D. JOSE MARIA MEDINA JIMENEZ, Catedrético de Universidad y D?.
ARANZAZU TABERNERO URBIETA, Profesora Titular de Universidad,
adscritos al Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad de Salamanca

AUTORIZAN

La presentacion de la Tesis Doctoral: “Efectos del 4cido oleico en la
migracion neuronal y en la formacion de sinapsis”, realizado bajo su
direccion por la Licenciada en Bioquimica D?. M* de la Vega Tello
Hernandez en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad de Salamanca.

Y para que conste, firman el documento en Salamanca, a 18 de Junio de
2008.

Fdo. José M? Medina Jiménez Fdo. Aranzazu Tabernero Urbieta






No entiendes realmente algo a no ser que seas capaz de
explicdrselo a tu abuela.

Albert Einstein






Al Prof. Dr. D. José Maria Medina, director de este trabajo, que confié en
una “pequena” “cuasi” licenciada en Bioquimica para llevar a cabo este
trabajo, la primera oportunidad es muy importante y €l me la dio.

A la Prof®. Dra. D Arantxa Tabernero, codirectora de este trabajo, que
siempre me tendi6 su mano y me mostrd el camino del optimismo para
continuar con el trabajo hacia delante. Por su eterna sonsira, que nos ayuda
a todos a que ésto sea mucho mas facil.

A la Prof". Dra. D Josefa Martin Barrientos, por ayudarme en todo lo que
he necesitado, incluida la redaccion de esta memoria, y por sus charlas y
comentarios que han hecho que todo este periodo de tiempo haya sido
mucho mas entretenido y ameno. Y por preocuparse por mi en todo
momento.

Al resto de los profesores del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular, en especial a D. Juan Pedro Bolafios, D* Angeles Almeida, D.
Emilio Fernandez, D* Maria Angeles Serrano y D* Victoria Garcia, todos
los momentos pasados con ellos estan llenos de buenos recuerdos, y me han
aconsejado siempre que lo he necesitado. Al Prof. Dr. D. José Juan Garcia
Marin, del Departamento de Fisiologia Animal, por su ayuda en el disefio
de los “primers” para la PCR cuantitativa, y por la otra ayuda prestada en la
“pequena inundacion” del departamento.

A Tomy, no solo por su ayuda técnica, sino también por saber escucharme,
aconsejarme y ayudarme en todo.

Al personal del Servicio de Experimentaciéon Animal de la Universidad de
Salamanca (S.E.A.), no solo por el cuidado de “nuestras” ratas, sino por
haber sido tan considerados conmigo a la hora de sacrificarlas y
“ahorrarme” esa desagradable tarea.

A Javier Escudero, secretario del departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular, por su buen humor y su eficiencia en todo lo referente a la
secretaria.

A mis companeros de laboratorio, antes el 129 del Edificio
Interdepartamental, ahora el laboratorio 15 del INCYL, tanto a las que
mostraron una inmensa paciencia cuando era una “pequefia infante”, Ana
Velasco, Rosita y Susana; como a todos los que han ido llegando después,
Teresa, Lourdes, Sandra, André, José Carlos, Alex y Ester, y en especial a
Erica y Angel, que tanto me han apoyado y animado estos Gltimos y



estresantes meses. Con todos he pasado momentos que nunca olvidaré, y
que recordaré con carifio, los congresos y demas eventos cientifico-sociales
han sido mucho mejores en vuestra compaiiia. Sin olvidar esa estresante
mudanza, el “museo” sera algo que con el tiempo haya que hacer. No
quiero olvidarme tampoco de todos los que han pasado por aqui, pero
llegaron a estar menos tiempo, como Mayka, Juampi, y todos los
estudiantes de Erasmus, pues de todos ellos he aprendido algo.

A todos los “habitantes” del 102, con los que tanto compartimos, y con los
que tan buenos momentos he pasado. Ahora estan un poquito mas lejos que
antes, pero seguro que la comunicacion sigue entre ambos laboratorios.

A mis amigas de toda la vida, las que siempre estan ahi, en lo bueno y
sobre todo, en lo malo, que es lo que cuenta, las que realmente saben como
SOy, Yy me apoyan y quieren sin mas. A mis amigas de la carrera, por esas
cenas que tanto nos gustan y que nos ayudan a poder seguir viéndonos a
pesar de los afos, los trabajos, y las dificultades de la vida en general,
vosotras sabéis lo que significa para mi esta tesis mejor que nadie. Y a
tod@s l@s que aparecieron después en mi vida, y que tan preocupados han
estado por “mis neuronas”, y tanto interés han mostrado, siempre, para
entender que era exactamente lo que hacia, y para qué servia. No sé si
alguna vez quedo claro, pero la intencidn es lo que cuenta.

A Angel, por estos 3 afios y pico, que suena a condena, pero, como decian
“Los Rodriguez”, han sido una “Dulce condena’. Por saber hacerme reir en
cualquier momento, incluso en los dificiles, que es cuando mas lo necesito.
Y por su caracter tranquilo y sereno, que tanto contrasta con el mio, y que
en el fondo me complementa. Ya sabes “Los polos opuestos...”.

A mis PADRES, por todo el sacrificio que siempre han hecho por mi y por
el cudl nunca me han pedido nada a cambio. Sin vosotros no seria nada y a
vosotros os lo debo todo. A mi HERMANO, capaz de quererme a pesar de
mi temperamento y ademads, demostrarmelo; y a mis ABUELOS, que
siempre estan orgullosos de mi. Y al resto de mi FAMILIA, incluido al
pequeio Sergio, el ultimo “tendero” en llegar, por vuestro apoyo y carifio.



ABREVIATURAS

AMPA: 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropinoico
AMPS: Persulfato amonico

BDNEF: Factor neurotréfico derivado del cerebro

CAMKII: Proteina Quinasa II dependiente de calcio/calmodulina
CNTF: Factor neurotrofico ciliar

CREB: Proteina de union al elemento de respuesta al cAMP
DAPI: 4°,6-diamino-2-fenil-indol

DCLK: Quinasa similar a la Doblecortina

DCX: Doblecortina

DEPC: Dietilpirocarbonato

DMEM: Medio Eagle modificado por Dulbecco

DNA: acido desoxirribonucleico

DTT: 1,4-Ditioeritritol

EBSS: Solucion de Earle

EDTA: acido etilen diamino tetraacético

EGTA: Acido etilenglicol-bis-(b-amino-etil-éter)-N,N,N’ N’-tetraacético
EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico

EPSP: Potencial postsinaptico

FITC: Isocianato de Fluoresceina

FCS: Suero fetal de ternero

FGF: Factor de Crecimiento Derivado de los Fibroblastos
GAP-43: Proteina Asociada al Crecimiento-43

GAPDH: Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa

GAST: Transportador Glial de Glutamato y Aspartato
GDNF: Factor neurotrofico derivado de la glia

GGF: Factor de Crecimiento Glial

GLT: Transportador Glial de Glutamato

mGluR: Receptor metabotropicos acoplados a proteina G
GluR-2/3: Isoformas 2 y 3 del Receptor de Glutamato
bHLH: Factores de Hélice-Bucle-Hélice basicos

IGF: Factor de crecimiento insulinico

kDa: Kilodaltons

MAGUKSs: Guanilato ciclasa asociada a membrana

MAPs: Proteinas Asociadas a los Microtubulos

MAP-2: Proteina Asociada a los Microtubulos-2

MODY-6: Diabetes juvenil tipo-6

N-CAM: Molécula de Adherencia de las Células Nerviosas
NCBI: National Center of Biotechnology Information

NGF: Factor de Crecimiento Nervioso

ngn: Neurogenina



NMDA: N-metil-D-aspartato

NSF: Factor sensible a N-etilmaleimida
dNTP: Desoxinucleotidos fosfatos

NT-3: Neurotrofina-3

NT-4/5: Neurotrofina-4/5

NT-6: Neurotrofina-6

NT-7: Neurotrofina-7

PACAP: Polipéptido activador de la adenilato ciclasa
PBS: Tampodn fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PDZ: dominio en dedos de zinc

PI3K: Fosfatidil inositol-3’-quinasa

PKA: Proteina Quinasa A

PKC: Proteina Quinasa C

PMSEF: Fenil-metil-sulfonil-fluoruro

PSD: Densidad Postsinaptica

RNA: Acido Ribonucleico

mRNA: RNA mensajero

RT-PCR: Reaccion reversa seguida de la reaccion en cadena de la
polimerasa

SAP-90: Proteina asociada a la sinapsis-90
SCD: Estearil-CoA-desaturasa

SDS: Docecil sulfato sodico

SGZ: Zona subgranular

SNARE: Receptor del Factor de la Proteina de Fusion Sensible a N-
etilmeleimida soluble

