en
células diferenciadas, que podria indicar que existe un aumento de Ia sintesis dependiente
del desarrollo de polaridad. Este aumento de expresién resulta ser significativo para un

experimento en friplicado (figura 8D).

Finalmente, se estudié una proteina que se asocia a microfibulos, pero que posee
una actividad opuesta a la de las proteinas MAPs. Las stathminas son una pequefia familia
de proteinas, donde SCG10 es la de mayor expresién en las etapas iniciales del desarrollo
del cerebro. En la figura 8E se aprecia que esta proteina disminuye su expresién durante el
proceso de diferenciacién neuronal a casi la mitad de la cantidad relativa a las células
indiferenciadas. Es por ello que se podria inferir que esta proteina podifa perder
importancia una vez que la polaridad ya se ha establecido en la célula, donde podrian jugar

mayor importancia las proteinas estabilizadoras de microtibulos sobre las

desestabilizadoras.
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Figura 8: Niveles de expresién para proteinas de unién a microtibulos durante Ia
diferenciacién. A, western blot contra la proteina LIS1, yen B se grafica la densitometria para el
experimento en triplicado. C, western blot contra la proteina CRMP2, y en D, la respectiva
densitometria para el experimento en triplicado El carril marcado con la letras n corresponde a

extracto de cerebro de ratén (control positivo), los carriles marcados con la letra ¢ son extractos de
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células control (indiferenciadas) y los carriles con la letra d corresponden a extractos de células
diferenciadas. A los resultados de las densitometrias (figura 8 B, D v F) se les realizé el test de
student, para determinar cambios significativos para la expresién de las proteinas en estados

diferenciade y no diferenciado (p< 0,05). El (*) indica cambios estadisticamente significativos.

-

7.3.3 Proteinas de sefializacion involucradas en diferenciacién neuronal

Una vez realizado el estudio de proteinas efectoras que modulan la estabilidad y 1a
dinamicidad de los microtibulos, durante este objeiivo nos centraremos en el analisis de
proteinas de vias de transduccion de sefiales descritas con papeles importantes en Ia

polaridad neuronal.

Una de las enzimas més versétiles que se ha asociado a varias funciones celulares y
de desarrollo de polaridad en neuronas, es la proteina quinasa dirigida por prolina, CDKS.
Se ha descrito que tiene un rol importante en la fosforilacién de moléculas asociadas al
citoesqueleto de microtibulos, principalmente (Ohshima et al, 1996). Es por ello que
resulia interesante ver si existe un cambio en la abundancia de esta proteina asociado al

proceso de diferenciacién y al aumento de expresion de las proteinas MAP.
La figura 9A da cuenta de que la cantidad de CDK5 no varfa. durante la

diferenciacién neuronal, para un experimento en triplicado. Si bien por densitometria se

aprecia un Jeve aumento, no resulta estadisticamente significativo (figura 9B). La actividad
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de la proteina CDKS estd muy asociada a Ia abundancia de sus proteinas activadoras, p35 y
p39. Es por este hecho que también se quiso estudiar si la abundancia de una de estas
moléculas activadoras se ve alterada durante la diferenciacién neuronal. En la figura 9C, se
estudio si existe una variacion en la cantidad de p35, que no resulta ser significativo para un
experimento en triplicado. Las explicaciones para este par de resultados pueden ser muy

amplias.

Otra molécula sefializadora importante es la proteina adaptadora DAB1. Se ha
determinado que es una protefna citoplasmética que se expresa en muchos tipos de
neuronas, y se ha postulado que participa directamente en la via candnica de reelina, un
factor extracelular relacionado principalmente con la migracion celular (Howell et al,
1999). Se ha descrito como un factor rio arriba de la via de sefializacién moduladora del

citoesqueleto de actina.

En respuesta a la diferenciacién inducida por DBcAMP, resulta dramdtico el
cambio observado en la abundancia de la proteina DABI, cuyo aumento es de
aproximadamente 5 veces mayor respecto al control durante el desarrollo de polaridad
(figura 9F), resultado que podria ir asociado al comportamiento del citoesqueleto de actina

observado durante el procese de diferenciacion neurona.