SNAPs: Proteinas asociadas al NSF

SNC: Sistema Nervioso Central

SNP: Sistema Nervioso Periférico

TAE: Tampon Tris Acetato-EDTA

TBS: Tampon Tris salino

TEMED: N,N,N’ N’ -tetrametilendiamino
TGFp: Factor de crecimiento 3

Trks: Receptores tirosina quinasa

TrkA: Receptor tirosina quinasa A

TrkB: Receptor tirosina quinasa B

TrkC: Receptor tirosina quinasa C

dUTP: Desoxiuridin fosfato



INDICE

1 INTRODUCCION

1.1 DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL...... 1
1.1.1 Desarrollo neuronal ........ccccovveiiiniiiniiiniiiiniiieiiinnennn 1
1.1.1.1 Proliferacion neuronal ..................ccoiiiiiiiiiininnn, 2
1.1.1.2 Migracion celular ... ... ... ... ... ... .o ces e Ll 4
1.1.1.2.1 Doblecortina ... ... ... ... ... ... oot et e ven ... . 6
1.1.1.3 Agregacion neuronal .. .. 9
1.1.1.4 Diferenciacion neuronal e .9
1.1.1.4.1 Proteinas asomadas a los mlcrotubulos MAPS 11
1.1.1.4.2 Proteina asociada al crecimiento, GAP-43 ... .. 13
1.1.1.5 Sinaptogénesis .. : S )
1.1.1.5.1 Papel del colesterol en la s1naptogenes1s ...... 17
1.1.1.5.2 Estructura y funcién de las proteinas SNARE .. 17
1.1.1.5.3 Sinaptotagminas .. : . 18
a) Glicosilacion y palmltoﬂacmn de las

sinaptotagminas .. : ceee e 19
b) Interacciones de las smaptotagmmas ......... 20
c) Funcion de las sinaptotagminas .. v 20
1.1.1.5.4 Papel del glutamato en la sinapsis e e e 20
a) Liberacion del glutamato .. L 21
b) Receptores ionotropicos .. oo 21
c) Receptores metabotroplcos (mGluR) .22
d) Transportadores de glutamato )
1.1.1.5.5 Densidad postsinaptica (PSD) e 22
1.1.1.5.6 Sinaptofisina .. e e e cn 23
11157Smaptobrev1na O
1.1.1.6 Muerte neuronal ... ... ... ... ... ... oesoes oLl 24
1.2 FACTORES NEUROTROFICOS ... ... ... cev eev eee eee e wen . 25
1.2.1 Neurotrofinas ... ... coo cev cev vee vee vee vee vee cen cee ven 00 o 25
1.2.1.2 BDNF ... oo e 2T
1.2.1.3 NT-3. .27
1.2.1.4 NT4/5 : .. 28
1.2.2 Receptores de las neurotroﬁnas ... 28
1.2.3 El acido oleico . . . 31

1.2.3.1 Efecto del ac1do olelco sobre la expresmn
de la MAP-2 . .. : .. 33

1.2.3.2 Efecto del acido olelco sobre la expresmn



de la GAP-43 . ) .33
1.2.3.3 Mecanismos de accion del ac1d0 ole1co en la
diferenciacion neuronal ... ... ... ... ... ... ... .. 34
1.2.4 Otros factores neurotroficos ... ... cov vee vee cee vee vee oee oo 35
1.3 FACTORES DE TRANSCRIPCION PRONEURALES Y
NEURALES .. . ... 36
a) Estructura y dlvers1dad de los factores
de transcripcion bHLH .. NG 1 ¢
b) Familia NeuroD ... ... ... ... ... ... ... oo oo 0l 0 38
2 PLANDE TRABAJO ... cit ctt tit et tee tee cee see vee aoe see see oes o 43
3 MATERIAL Y METODOS ... et cet ven et et een e e een ene e o 47
3.1 MATERIAL . ...49
3.1.1 Especie ensayada y condlclones del ammalarlo ...49
3.1.2 Medios instrumentales . ... 49
3.1.3 Productos . .51

3.1.3.1 Productos utlhzados para la preparacmn y crecimiento

de los cultivos celulares ... ... .... ... 51

3.1.3.2 Productos utilizados en los experimentos para la
deteccion de proteinas especificas .. . 52

3.1.3.3 Productos utilizados en los experimentos para la
deteccionde mRNA ... ... ... ... ... ... ... ... .. 54
3.1.3.4 Otros productos ... ... ... coo ver vt cet ves e e e L 54
3.2 METODOS . cee e .o e 55
3.2.1 Preparacwn de cultlvos celulares cer wee D5
3.2.1.1 Composicion de las dlsolucmnes R |
3.2.1.2 Preparacion de la solucion de albﬁmina P [
3.2.1.3 Preparacion del cultivo primario de neuronas ... ... ... 56
3.2.2 Tratamientos celulares . .ee e o 57

3.2.3 Determinacion de la expresmn de protelnas medlante

analisis de transferencia tipo western . .. 57
I. Extracciéon de proteinas ... ... ... ... ... ......... ... 58
II. Cuantificacion de proteinas ... ... ... ... ... ... ... ... 58
III. Preparacion de los geles .. : ... 58
IV. Preparacion de las muestras para electroforesw ... 59
V. Electroforesis de proteinas .. .. 59



VI. Electrotransferencia ... ... ... ... 59
VII. Visualizacion de las protemas y bloqueo de la
membrana ... ... ............os e e e L 60
VIII. Inmunodeteccmn o O o 0
3.2.4 Localizacion de las protemas celulares medlante
inmunocitoquimica .. R 11 |
3.2.5 Analisis del mRNA por reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa y no cuantitativa . cee vee cen een e 62
I. Extraccion del RNA total de los cultlvos y de muestras
de cultivo neuronales .. e e . 66
II. Transcripcion inversa del RNA total obtemdo .. 67
III. Reaccion en cadena de la polimerasa
no cuantitativa ... ... ... ... ... ces ver een vl .. L 08
IV. CuantificaciondelcDNA ... ... ... ... ... ... ... ... .69
V. Reaccion en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa . 70

4 RESULTADOS ... o cet it vt tit tit e en e tee see vae cae con oon one

4.1 MECANISMO DE ACCION DEL ACIDO OLEICO ... ... ... 73

4.1.1 Estudio

4.1.2 Estudio

4.1.3 Estudio

4.1.4 Estudio

del efecto del 4cido oleico sobre la expresion de los
receptores de las neurotrofinas,
receptores tirosina kinasa (Trks) ... ... ... ... ... 73

del efecto del 4cido oleico sobre la expresion de los
factores de transcripcion NeuroD1
y NeuroD?2 .. Cen ... 76
del efecto del a01d0 olelco sobre la expresmn del
factor de transcripcion Nex-1 ... ... ... .79

del efecto de las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 sobre la
expresion de los factores de transcripcion
NeuroDI y NeuroD2 ... ... ... ... ... ... ... .... 80

4.2 EFECTO DEL ACIDO OLEICO EN LA MIGRACION

.. 83

4.3 EFECTO DEL ACIDO OLEICO EN LA
SINAPTOGENESIS .. ceeen o . R

4.3.1 Estudio

4.3.2 Estudio

del efecto del ac1d0 olelco sobre la expresmn y
localizacion de la sinaptotagmina I . ver ... 86
del efecto del acido oleico sobre la expresién y

localizacion del receptor de glutamato,
isoformas 2y 3, GluR-2/3 ... ... ... ... ... ... ... 88



4.3.3 Estudio del efecto del acido oleico sobre la expresion y
localizacion de la densidad postsinaptica,

PSD-95 . e 90
4.3.4 Estudio del efecto del a01d0 olelco en la formacmn
de sinapsis ... ... cov vet vit e e e e e e 0 91

4.4 EFECTO DE LAS NEUROTROFINAS SOBRE LA
MIGRACION NEURONAL INDUCIDA POR EL ACIDO

4.5 EFECTO DE LAS NEUROTROFINAS SOBRE LA

SINAPTOGENESIS PROMOVIDA POR EL ACIDO
OLEICO. ceeeon ... 98
4.5.1 Estudlo del efecto de las neurotroﬁnas y del a01do olelco

sobre la expresion y localizacion de la

sinaptotagmina I . cee ... 98
4.5.2 Estudio del efecto de las neurotroﬁnas y del a01do olelco

sobre la expresion y localizacion del receptor

de glutamato, isoformas 2 y 3, GluR-2/3 ... ... 103
4.5.3 Estudio del efecto de las neurotrofinas y del acido oleico

en la formacion de sinapsis ... ... ... ... ... ... 108

5 DISCUSION ... cen cer cee cee cee cee vne ave een see see ee vee vne ven oen o 113

5.1 MECANISMO DE ACCION DEL ACIDO OLEICO ... ... .. 115

5.2 EFECTO DEL AQIDO OLEICO SOBRE LA MIGRACION
Y LA FORMACION DE SINAPSIS ... oot cee een eee e vee oen o 117

5.3 INFLUENCIA DE LAS NEUROTROFINAS SOBRE LOS
EFECTOS DEL ACIDO OLEICO ... ce. ceu een eee vee eee vne 2na 119

6 CONCLUSIONES ... cc0 tet vt vt vee tee cen oen con vnn cnn vne vae e« 123

7 BIBLIOGRAFIA ... con cen cee cee cee cee cee eee eee een ven vee aee eee o 127



{. INTRODVCCION

No tenemos que poner [imites a la ciencia, sino al uso que
hacemos de ella.
Anonimo






1.1. DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso central, SNC, es una entidad anatémica, protegida
eficazmente de los traumas externos mediante formaciones Oseas como
son: el crdneo y la columna vertebral. Estd encargado de recibir y transmitir
impulsos, coordinando de esta forma las diferentes actividades del
organismo.

El sistema nervioso se origina por una modificacion y sucesiva evolucion
del ectodermo del embrion, mediante un proceso conocido como
neurulacion. La invaginacion de la bléastula crea la placa neural que, al
cerrarse sobre si misma, formaréd el tubo neural, que posteriormente dara
lugar al encéfalo y a la médula espinal. En la linea donde el tubo neural se
despega del ectodermo un cierto nimero de células migran por el exterior
del tubo neural. Estas son las células de la cresta neural, que formaran el
sistema nervioso periférico (Alberts, 2004) (ver esquema 1).

ectodermo

phnxue-ral tubo neural |

cresta neoral

avtecorda

Esquema 1: Formacion del tubo neural.
Cambios morfoldgicos que tienen lugar durante la neurulacion. Modificado de Alberts y col. (2004).

Durante el desarrollo, el neuroepitelio, es decir la zona modificada del
ectodermo que forma el tubo neural, estd compuesto por una sola capa de
células denominadas neuroblastos. Una vez acabada la formacion de los
neuroblastos se forma otro tipo celular, los glioblastos. Los neuroblastos
dan origen a las neuronas funcionales y maduras. Los glioblastos dan dos
tipos de células inmaduras: los astroblastos, que se convierten en astrocitos,
y los oligodendroblastos, que dan lugar a los oligodendrocitos.

1.1.1. Desarrollo neuronal
El desarrollo del sistema nervioso de los mamiferos comprende una

sucesion de fendmenos interrelacionados entre si que, cldsicamente, se
dividen en las siguientes fases (Cowan, 1987;Herschkowitz, 1988):



¢ Induccion de la placa neural. Proliferacion neuronal. Organogénesis
embrionaria del sistema nervioso central (SNC) desde la concepcion.
Multiplicacion y posterior proliferacion de neuroblastos. Asi, mientras
se forma el tubo neural el neuroepitelio es mitoticamente activo, por lo
que se van formando neuroblastos que se acumulan en la superficie
subventricular del tubo neural.

¢ Migracion neuronal. Migracion y diferenciacion de neuroblastos con
crecimiento de los axones. Asi, las neuronas inmaduras emigran de la
zona ventricular del tubo neural para formar la placa cortical que se
convierte en la sustancia gris de la corteza cerebral (Jessell y Sanes,
2001b).

e Agregacion neuronal. Formacion de conexiones interneuronales con
sinapsis y sintesis de neurotransmisores. Asi, al llegar a su
localizacion definitiva las neuronas tienden a agregarse formando las
diferentes capas de la corteza cerebral o bien grupos nucleares.

¢ Sinaptogénesis. En el estado adulto un proceso tardio de Ia
diferenciacion axonal.

e Muerte neuronal. Eliminacion de algunas conexiones formadas
inicialmente por necrosis o apoptosis.

En cuanto al desarrollo temporal del cerebro humano se piensa que sucede
de la siguiente manera: induccidén neuronal (3-4 semanas de gestacion);
proliferacion de neuroblastos (8-25 semanas de gestacion); migracion
neuronal y agregacion selectiva neuronal (8-34 semanas de gestacion);
diferenciacion neuronal, formacion de vias especificas de conexion (5
semanas de gestacion hasta los 4 afios de vida); muerte neuronal y
eliminacidon de sinapsis selectiva en la corteza (2-16 afios), seguida de
mielinizacion (25 semanas de  gestacion-20  afios) (Cowan,
1987;Herschkowitz, 1988). Considerando que el cerebro humano contiene
del orden de cien mil millones de neuronas y que practicamente no se
anaden neuronas después del nacimiento, puede calcularse que las neuronas
deben generarse en el cerebro a un ritmo promedio de mas de 250.000/min
(Cowan, 1979).

1.1.1.1. Proliferacion neuronal

Durante la formacion del tubo neural el neuroepitelio es mitdticamente
activo, de modo que empiezan a formarse neuroblastos que se acumulan en
la superficie ventricular del tubo neural. El momento del desarrollo en el
que comienzan a aparecer las neuronas es diferente en cada especie. En el
hombre estd comprendido entre los dias 40 y 125 de la gestacion (Rakic,



1978), mientras que en la rata comienza el dia 14 y finaliza el dia 20 de
gestacion (Miller, 1985).

Comparativamente, la neurogénesis en la rata tiene lugar en un periodo de
la gestacion posterior al que se produce en el hombre. Las implicaciones de
esta neurogénesis temprana en el hombre no se conocen, pero existe la
posibilidad de que las neuronas necesiten un periodo largo de adaptacion al
medio para poder ejercer funciones altamente especializadas, como son la
memoria, el aprendizaje, etc. (Rakic, 1985). Sin embargo, para una misma
especie animal, el periodo de proliferacion neuronal depende de la region
del SNC (Bayer, 1995). Asi, por ejemplo, en el hipocampo de la rata el
nimero de neuronas sigue aumentando hasta el primer afo de vida
postnatal (Herschkowitz, 1988).

No se conocen bien los factores que regulan la proliferacion de los
neuroblastos. Sin embargo, existe la posiblidad de que algunos
neurotransmisores, como la serotonina, la noradrenalina, la acetilcolina, el
GABA y la dopamina actuen como sefales reguladores de la neurogénesis
(Fedoroff, 1987;Herschkowitz, 1988). Algunos estudios demuestran que el
péptido intestinal vasoactivo podria intervenir en la regulacion de la mitosis
de los neuroblastos (Pincus y col., 1990). Por otra parte, se ha sugerido que
el potencial de membrana podria jugar un importante papel en la
mitogénesis celular (Cowan, 1987). También se cree que la insulina y las
hormonas tiroideas pueden actuar en esta fase del desarrollo neuronal. En
este sentido, se ha descrito que la maxima expresion de los receptores de
insulina y del IGF, durante el desarrollo del cerebro de la rata, coincide con
el periodo de proliferacion neuronal. Sin embargo, los niveles de dichos
receptores permanecen relativamente altos durante fases posteriores del
desarrollo neuronal (Garofalo y Rosen, 1989). Asimismo, en fases
embrionarias del cerebro de pollo se han encontrado receptores de insulina
y del IGF (De Pablo y Roth, 1990). Se ha observado que el IGF-I y el
factor de crecimiento derivado de los fibroblastos (bFGF) son factores
mitogenéticos (Dicicco-Bloom y col., 1998). Asimismo, en trabajos
realizados en cultivo se ha demostrado que el NGF estimula la
proliferacion de los neuroblastos, siempre y cuando estas células hayan
estado previamente en contacto con bFGF (Cattaneo y McKay, 1990).
También se ha descrito la presencia de receptores de hormonas tiroideas, en
concreto de 3,3’,5-triiodotironina, en fases tempranas del desarrollo
cerebral, aunque la importancia de las hormonas tiroideas es mucho mayor
durante fases posteriores y, en concreto, durante la mielinizacién (Dussault
y Ruel, 1987;Timiras y Nzekwe, 1989;Ferreiro y col., 1990).



La neurogénesis parece estar regulada negativamente por el factor de
crecimiento glial (GGF), una proteina codificada por el gen neurregulina
(Jessell y Sanes, 2001a). También el polipéptido activador de la adenilato
ciclasa de la pituitaria (PACAP) demostrd ser un factor antimitogénico
(Dicicco-Bloom y col., 1998). También se ha descrito que las
neurotrofinas, asi como sus receptores, son esenciales para la proliferacion
de precursores neuronales (Bartkowska y col., 2007).