40




Arbltrary units

0,5 4

p35 | 351D

B 50 kD

o-tub =

Arbitrary units

%

80 kD

Arbitrary units

50kD

d

Figura 9: Cambios en la abundancia de tres proteinas sefializadoras del proceso de
diferenciacién neuronal durante el desarrollo de neuritas en NIE 115. A y C, niveles de
expresion de las proteinas CDKS5 y su activador p35, antes y después del proceso de diferenciacién

celular, con sus respectivas densitometrias (B y D). En E, se muestra el aumento en Ia expresién de
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la proteina adaptadora DABI en respuesta a la diferenciacién neuronal, Su densitometrfa en F da
cuenta de un aumento significativo cercano al 500 %. El carril marcado con la letras n corresponde
a extracto de cerebro de ratdn {control positivo), los carriles marcados con la letra ¢ son extractos de
celulas control (indiferenciadas) y los carriles con la letra d corresponden a extractos de células
diferenciadas. A los resultados de las densitometrias se les realizd el test de student (p< 0,05), para
determinar cambios significativos, donde el asterisco representa un cambio significativo referente al

proceso de diferenciacién neuronal.

7.4 Estudio de las modificaciones post traduccionales y cambios en la localizacién

subcelular de proteinas durante la diferenciacién neuronal.

Si bien durante los experimentos anteriores los objetivos se enfocaron al estudio de
la variacion neta de las protefnas totales durante Ja diferenciacién neuronal, es importante
recalcar que, si bien la abundancia de una proteina es importante, también hay otros
factores que resultan clave para su funcionamiento, como la actividad que presentan luego
de modificaciones post traduccionales, asi coﬁm también la localizacién subcelular
especifica donde ejerceran su funcién. En base a esto, los siguientes objetivos se enfocarin

en determinar cambios en el primero de estos puntos.

7.4.1 Proteinas de sefializacién y efectoras que modulan el citoesqueleto de actina:

5

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

proteinas cofilina y LIMK1, que son las moléculas que se encuentran rio abajo en Ia via de




sefializacion que modula el citoesqueleto de actina. Para ello, se analizé los niveles de

expresion de cada una de estas proteinas en respuesta a la diferenciacién neuronal.

Adicionalmente, como su actividad depende del nivel de fosforilacién que
experimentexll, también se analiz6 el cambio en los patrones de fosforilacién de estas
protefnas, por medio de anticuerpos que reconocen epitopos fosforilados, para de esta
forma, ver cambios de actividad al realizar los andlisis de proteina fosforilada/proteina
total. Este estudio se representa en la figura 10A, donde se muestra la abundancia de
LIMK1 fosforilado y LIMK1 tofal durante el proceso de desarrollo de diferenciacion. En la
figura 10B, se muestra la densitometria que de cuenta de que no existen cambios
significativos para ambos casos, aunque da cuenta de que existe una leve disminucién de la

actividad de LIMK durante la diferenciacion.

La ofra proteina en estudio, de bajo peso molecular y con capacidad de unirse a
actina, es Ia cofilina. En el desarrollo de este trabajo, notamos que durante el proceso de
diferenciacion se observa una notable disminucién de la abundancia relativa para su forma
fosforilada, asi como también disminuye la cantidad de proteina total en la célula (figura
10C). La densitometria respectiva indica que la actividad de cofilina disminuye
drasticamente en las células diferenciadas, cambio que resulta significativo para ambos

estados para experimentos en triplicado (figura 10D),
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Estos resultados indican que si bien las variaciones en la abundancia neta de las
profeinas suele ser importante, la medicién de los cambios de actividad por fosforilacién
muestra de forma més cercana el comportamiento real de las proteinas, cuya funcién se
puede encontrar fuertemente modificada por cualquier tipo de modificacién post