1.1.1.2. Migracion celular

Una vez finalizada la proliferacion celular, las neuronas inmaduras emigran
de la zona ventricular del tubo neural para formar la placa cortical que,
finalmente, se convierte en la sustancia gris de la corteza cerebral (Jessell y
Sanes, 2001b). Al llegar a la corteza cerebral las neuronas se colocan
formando capas. Las cé€lulas que se generan mas tempranamente ocuparan
capas corticales mas profundas, mientras que las células formadas mas
tardiamente ocuparan posiciones superficiales (Caviness, 1989). Para
migrar desde la zona proliferativa hasta la corteza cerebral las neuronas se
guian por células gliales dispuestas radialmente (Rakic, 1972). Al final de
la gestacion estas células gliales radiales se transforman en astrocitos
fibrosos (Schmechel y Rakic, 1979) o, incluso, en neuronas (Hartfuss y
col., 2001;Noctor y col., 2001). (ver esquema 2).

La migracién neuronal en la corteza cerebral empieza cuando la primera
cohorte de neuronas postmitéticas sale de la zona ventricular a formar la
capa plexiforme primordial o preplaca. Esta zona generada tempranamente
se divide por la llegada de neuronas a la placa cortical, dentro de la zona
marginal y una subplaca mas profunda. Estudios de incorporacion de
timidina tritiada han mostrado que las laminas II-VI de la corteza cerebral
son generadas en una secuencia “al revés”, es decir, que las neuronas que
son generadas mas tempranamente residen en las capas profundas, mientras
que las células mas tardias migran atravesando placas ya existentes hacia la
superficie de esas placas. Consecuentemente, la zona marginal (lamina I) y
la subplaca contienen las neuronas generadas en primer lugar (Nadarajah y
Parnavelas, 2002) (véase Esquema 2).

Algunos factores, tales como las moléculas de adherencia de la célula
nerviosa (N-CAM), asi como las N-caderinas, pueden participar en el
reconocimiento entre las neuronas y las células gliales (Edelman,
1983;Takeichi, 1988). De hecho, Hatten y Mason (1986) realizaron
experimentos, en cultivos celulares, que muestran el fendmeno de
migracion de las neuronas a lo largo de las cé€lulas gliales Bergman en el



cerebelo. Sus resultados indican que se establecen puntos de contacto entre
las neuronas y las células de la glia y que existen moléculas de naturaleza
glicoproteica que regulan el proceso de migracion neuronal.
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Esquema 2: Desarrollo de la corteza cerebral.

Diagrama esquematico de una seccion transversal de la corteza cerebral de roedores. La zona
ventricular (VZ) contiene las células progenitoras de las neuronas y de la glia. Las primeras neuronas
en generarse se establecen en la preplaca (PP). Los axones de estas neuronas, junto con axones en
crecimiento desde el tdlamo, establecen la zona intermedia (IZ). Las neuronas corticales generadas
formaran una serie de seis capas que se agrupan formando la placa cortical (CP), que dividiran la
preplaca en la zona marginal (MZ), que sera la futura capa | de la corteza cerebral y en una subplaca
de neuronas transitorias que yace bajo la placa cortical. Modificado de Nadarajah y Parnavelas
(2002).

La migracion neuronal puede seguir otras vias ademas de las relacionadas
con las células gliales radiales (Austin y Cepko, 1990;Walsh y Cepko,
1992). En este sentido, se ha descrito que las moléculas como el GABA
pueden actuar como quimioatrayentes para las neuronas embrionarias de la
corteza cerebral (Behar y col., 1996).

Se han identificado dos modelos distintos de migracion neuronal:
migracion radial y migracion tangencial (Nadarajah y Parnavelas, 2002).
La migracion radial es el movimiento neuronal mas ampliamente
estudiado, y es la principal forma de migracién en el desarrollo de la
corteza cerebral. La primera caracteristica de la migracion radial es que las
neuronas, generadas en las zonas proliferativas, se mueven a la superficie
del cerebro a través de fibras gliales orientadas radialmente que cruzan todo
el parénquima. Este movimiento ha sido también calificado como
migracion gliofilica, por las interacciones entre las neuronas migrantes y



los sustratos gliales. En la migracion tangencial, la cudl es de naturaleza
neurofilica, las neuronas se mueven paralelas a la superficie del cerebro a
lo largo de axones de otras neuronas. Un ejemplo de este modelo de
migracion es el movimiento de interneuronas corticales que migran desde
su origen en el telencéfalo ventral a la corteza cerebral en desarrollo.

Se ha demostrado que son requeridos tres pasos para el movimiento punto-
por-punto de cualquier célula. Asi, el proceso fundamental de extension
para explorar en el ambiente y encontrar sustancias atrayentes o repulsivas,
la nucleoquinesis o movimiento del nacleo hacia el primer proceso y la
retraccion del resto de la célula. Recientemente, se ha descrito que el
proceso de extension estd mediado por la polimerizacidon y reorganizacion
de microfilamentos de actinina, los cuales estan controlados por GTPasas
de la familia RHO. Durante la nucleoquinesis, el nicleo se mueve por el
interior de la célula por un mecanismo en el que estan involucrados los

microtubulos y sus proteinas motor asociadas (Nadarajah y Parnavelas,
2002).

1.1.1.2.1. Doblecortina

Los microtiibulos estdn implicados en muchos procesos celulares, tales
como la mitosis, la movilidad y el transporte de organulos. El esqueleto de
los microtibulos son los heterodimeros de o y B tubulina, los cuales se
asocian lateral y longitudinalmente para formar microtibulos cilindricos y
de forma polar. Se ha descrito que las proteinas asociadas a los
microtubulos (MAPs) son las encargadas del control y del dinamismo de
los microtubulos. La doblecortina (DCX) es un miembro bien descrito de la
familia de las MAPs (Moores y col., 2006). Estd demostrado que los
cambios en los estados de polimerizacion de los microtibulos afectan a la

expresion de genes a través de diferentes rutas de senales (Rosette y Karin,
1995).

La DCX es una proteina neuronal de 40 kDa, encargada de la estabilizacion
de los microtabulos, especificamente expresada en el proceso de migracion
neuronal. Ademads, también parece modular la comunicacion célula a
célula, lo que sugiere que DCX actua tanto en células autonomas, como en
células no autonomas. Es una proteina que estd centralmente involucrada
en la organizacion del citoesqueleto de los microtibulos y, por lo tanto, con
una funcién esencial tanto en migracion como en diferenciacion (Moores y
col., 2006). En el adulto, la DCX se expresa en la zona subventricular por
los neuroblastos que migran al bulbo olfatorio (Couillard-Despres y col.,
2005;Walker y col., 2007), asi como en el giro dentado y en la corteza



piriforme, regiones donde la migracién es baja, lo que indica que la
proteina no estd solo relacionada con la migracién y puede tener mas
funciones (Ocbina y col., 2006). La alta expresion de DCX ocurre durante
los estadios tempranos de la corticogénesis, concretamente en el dia
embrionario 14 (E14); después los niveles decaen hasta el dia del
nacimiento (Walker y col., 2007). La expresion de DCX esta regulada
después de la segunda semana bajando su expresion en el momento en el

que aparece el marcador de neuronas maduras NeuN (Couillard-Despres y
col., 2005).

La DCX esta implicada en el trafico de vesiculas, dada su interaccion con
los complejos adaptadores AP1 y AP2, implicados en el transporte de
endosomas y lisosomas mediado por clatrinas. Se requiere especificamente
en el extremo de los procesos de crecimiento neuronal, donde juega un
papel en la extension de las membranas y/o en la regulacion de ciertas
moléculas de adhesion implicadas en la orientacidon celular y axonal (ver
esquema 3) (Friocourt y col., 2003).
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Esquema 3: Mecanismo de actuacion de la DCX.

La DCX interactia directamente con los microtabulos, en los extremos de las neuritas en neuronas
diferenciadas y en el extremo de los procesos punteros de neuronas migratorias tangencialmente. Se
sabe también que la DCX interacciona con el complejo AP-1 y promueve la disociacion de las
vesiculas transportadas por los microtibulos. La DCX también interactia con el complejo AP-2, lo
que sugiere que podria jugar un papel en la regulacion de la endocitosis y en el reciclado de
moléculas de adhesion o de receptores. Modificado de (Friocuort y col., 2003).




El gen DCX, localizado en el cromosoma X, contiene 9 exones, de los
cuales los 3 del extremo 5’ se usan alternativamente. El promotor y las
regiones reguladoras del gen no estan todavia bien caracterizados. Asi,
algunos autores sugieren que pueden existir variantes por splicing
alternativo de DCX, expresadas en el cerebro (Ocbina y col., 2006). La
estructura secundaria pronosticada sugiere un dominio de unién a los
microtibulos, denominado dominio doblecortina (DCX), muy conservado
evolutivamente en otras proteinas especificas del cerebro (Friocourt y col.,
2003). Este dominio estd localizado en el extremo amino terminal y
consiste en 2 repeticiones de 80 residuos (ver esquema 4). Se observan
muchas mutaciones sin sentido en estas regiones conservadas. Su expresion

y fosforilacion esta regulada durante el desarrollo cerebral (Shmueli y col.,
2001).

Esquema 4:

Las proteinas DCLK, de las cualesl
existen varias isoformas, muestran
una homologia muy fuerte con la
DCX. 2 repeticiones del

Doblecortina —@-@— denominado motivo DCX forman el

dominio de unidn a los microtabulos

3 THe de la proteina DCX 'y unas
DICLK-14 H @ :l: '--—: repeticiones similares estan
presentes en varias de las isoformas
de las DCLK. Ademas, muchas
DCLK-1B —@_ isoformas de las DCLK contienen
un dominio quinasa (S-TKc). La
isoforma DCLK-1C muestra un
DCLKA1C _@@_ 75% de aminoacidos idénticos y, al
(A18108) menos, una estructura secundaria
predefinida idéntica a la proteina

DCX. Modificado de (Friocourt y
col., 2003).

Mutaciones en el gen DCX causan lisencefalia en hombres, en los varones
con un fenotipo menos severo (heterotopia en banda subcortical) y en las
mujeres heterocigdticas (Gleeson y col., 1999;0Ocbina y col., 2006). La
lisencefalia es una enfermedad producida por malformaciones corticales,
caracterizada por la desorganizacion de las capas corticales, anormalidades
en las circunvoluciones menores e importantes deficiencias cognitivas y
epilepsia (Friocourt y col., 2003).

La quinasa similar a la DCX (“DCX-like kinase”, DCLK) es una
fosfoproteina con una fuerte homologia con la DCX. Es también muy
importante para el desarrollo neuronal y actia en coordinacion con la DCX
para asegurar la correcta division celular y asegurar precursores neuronales



y c¢lulas migratorias eficientes (Moores y col., 2006). Varias isoformas de
la DCLK tienen un patrén de expresion similar a DCX durante el desarrollo
embrionario, incluyendo la expresion en neuronas corticales migratorias.
Ademas, algunas de estas isoformas contienen un dominio de unién a los
microtubulos, homoélogo al de DCX, sugiriendo una funciéon similar, o,
quizas, funciones conectadas (ver esquema 4) (Friocourt y col., 2003).

En experimentos realizados en células PC12, se comprobd que la DCX
estabiliza los microtiibulos e inhibe el crecimiento de las neuritas inducido
por el factor de crecimiento nervioso (NGF). Sin embargo, la longitud de
las neuritas es mayor cuando la diferenciacion se induce por el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y forskolina o por dibutiril-cAMP. También
los niveles de calcio intracelular disminuyen en las células que
sobreexpresan DCX. La transcripcion mediada por CREB y los niveles de
la proteina fosfoCREB también disminuyen en las células transfectadas con
DCX. Todo esto sugiere que la sobreexpresion de DCX puede afectar al
estado transcripcional de la célula (Shmueli y col., 2001).

1.1.1.3. Agregacion neuronal

Cuando las neuronas llegan a su localizacion definitiva tienden a agregarse
formando las diferentes capas de la corteza cerebral o bien grupos
neuronales. Algunas moléculas de naturaleza glicoproteica y/o
glicolipidica, intervienen en la formacion de interacciones entre neuronas
(Herschkowitz, 1988). Empleando cultivos celulares se ha puesto de
manifiesto que las superficies gliales pueden favorecer el proceso de
agregacion neuronal y que sustancias como la poli-L-lisina también
favorecen dicha agregacion (Vernadakis, 1988). Ademas, la laminina, una
glicoproteina presente en la matriz extracelular, parece ser una molécula
que favorece este proceso (Luckenbill, 1997).

1.1.1.4. Diferenciacion neuronal

La diferenciacion neuronal se caracteriza por el crecimiento del cuerpo
celular, la elaboracion de axones y dendritas seguida de su crecimiento en
longitud y grosor y el agrupamiento de los cuerpos neuronales formando
acumulaciones de las que parten radialmente las neuritas (que se
encuentran formadas por axones y dendritas). Esta distribucién da lugar a

la disposicion en materia blanca y materia gris que adoptan las neuronas en
el SNC.



En las neuronas existen unas zonas que Ramon y Cajal denominé conos de
crecimiento, donde se originan las dendritas y los axones (Herschkowitz,
1988;Caviness, 1989). Es necesaria la presencia de un sustrato permisivo
que permita el avance de los conos de crecimiento. Los conos de
crecimiento reconocen diferencias entre los sustratos en los que crecen y
esto puede regular la direccidon y la velocidad de su crecimiento. Se han
identificado numerosas sustancias capaces de favorecer el crecimiento in
vitro de los axones, tales como el colageno, la fibronectina y algunos
proteoglicanos. Son de especial importancia las lamininas, componentes de
todas las laminas basales de los seres vivos. Los conos de crecimiento
poseen una serie de proteinas (integrinas) capaces de interaccionar con las
lamininas de la matriz extracelular (Raper y Tessier-Lavigne, 1999) y
transmitir esta informacion al interior de la célula.

La union con el sustrato no es suficiente para que se produzca el desarrollo
de las neuronas inmaduras; como se vera mas adelante, es fundamental la
presencia de factores neurotréficos (ver apartado 1.2.).

En la rata, el proceso de diferenciacién neuronal comienza prenatalmente y
dura hasta la tercera semana de vida postnatal. En el hombre, la
diferenciacion neuronal empieza en el periodo prenatal y puede durar hasta
los cuatro afios de edad (Meisami y Timiras, 1982;Herschkowitz, 1988).

En la elaboracion de las dendritas es imprescindible la proteina asociada a
microtubulos, MAP-2 y en la elaboracion de los axones interviene la
proteina asociada al crecimiento, GAP-43 (ver Esquema 5).

Esquema 5: Localizacién inmunocitoquimica
de las proteinas MAP-2 y GAP-43, en
neuronas en cultivo primario.

La MAP-2, marcadora de crecimiento
dendritico, aparece en color amarillo y la GAP-
43, marcadora de crecimiento axonal, aparece
en rojo.
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1.1.1.4.1. Proteinas asociadas a microtiubulos, MAPs

El citoesqueleto es la base de la morfologia celular del tejido nervioso. Esté
constituido por tres tipos de elementos citoplasmaticos que interaccionan
entre ellos y con otras estructuras celulares. Estos elementos son los
microfilamentos, los filamentos intermedios y los microtubulos (Alberts,
2004). Los microtubulos son cilindros largos y huecos, formados por
heterodimeros de o y B tubulina (Mandelkow y Mandelkow, 1995;Desai y
Mitchison, 1997). Aparte de la tubulina, existe en los microtubulos un
grupo muy heterogéneo de proteinas asociadas a estos polimeros (Wiche y
col., 1991), que controlan el crecimiento y organizacion de los
microtubulos. Entre ellas encontramos: proteinas motoras (kinesinas y
dineinas), proteinas que desensamblan los microtubulos y proteinas
promotoras del ensamblaje de los microtiibulos, denominadas proteinas
asociadas a microtubulos o0 MAPs.

Una de las MAPs mas abundantes en el cerebro de mamiferos es la proteina
asociada a microtubulos-2, MAP-2. Esta proteina es termoestable y tiene
varias isoformas, formadas a partir de un tnico gen por corte y empalme
alternativo del pre-mRNA (Maccioni y Cambiazo, 1995). La MAP-2a y la
MAP-2b son MAPs de alto peso molecular, proximo a 300 kDa, y se
localizan especificamente en las dendritas. Existen otras dos variedades de
la MAP-2 con un peso molecular inferior, MAP-2¢c y MAP-2d (Tucker,
1990).

La MAP-2 se asocia a los microtiibulos para estabilizarlos y promover su
ensamblaje, pero manteniendo sus propiedades dindmicas (Olmsted, 1986).
Asi, ejerce un importante papel en el crecimiento de las dendritas (Woollf,
1998). Otras funciones descritas para la MAP-2 se resumen en su
participacion en la morfogénesis neuronal, en la dindmica del citoesqueleto,
en el empaquetamiento de los microtubulos y en el transporte de organulos
en los axones y las dendritas.