traduccional.
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Figura 10: Niveles de expresién y cambios en los patrones de fosforilacion para las proteinas
LIMK y cofilina durante el proceso de diferenciacién, A, western blot para la proteina LIMK
fosforilada y LIMK. En B, se muestra la densitometria referente a la razén entre la proteina LIMK
fosforilada y LIMK total, para un experimento en triplicado, C, Western blot contra la proteina
cofilina fosforilada y cofilina total. D, grafico definido a partir de Ia densitometria del experimento
C en triplicado, que da cuenta de la razon entre la proteina cofilina fosforilada y Ia cofilina total, El
carril marcado con la letras n corresponde a extracto de cerebro de ratén, los carriles marcados con
la letra ¢ son exiractos de células control (indiferenciadas) y los carriles con la letra d corresponden
a extractos de células diferenciadas. Los resultados de las densitometrias fueron analizados

mediante el test de student (p< 0,05), para determinar cambios significativos, donde el asterisco

representa un cambio significativo referente al proceso de diferenciacién neuronal.




8.- DISCUSION

8.1 Establecimiento de un método efectivo para la diferenciacién de la linea celular

NIE 115.

Debido a que todos los objetivos propuestos en esta memoria se basan en la
efectividad de este primer objetivo propuesto, se puso particular énfasis en la validacién de
este punto, que hace referencia a que la linea N1E 115 es un tipo celular que se diferencia
en forma efectiva y que experimenta cambios morfoldgicos severos con un tratamiento

simple que toma alrededor de 5 dias.

Sin embargo, no resulté sencillo establecer dicho método de diferenciacién. El
activo proceso mitédtico (las células se dividen cada 12 horas aproximadamente) y la gran
capacidad de soportar condiciones de estrés observado para esta linea celular (capaz de
sobrevivir varios dias en un medio carente de suero), hicieron que algnnos de los métodos
tradicionales usados para diferenciar neuroblastos no funcionaran efectivamente, como lo

son la deprivacion de suero y ¢l tratamiento con acido retinoico.

Segin los resultados obtenidos en este trabajo, se puede afirmar que los cultivos
celulares de N1E 115 fueron capaces de diferenciarse en 2 de los tratamientos usados, La
diferenciacién inducida por DMSO se debe a una respuesta inducida por una condicién de

estrés, donde se ha observado que una concentracion del 2% de este compuesto en el medio
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de cultivo es capaz de generar el desarrolio de neuritas en células N1E 115 (Kruman et al.,
1993), mientras que el uso de concentraciones superiores de DMSO desembocan en la
muerte de gran parte de la poblacion celular.

Por ofro lado, el dibutiril cAMP (andlogo de AMP ciclico), es una molécula capaz
de ingresar a la célula a través de la membrana plasmatica, y activar las vias dependientes
de cAMP. Esta puede ser la razoén que convierte al DBcAMP en un mejor compuesto
diferenciador, ya que se observo que es capaz de permitir que la mayor parte de las células
se diferencien en forma equivalente (cerca del 80% elongé neuritas mayores a dos
didmetros celulares, figura 5) al interior de la placa de cultivo, a diferencia del DMSO, que
sblo es capaz de diferenciar a ciertas poblaciones celulares que podrian estar mds
susceptibles que otras frente a sefiales externas (como células en baja densidad local). Este
punto implica una gran importancia sobre los resultados del trabajo desarrollado, ya que los
estudios realizados incluyen la deteccién inmunoldgica de proteinas desde poblaciones
totales de células, y por lo tanto, para ser capaces de detectar diferencias entre los estados
diferenciados y no diferenciados se requiere que altos porcentajes de las células hayan
desarrollado polaridad. Adicionalmente, la diferenciacion con DMSO no ocurre antes de 5
6 6 dias en presencia del compuesto, mientras que el DBcAMP es capaz de inducir neuritas
desde el segundo dia, y se pueden ver células diferenciadas desde el tercer dia. Una
explicacion para este hecho, puede ser que el DBcAMP, al ser un andlogo de cAMP,
ingresa a la célula y puede activar las rutas asociadas a fa diferenciacién celular en forma
instantanea. Un aumento de cAMP ha sido descrito para diferenciacion de varias lineas

durante el proceso de diferenciacion celular, a 1a cual se asocia la activacion de varias vias
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dependientes de cAMP, entre las que se destaca la via de la MAPK. (Deng et al., 2001;

Bang et al., 1994, Thomas et al., 2000).