Todas las MAP-2 tienen, préximo a la regién carboxilo terminal, un
conjunto de secuencias repetidas de 18 aminoacidos. Estas secuencias
repetidas, separadas entre si por 13 6 14 aminoacidos, constituyen el
dominio de unién a la tubulina. Todas las 1soformas de la MAP-2 tienen,
ademas, una region rica en prolina, previa al dominio de unidon amino-
terminal. Se piensa que la region carboxilo-terminal de la molécula de
MAP-2, que incluye la region rica en prolina y los dominios de unién a la
tubulina, esta fuertemente unida a los microtibulos, mientras que el resto
de la molécula, que comprende la region amino-terminal y el dominio
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central, se proyecta fuera de la superficie de los microtibulos como un

brazo, por lo que se le denomina “dominio de proyeccion” (Sanchez y col.,
2000).

Las proteinas MAP-2 se expresan en el sistema nervioso, siendo una de las
proteinas mas abundantes en el cerebro (Olmsted, 1986;Schoenfeld y Obar,
1994). Dentro del sistema nervioso, las MAP-2 de alto peso molecular se
expresan especificamente en las dendritas de las neuronas (Schoenfeld y
Obar, 1994) y raramente en los axones, por lo que la MAP-2a y la MAP-2b
se pueden considerar proteinas especificas de la diferenciacion dendritica
neuronal. Estas isoformas difieren en su patron de expresion durante el
desarrollo cerebral. En fases embrionarias y hasta el dia 10 de vida
postnatal, la unica MAP-2 de alto peso molecular que se expresa en el
cerebro es la MAP-2b. La MAP-2a aparece en etapas mas tardias del
desarrollo, expresandose mayoritariamente en el cerebro adulto.

Todas las isoformas de la MAP-2 proceden de la transcripcion de un Uinico
gen. Las multiples isoformas expresadas en las neuronas resultan del corte
y empalme alternativo de un pre-mRNA transcrito del gen de la MAP-2,
que en la especie humana esta localizado en el cromosoma 2 y contiene 20
exones (Neve y col., 1986;Shafit-Zagardo y Kalcheva, 1998). El sitio de
comienzo de la traduccion se encuentra en el exon 5 y el codon de parada
se localiza en el exon 19.

Los patrones de expresion diferencial de las isoformas de la MAP-2 y sus
mRNAs durante el desarrollo del sistema nervioso pueden indicar una
compleja regulacion de su expresion, tanto a nivel transcripcional o post-
transcripcional como traduccional (Sanchez y col., 2000). No obstante, no
hay nada descrito hasta el momento acerca de una posible regulacion
transcripcional o post-transcripcional, de la MAP-2. Sin embargo, las
distintas isoformas de la MAP-2 son modificadas post-traduccionalmente.
Los mecanismos de regulacién post-traduccional de MAP-2 son mucho
mejor conocidos que la regulacién de la expresion de la proteina a otros
niveles.

La MAP-2 se modifica post-traduccionalmente durante el desarrollo de las
neuronas por fosforilacion y desfosforilacién, provocadas por ciertas
sefiales extracelulares (Avila y col., 1994). Estas modificaciones
condicionan la capacidad de la MAP-2 para unirse a los microtubulos y
estabilizarlos. Se ha sugerido que la asociacidon de las MAPs con quinasas y
fosfatasas puede ser esencial para su anclado al citoesqueleto, asi como
para su direccionamiento hacia compartimentos especificos neuronales,
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donde pueden desempefiar sus funciones especificas (Tsunoda y col.,
1998).

Es necesario un equilibrio quinasas/fosfatasas para el adecuado recambio y
dinamica de los microtibulos y, en consecuencia, una funciéon neural
satisfactoria. Asi una hiperfosforilacion de las MAP-2 causa su liberacion
de los microtubulos, provocando la retraccion neuritica e, incluso, la
muerte neuronal a largo plazo (Arias y col., 1998). Entre las diversas
proteinas quinasas que pueden fosforilar la MAP-2 estan la proteina
quinasa A (PKA), la proteina quinasa II dependiente de calcio/calmodulina
(CAMKII), la proteina quinasa dependiente de calcio/fosfolipidos y
diacilglicéridos (PKC) y las proteinas quinasas dirigidas por prolina. La
desfosforilacion de la MAP-2 se lleva a cabo por diversas serina-treonina
fosfatasas, tales como las PP1, 2A, 2B (calcineurina) y 2C. Estas enzimas
estan muy concentradas en el cerebro y asociadas al citoesqueleto. Se cree
que las fosfatasas juegan un papel esencial en la regulacion de Ia
plasticidad neuronal y en la transmision sinaptica (Sanchez y col., 2000).

1.1.1.4.2. Proteina asociada al crecimiento, GAP-43.

La GAP-43, también denominada B-50, se localiza fundamentalmente en
los axones y, sobre todo, en los conos de crecimiento. Su expresion es
maxima durante los procesos de crecimiento neuronal, tanto durante el
desarrollo como en procesos de regeneracion (véase (Skene,
1989;Benowitz y Routtenberg, 1997;Oestreicher y col., 1997)). No
obstante, se ha demostrado recientemente que las vias que regulan la
induccién de la GAP-43 durante el desarrollo son diferentes de las que
tienen lugar durante la regeneracion axonal (Udvadia y col., 2001). Esta
proteina desaparece durante la vida adulta, quedando confinada en zonas
cerebrales de alta plasticidad o en terminales sinapticos relacionados con la
llamada potenciacién a largo plazo, un proceso que se supone asociado a la
memoria (Benowitz y Routtenberg, 1997).

Tanto en el SNC como en el SNP, la expresion de la GAP-43 comienza a
aparecer en las neuronas postmitoticas, una vez que se han dividido y han
migrado a su destino final. Su expresion en la rata se localiza a lo largo de
los axones y en sus terminales. La GAP-43 alcanza su maxima expresion el
dia 4 de vida postnatal en el SNP y en las dos primeras semanas de vida
postnatal en el SNC. A partir de este momento disminuye su expresion,
aunque en ciertas poblaciones de neuronas se detecta la GAP-43 en
estadios posteriores (Benowitz y Routtenberg, 1997;Oestreicher y col.,
1997).
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Una de las caracteristicas estructurales mas sorprendentes de la GAP-43 es
su extrema hidrosolubilidad, hecho que no es habitual en una proteina
asociada con membranas. Se sintetiza como proteina soluble y su
asociacion a la membrana probablemente esta mediada por unioén covalente
a acidos grasos. La corta region hidrofobica en el extremo amino-terminal
de la proteina contiene dos residuos de cisteina en las posiciones 3 y 4, que
son, probablemente, los sitios de acilacion con acidos grasos y de unién a la
membrana. Esta region contiene un dominio activador de la proteina G. En
la parte intermedia existe el denominado dominio 1Q, compuesto de 12-15
aminodcidos localizados antes de la serina 41 que constituye el sitio de
unién a calmodulina. Ademas, en la parte intermedia existe un sitio de
fosforilacion para la proteina G en la serina 41 que, a su vez, regula la
union de la GAP-43 a calmodulina. En el extremo carboxilo-terminal se
localiza el motivo F, el cual interacciona con los componentes del
citoesqueleto (Skene, 1989).

La expresion del gen de la GAP-43 estd muy restringida en las células
neurales. La regulacion de la actividad del promotor de la GAP-43 esta
mediada por una serie de factores de transcripcion, miembros de la familia
bHLH (Chiaramello y col., 1996;0Ohtsuka y col., 1998). El promotor de la
GAP-43 contiene 7 cajas E (E1-E7) que estan organizadas en dos grupos,
un grupo distal (de E3 a E7) y un grupo proximal (E1 y E2) (Uittenbogaard
y col., 2003). Estos factores de transcripcion se unen a la caja El,
localizada en el promotor P1 del gen de la GAP-43 y modulan positiva o
negativamente la expresion del gen. Hasta el momento se han descrito seis
factores de transcripcion de esta familia, cuatro de ellos son represores de
la transcripcion (MEla, E12, MES-1, MASH-1) y dos son activadores
(NeuroD y NDRF) (Chiaramello y col., 1996;0htsuka y col., 1998). Se ha
descrito también que otro factor de transcripcion de la familia de los
NeuroD, Nex-1, actia también como activador de la transcripcion de la
GAP-43, siendo su mas potente regulador (Uittenbogaard y col., 2003).

La regulacion del gen GAP-43 es critica para entender los mecanismos que
controlan la diferenciacién neuronal. La regulacion es compleja, y estan
implicados mecanismos transcripcionales 'y  post-transcripcionales
(Uittenbogaard y col., 2003). La expresion de la GAP-43 est4 regulada a
nivel del mRNA. Asi, el NGF aumenta tres veces la vida media del mRNA
de la GAP-43. Ademas, se ha propuesto que el aumento de la estabilidad
del mRNA de la GAP-43 por el NGF esta mediado por la activacion de la
proteina quinasa C (Perrone-Bizzozero y col., 1993).
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1.1.1.5. Sinaptogénesis

Después de conseguir su destino final, las neuronas comienzan a generar
prolongaciones dendriticas y axoOnicas que las capacitan para recibir
contactos de otras células. Habitualmente se generan mas contactos de los
que seran precisos para la neurona adulta, madura y diferenciada. Las
prolongaciones axénicas se ven guiadas en su trayecto por actores
mecanicos y quimicos. Los axones en crecimiento contienen organulos
subcelulares como neurotubulos, neurofilamentos, mitocondrias, vesiculas
recubiertas y lisas, reticulo endoplasmatico y algunos cumulos de
ribosomas. Los microtibulos parecen ser necesarios para formar el
armazon estructural que mantiene la estabilidad de las fibras alargadas.

La mayoria de las sinapsis consiste en una region especializada en el saco
axonico presindptico, una region receptora en una dendrita postsinaptica y
una estrecha hendidura entre ambas regiones (Kalil, 1990). La cuestién
principal es como un axon en crecimiento identifica el lugar en el que se
formar4 una sinapsis. Existen dos explicaciones alternativas, aunque no
excluyentes entre si, sobre la forma en que las neuronas alcanzan sus dianas
y forman sus conexiones precisas durante las fases del desarrollo: la
hipotesis de la afinidad quimica o reconocimiento molecular y la hipotesis
de la actividad neuronal. La sinaptogénesis es un proceso tardio de la
diferenciacion neuronal, si bien algunas sinapsis aparecen durante fases
mas tempranas (Caviness, 1989).

La hipétesis del reconocimiento molecular sugiere que cada neurona tiene
especificada una identidad molecular que le permite ser reconocida por
otras neuronas que entran en conexion con ella (Yuste y col., 1994). A este
respecto se ha propuesto que las macromoléculas de la superficie axdnica
ofrecen lugares de identificacion complementarios de las situadas en la
membrana postsindptica. La hipotesis de la actividad neuronal destaca la
importancia de la actividad neuronal durante el desarrollo, indicando que el
patrén de actividad neuronal generado por los estimulos externos podria
cambiar las conexiones talamo-corticales, en virtud de la regla segin la
cual las conexiones que se utilizan quedan asentadas, en tanto que
desaparecen las conexiones menos utilizadas (Yuste y col., 1994).

Entre los factores que pueden estimular la sinaptogénesis se encuentra la
serotonina. En este sentido, se ha observado que algunos
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neurotransmisores, como el GABA y la serotonina, aumentan el desarrollo
de neuropilos y de las sinapsis en neuronas en cultivo (Madtes y Redburn,
1983;Hamon y col., 1989;Reisert y col., 1989). Asimismo, conviene
sefialar que, durante el establecimiento de las sinapsis, se produce un
incremento en el metabolismo oxidativo cerebral y aumenta la sintesis de
fosfolipidos y de colesterol (Meisami y Timiras, 1982;Bayer, 1995).

Se cree que en la sinapsis existe una importante transferencia bidireccional
de sustancias esenciales para la supervivencia y el normal funcionamiento
de las células presinapticas y postsinapticas, como, por ejemplo, el NGF
(Cowan, 1987).

Recientemente se ha demostrado la existencia de grupos co-activos de
neuronas que ocupan territorios discretos; estos grupos han recibido el
nombre de dominios neuronales. La co-activacion de un dominio puede ser
mediada por un tipo de conexiones entre dendritas, las uniones
comunicantes o “gap junctions”. Tales uniones son complejos proteicos
que forman un tanel entre dos células cercanas, permitiendo el paso de
iones y pequeios metabolitos. Se ha demostrado que las neuronas
acopladas eléctricamente entre si por uniones de hendidura pueden
activarse con idéntica eficacia, si no mayor, que las neuronas conectadas
por sinapsis. No obstante, se ha podido comprobar que el acoplamiento
entre neuronas desaparece al inicio del desarrollo. En base a estas
observaciones, se ha planteado la hipotesis segun la cual los dominios
neuronales unen entre si a las células que posteriormente estaran
comunicadas mediante sinapsis. Segin este modelo, las uniones de
hendidura desaparecen durante el desarrollo y son reemplazadas en su
funcion por conexiones sinapticas (Yuste y col., 1994).

El funcionamiento integrador del sistema nervioso se basa principalmente
en la conectividad existente entre sus elementos bésicos: las neuronas.
Estas conexiones estdn determinadas en gran parte por factores genéticos, y
una vez que se forman permanecen estables. Sin embargo, cada vez se
resalta mas el hecho de la posible modificacion de las conexiones
neuronales. Esta modificacion de las conexiones establecidas entre las
neuronas se denomina plasticidad neuronal. Los principales cambios
plasticos son: modificaciones de las neuronas y de sus conexiones como
resultado de las interacciones con el medio durante el desarrollo neuronal
postnatal. Asi mismo, la plasticidad neuronal también es responsable de los
cambios en conectividad que ocurren tras un dafio cerebral o de Ia
plasticidad que tienen lugar durante el apredizaje.

16



1.1.1.5.1. Papel del colesterol en la sinaptogénesis

Poirier (1994) describi6 que, durante la sinaptogénesis, decrece
progresivamente la sintesis de colesterol en las neuronas y se ve favorecida
la internalizacion del mismo a través de la ruta del receptor ApoE/LDL.
Recientemente se ha identificado un factor derivado de la glia que
promueve el desarrollo de la sinapsis en cultivos de neuronas purificadas
del SNC. Se trata del colesterol, que forma un complejo con lipoproteinas
que contienen la apolipoproteina E. Si bien las neuronas del SNC producen
suficiente colesterol para su supervivencia y crecimiento, la sinaptogénesis
requiere cantidades adicionales que deber ser provistas por la glia. Por
tanto, la disponibilidad de colesterol parece ser el factor limitante para el
desarrollo de las sinapsis maduras. Esto explica el retraso en la produccion
de sinapsis en el SNC después de la diferenciacion de la glia, asi como los
efectos neurales y de conducta que se manifiestan por alteraciones en la
homeostasis del colesterol o de las lipoproteinas (Mauch y col., 2001). La
diferenciacion de las dendritas actia como paso limitante en la
sinaptogénesis y el colesterol es indispensable para este proceso. El
colesterol induce la redistribucion de MAP-2 y de las isoformas 2 y 3 del
receptor de glutamato (GluR-2/3) en las neuritas, sin producir cambios en
sus niveles de expresion. El colesterol también promueve directamente la
maduracion de los terminales presinapticos, actuando en la sintesis y
maduracion de las vesiculas sindpticas (Goritz y col., 2005).

1.1.1.5.2. Estructura y funcion de las proteinas SNARE

Las proteinas SNARE (Receptor del factor de la proteina de fusion sensible
a N-etilmaleimida soluble) son proteinas que estan implicadas en la
exocitosis de las vesiculas presindpticas. Juegan un papel en el
acoplamiento y fusion de la vesiculas sinapticas a la zona activa, asi como
en el efecto del calcio, mas concretamente, en combinacion con el sensor
de calcio sinaptotagmina (Brunger, 2005). La exocitosis regulada esta
provocada por segundos mensajeros, tales como el calcio, en respuesta a la
activacion o despolarizacion de la membrana.

Las proteinas SNAREs son proteinas de union al factor sensible a N-
etilmaleimida (NSF) junto con las proteinas asociadas al NSF (SNAPs).
Las vesiculas sinapticas son reclutadas en la zona activa de la membrana
presinaptica, pero no son facilmente fusionadas. En cambio,
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aproximadamente 10 vesiculas se acoplan a la zona activa, a la espera de
un potencial de accidén. Se han descrito muchas proteinas esenciales para la
liberacion de neurotransmisores dependientes de calcio, como son
sinaptotagmina, complexita, Munc18 y Munc13 (Brunger, 2005).

1.1.1.5.3. Sinaptotagminas

La exocitosis sinaptica se provoca por una liberacion de calcio tras la
llegada del potencial de accidn. La sinaptotagmina esta descrita en distintas
isoformas en neuronas y cé€lulas no neurales. Las sinaptotagminas
constituyen una numerosa familia de proteinas de union a calcio. Actuan
como sensores de calcio para la exocitosis rapida en neuronas de
vertebrados, cé€lulas endocrinas y en neuronas de Drosophila (Han y col.,
2004). Estructuralmente, estdn compuestas por una secuencia corta
intravesicular N-terminal, una tnica region transmembrana, una region rica
en lisina, una region rica en arginina y dos copias de una repeticion
citoplasmatica homologa al dominio C-terminal de la proteina kinasa C
(PKC), denominados dominios C2A y C2B (ver esquema 6). Estan
ampliamente conservadas y expresadas, en multiples isoformas, con al
menos 9 genes en mamiferos. La mayoria de las distintas isoformas de la
sinaptotagmina estan colocalizadas en el cerebro (Li y col., 1995;Koh y
Bellen, 2003).