8.2 Cambios producidos en el citoesqueleto durante el proceso de diferenciacion.

Durante este frabajo se demostré que la linea murina N1E 115 es capaz de
desarrollar un mecanismo de polarizacién muy similar al descrito en neuronas. Al segundo
dia en presencia de un agente diferenciador, se observa una induccidn del crecimiento de

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

celular.

Por otro lado, por medio de inmunacitoquimica se observd Ia formacion de drasticos
cambios morfoldgicos a nivel del citoesqueleto, donde se tejen verdaderas redes de
miicrotibulos a través de todo el cuerpo celular y hacia la punta de las neuritas.
Adicionalmente, la tincién de faloidina permitié observar los microfilamentos de actina,
distribuidos a través de toda la célula, dejando ver en la parte distal de las neuritas una
particular concentracion de F-actina, en estructuras llamadas conos de crecimiento, muy

particulares de neuronas con desarrollo de polaridad.
Todas estas similaridades a nivel estructural, permiten comparar estas células

diferenciadas con neuronas jovenes en etapa 3 (o 3 tardia), porque si bien poseen el

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

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

8.3 Caracterizacibén fenotipica de la linea N1E 115 y cambios en la cantidad de

proteinas producto de la diferenciaciéon

8.3.1 Proteinas asociadas a Microtiibulos (MAPs):

Al analizar los resultados obtenidos en este objetivo, es coherente asociar el
aumento de las proteinas asociadas a microtibulos tanto a la abundante literatura existente
{Brugg y Matus, 1988), como también a lo esperado morfolégica y funcionalmente, pues
las MAPs se encueniran entre los factores moleculares claves para los cambios en la
estructura del citoesqueleto durante el desarrollo de polaridad, en lo referide a la
estabilizacion de los microtibulos que nacen desde el cuerpo celular y culminan en la punta
de las neuritas, y en asociacion a la dinamicidad que se requiere para los cambios de forma
y el desarrollo de nuevas prolongaciones celulares. Algunas de las MAPs presentan
semejanzas a nivel estructural, como también algunas de sus funciones celulares pueden ser
redundantes (Di Tella ef al, 1996). Sin embargo, otros estudios apuntan al estudio de la
ausencia de un par de estas proteinas para ver los efectos en conjunto que pueden acarrear.
Es asi como en ratones knock out para MAP1B, se ha estudiado el efecto de la transfeccion
de RNAs antisentido contra las proteinas tau o MAP2, dando cuenta de que los defectos
morfolégicos tienen distinta severidad, lo que puede dar cuenta de que algunas proteinas

pueden tener funciones redundantes (Gonzilez-Billault et af, 2002b). Por medio de estas
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aproximaciones, se puede dar cuenta también de funciones sinérgicas en el desarrollo de

polaridad y elongacion axonal in vitro.

Las MAPs también difieren temporalmente, en sus niveles de expresion, asi como
también en su localizacion. Es asi como MAPIB es la primera MAP en expresarse durante
el desarrollo del sistema nervioso, mientras que MAP2 lo hace posteriormente. Y mientras
la primera se localiza a lo largo de toda la célula, MAP2 lo hace preferentemente en las
dendritas. De esta forma, si bien se pueden asociar funciones en comiin, también existe una
tendencia a la complementacion entre las diferentes proteinas (Goold y Gordon-Weeks,
2001). Esto puede dar cuentz que mientras algunas posean un rol importante para el
desarrollo de polaridad, otras puedan ver una funcion més asociada a la mantencion de la

polaridad que a la iniciacion misma del proceso.

8.3.2 Otras proteinas que se asocian a microtibulos:

En este trabajo resulta interesante analizar a la proteina LIS1, que se ha descrito
como una proteina capaz de unirse a microtibulos, entre varias ofras funciones que se le
han asociado (Bielas et al. 2004). Sin embargo, a diferencia de las otras MAPs, se encontro
una disminucién en su expresion durante el proceso de diferenciacion. Este hecho ya fue
descrito en el neuroblasto humano SH-SY5Y, donde se reportd una disminucién en su

expresién al ser tratadas con 4cido retinoico, trabajo donde ademds se postuld que su

funcién no se relacionaba directamente con la diferenciacion neuronal, sino mas bien con la




migracion celular, a fravés de una interaccién con otra proteina MAP, la doblecortina

(Messi et al, 2008).

La CRMP2, proteina que tiene un dominio de unidn a heterodimeros de tubulina,
también ha sido descrita como una proteina con un rol importante en polaridad, ya que su
sobreexpresion es capaz de generar neuronas con miltiples axones (Inagaki ef al., 2001), y
su transfeccion en neuroblastos es capaz de inducir el crecimiento de neuritas (Arimura et
al., 2005). El rol de esta proteina tiene que ver con el transporte de dimeros de tubulina
hacia el extremo distal del ax6n, por medio de su interaccion con la proteina kinesina-1
(Kimura et al, 2005). De esta forma, su aumento va relacionade a un mayor
desplazamiento de materia prima para el crecimiento de los microtibulos, desde el cuerpo

celular hacia los conos de crecimiento de las neuritas.

Finalmente, la ltima proteina asociada a microtiibulos estudiada en este trabajo
fue Ia SCG10. Perteneciente a la familia de las stathminas, posee una foncién asociada al
aumento de la dinamicidad de los microtibulos, y su actividad se haya determinada por la
fosforilaci6n en 4 residuos de amino4cidos bien descritos (Antonsson et al., 1998). Si bien
su participacion durante la diferenciacion neuronal estd bien descrita (Morii et al, 2006),
esta alin no es completamente clara. Se ha estudiado esta proteina en célnlas PC12, donde
la diferenciacién inducida por NGF fue capaz de aumentar su expresion, mientras que la
diferenciacién dependiente de DBcAMP no lo hizo (Stein ef al., 1988), lo que indica que el
proceso de diferenciacién por si mismo no es capaz de inducir su expresion. A pesar que su

rol fisiologico ha sido bastante estudiado en neuronas hipocampales, los mecanismos que
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regulan su expresién resultan complejos e involucran mecanismos de control post-
transcripcionales, que pueden ir asociados también a su correcta localizacién (Hannan et

al., 1996).

8.3.3 Proteinas de sefializacién involucradas en diferenciacién neuronal

Entre las proteinas sefializadoras involucradas en diferenciacion, el complejo
CDKS5/p35 posee un rol esencial para el crecimiento de neuritas y diferenciacion neuronal.
Su rol se basa principalmente en la modulacién de proteinas del citoesqueleto especificas
de neuronas, lo que podria indicar que la expresion de estas proteinas puede estar siendo-
regulada durante la diferenciacion neuronal (Ohshima et al, 1996). Sin embargo, entre los
resultados obtenidos no se logra observar un cambio significativo en la expresion de CDKS
ni su activador p35. En literatura, se ha descrito que CDKS5 no presenta cambios
significativos en su expresion durante la diferenciacion neuronal (Yan y Ziff, 1995), pero si
se han detectado cambios en su actividad durante la diferenciacion dependiente de NGF en
cétulas PC12 (fosforilacién de CDKS5). Esto demuestra que los cambios post-traduccionales

de proteinas pueden resultar tan importantes como los cambios de expresién (Yan y Ziff,

1995; Harada et al, 2001).

Por otro lado, $e esperaba que la expresion de p35 aumentara frente a la activacion

de CDKS5, y de esta forma, pudiera dar cuenta de la activacidn de la proteina CDKS5. Se ha

descrito que p35 aumenta rdpidamente su expresion durante las primeras 48 horas después




de la diferenciacién, y posteriormente se reduce drasticamente a niveles basales en PC12
(Harada ez al., 2001). De esta forma, p35 podria ser una sefial de diferenciacién temprana, y
cuando las células se inducen hacia un estado diferenciado, ésta podria ser encontrada ya .
en niveles normales. Adicionalmente, CDK5 también puede ser activado por la proteina
P39, lo que puede dar cuenta de una suerte de redundancia entre las funciones de p35 y p39
Ko etal, 2601). Otra explicacion para este hecho podria ser que ¢l uso de neuroblastos no
es un modelo completamente equivalente a las neuronas, puesto que son células

modificadas y con un ¢iclo celular acelerado.

Otra proteina sefializadora importante es DABI. Ha sido ampliamente estudiada
por su rol asociado a la via canénica comandada por la sefial extracelular reelina, v se ha
estudiado el efecto de la ausencia de DABI en nevronas, fenémeno que genera un fenotipo
similar al descrito para mutantes para reelina (Howell ef al., 1998). El notable aumento de
la protena adaptadora DAB1 durante 1a diferenciacién neuronal en NIE 115, es
concordante con resultados descritos en la linea celular P19, donde se obtienen un aumento
significativo de la expresion y tirosinacion de esta proteina luego de 5 dias de
diferenciacién con 4cido retinoico, donde ademss se determiné que DABI1 es importante
para el crecimiento de neuritas (Howell et al., 1997), por lo que se sugiere que corresponde

a una molécula transductora de sefiales clave para el proceso de diferenciacion neuronal.
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8.4.1 Proteinas de sefializacién y efectoras que modulan el citoesqueleto de actina.

Durante el proceso de diferenciacién neuronal, se ha descrito un aumento de la
dindmica de actina, que permite rearreglos en el citoesqueleto que resultan fundamentales
para la elongacion de las neuritas y la formacién de lamelipodios (Yang et al., 1998). Esta
dindmica se encuentra principalmente bajo el mando de 2 proteinas de unién a
microtﬁbulo's: cofilina y ADP, que al ser fosforiladas permiten el aumento de dinamicidad
de actina (Sarmiere y Bamburg, 2004). Por medio del uso de anticuerpos capaces de
reconocer cofilina fosforilada y total, se pudo establecer una razén de fosforilacién de
cofilina respecto al total, durante la diferenciacién neuroﬁal de la linea N1E 115. FEl
aumento en la fosforilacién de cofilina fue notablemente significativo, corroborando que
esta via es muy importante para los cambios de morfologia del citoesqueleto de actina que
ocurren durante la diferenciacion neuronal, A través de este resultado, podemos inferir que
la mantencion de la estabilidad de actina adquiere mayor relevancia células ya
diferenciadas, mientras que se espera una mayor dindmica localizada hacia Ia punta de las
prolongaciones celulares, donde se requiere la formacion de nuevos filamentos de actina

para inducir el crecimiento de las neuritas.
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- 9.- CONCLUSIONES

1. El DBcAMP es el método mds efectivo para diferenciar la linea N1E 115 hacia una
morfologia de tipo neurona. Estas células desarrollaron neuritas con variadas
longitudes respecto al didmetro celular, y se estima que cerca del 80% de las células

en cultivo se diferencid.

2. Por medio de Inmunocitoquimica, se analiz6 los cambios producidos durante la
diferenciacién neuronal mediante DBcAMP modifica el citoesqueleto de tubulina y
actina. Se aprecian estructuras caracteristicas de cultivos neuronales diferericiados,
como prolongaciones neuriticas primarias y secundarias, la formacion de conos de

crecimiento y polaridad celular,

3. Se pudo obtener evidencia que da cuenta de proteinas que pueden ser utilizadas
como marcadores neuronales de diferenciacién. Entre estas proteinas, se puede

sugetir proteinas como las MAPs, CRMP2, SCG10 y la proteina adaptadora DABI1.
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4. Se estudié las modificaciones post-traduccionales que ocurien en proteinas que
regulan el citoesqueleto de actina, por medio del uso de anticuerpos capaces de
reconocer epitopos fosforilados y proteinas totales, A partir de ambos resultados, se
hizo wna relacion de proteina fosforilada/proteina total, para determinar
estadisticamente cambios de expresién, asi como también los cambios de actividad
atribuidos a la fosforilacién para las proteinas en estudio, durante el proceso de

diferenciacion neuronal.
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