La sinaptotagmina I se detecta en todos los estados de desarrollo del
cerebro del ratébn, pero no en otros tejidos. Por el contrario, la
sinaptotagmina VII es abundante en todos los tejidos embrionarios.
Postnatalmente, sin embargo, la sinaptotagmina VII, se expresa
abundantemente solo en cerebro, decayendo sus niveles de expresion en
otros tejidos (Han y col., 2004).

Lumen de | )
la wesicula Citoplasma
|
J C2a C2B Esquema 6: Estructura de Ila
; sinaptotagmina.
/ Modificado de Koh y Bellen (2003).

La localizacion subcelular de las distintas isoformas de la sinaptotagmina
es distinta. De esta forma, las sinaptotagminas I y II se expresan
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fundamentalmente en vesiculas sinapticas y granulos de secrecidon mientras
que, por ejemplo, las isoformas III y VII se expresan en la membrana
plasmatica. Los mecanismos que dirigen a la sinaptotagmina I hacia las
vesiculas sinapticas y después hacia la sinaptotagmina VII, que se
encuentra en la membrana plasmatica, son nucleares (Han y col., 2004).

Muchas sinaptotagminas se unen a los fosfolipidos y a las sintaxinas de una
manera calcio-dependiente, aunque con propiedades ligeramente diferentes.
Las excepciones son las sinaptotagminas 1V, VIII, XI, y XII las cuales
contienen sustituciones de aminoacidos en el dominio C2A que
aparentemente impiden la union al calcio. El homologo directo de la
sinaptotagmina I, la sinaptotagmina IX, no interacciona con proteinas
SNARESs y el dominio C2B no interacciona con fosfolipidos. Sin embargo,
la sinaptotagmina IX ayuda a la exocitosis provocada por calcio en estudios
de permeabilizacion de células PC12. Ademas, aunque las sinaptotagminas
IIT y IV se expresan primeramente en el cerebro, éstas no se encuentran
localizadas en las vesiculas sinapticas. El hecho de que varias
sinaptotagminas se coexpresen en la sinapsis pero no se colocalicen en las
vesiculas sindpticas sugiere que pueden tener distintas funciones (Brunger,
2005).

Las sinaptotagminas I y II estan localizadas en las vesiculas sinédpticas y los
dominios C2A y C2B interaccionan, de una manera calcio-dependiente,
con lipidos, SNAP-25, sintaxina y los complejos ternarios SNARE.
Ademas, el dominio C2B puede promover la oligomerizacion en una forma
calcio dependiente (Brunger, 2005).

Mutaciones en la sinaptotagmina I producen un fenotipo dominante, a pesar
de la presencia de otras sinaptotagminas. De hecho, las sinaptotagminas [ y
IT colocalizan en las neuronas del hipocampo, que son las afectadas en el
raton knockout. (Li y col.,, 1995), lo que sugiere que las distintas
sinaptotagminas llevan a cabo distintas funciones.

a) Glicosilacion y palmitoilacion de las sinaptotagminas

El dominio N-terminal de la sinaptotagmina se glicosila y esto parece jugar
un papel esencial en la localizacion de las isoformas de la sinaptotagmina.
La N-glicosilacion de la sinaptogmina I, junto con una sefial en los
dominios C2 citosodlicos, dirige a la proteina hasta las vesiculas sinapticas
(Han y col., 2004). La localizacién de las sinaptotagminas I y VII esta
normalmente restringida a las vesiculas sindpticas y a la membrana
plasmatica respectivamente (Brunger, 2005). Se sabe que el unico sitio de
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N-glicosilacion intraluminal de la sinaptotagmina 1 es un determinante
esencial para su localizacion vesicular, mientras que los dominio C2 de las
sinaptotagminas [ y VII son funcionalmente intercambiables. Por lo tanto,
la importancia funcional de la N-glicosilacién de la sinaptotagmina I para
la transmision sindptica es fundamental para la correcta funcion de la
sinaptotagmina I en la exocitosis (Han y col., 2004).

Ademas, las sinaptotagminas también tienen sitios de palmitoilacion
(Brunger, 2005). La palmitoilacién es critica para clasificar a la
sinaptotagmina [ en las vesiculas intracelulares de los contactos
presinapticos para dirigirla hacia el terminal presiniptico. También se ha
descrito que regula la internalizacion de muchas proteinas integrales de
membrana, como los receptores acoplados a proteina G (Kang y col.,
2004).

b) Interacciones de las sinaptotagminas

El tandem de los dominios C2 de la sinaptotagmina I cooperan para
permitir la union a las proteinas SNAREs. Asi que la interaccion entre la
sinaptotagmina | y las proteinas SNAREs es de caracter débil.

¢) Funcion de las sinaptotagminas

La exocitosis de la vesicula puede tener lugar a través de dos mecanismos.
Asi la fusion completa ocurre cuando la vesicula se fusiona con la
membrana plasmatica. Sin embargo, las vesiculas pueden liberar
transmisores durante los contactos transitorios con la membrana plasmatica
en lo que es denominado “kiss-and-run”. Pues bien, la sinaptotagmina |
parece regular la eleccidon entre la fusion completa y el “kiss-and-run, con
la union del calcio a los dominios C2A y C2B, que juegan un importante
papel en esta eleccion (Wang y col., 2003).

1.1.1.5.4. Papel del glutamato en la sinapsis

El principal neurotransmisor excitador en el cerebro es el glutamato, que
ejerce sus acciones a través de receptores ionotropicos y metabotropicos.
La comunicacion a través de esos receptores es critica para la transmision
sinaptica normal, ademds de contribuir al desarrollo del sistema nervioso y
la plasticidad sinaptica. Durante las lesiones agudas del sistema nervioso
central, incluida la isquemia y el trauma encefalico, el glutamato y el
aspartato se acumulan en el espacio extracelular causando una
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sobreactivacion de los receptores de aminoacidos excitadores, conduciendo
al fenomeno denominado excitotoxicidad.

Se han descritos dos tipos de receptores de glutamato: receptores
ionotropicos y receptores metabotropicos. Hay 3 familias de receptores
ionotropicos: receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), receptores AMPA
(4cido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropinoico) y receptores
kainato. Estudios moleculares indican que estos 3 tipos de receptores son
todos multiméricos y poseen subunidades con una gran homologia entre
ellas. Ademas, existen 3 grupos de receptores metabotrdpicos acoplados a
proteina G (mGluR), que modifican la excitabilidad glial y neuronal a
través de las subunidades internas de la proteina G. Estos Gltimos actian
sobre los canales 16nicos de membrana y a través de segundos mensajeros,
tales como el diacilglicerol y el AMPc (Meldrum, 2000).

a) Liberacion del glutamato

El glutamato es liberado desde vesiculas de los terminales presinapticos por
un mecanismo dependiente de calcio. La concentracion de glutamato
dentro de la vesicula es del orden de 100 nM vy la liberacion de una sola
vesicula produce un potencial postsinaptico (EPSP) a través de la
activacion de los receptores AMPA. La liberacion sinaptica del glutamato
esta controlada por un amplio rango de receptores presinapticos, donde no
solo figuan los metabotropicos y los ionotrdpicos, sino también los
colinérgicos y opioides kappa (Meldrum, 2000).

b) Receptores ionotropicos

Son receptores con una estructura molecular tetramérica o pentamérica, y
constan de subunidades pertenecientes a 3 familias. La clase de las
subunidades determina las propiedades biofisicas del receptor. La
modificacidn mas importante de la funcion de los receptores AMPA es la
producida por la presencia de una subunidad GluR2 (también denominada
GluRB), la cual previene la apertura del canal. Los receptores que solo
expresan subunidades GIuR1 y GIuR3 muestran una importante
conductancia al calcio. Los receptores AMPA muestran, ademas, una
afinidad mas baja por el glutamato que los receptores NMDA, pero tienen
una cinética mas rapida, y son responsables del componente inicial rapido
del EPSP. La estructura de la union del GluR2 al kainato se ha determinado
recientemente por cristalografia de rayos X. La estructura extracelular esta
formada por cuatro a-hélices bilobuladas con el agonista, en un grieta en la
cual se situa el agonista (Meldrum, 2000).
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¢) Receptores metabotropicos (mGluR)

Estos receptores comparten morfologia molecular con las proteinas de
union a la proteina G. Tienen siete dominios transmembrana, con un
extremo N-terminal extracelular y un extremo C-terminal intracelular.

Los receptores del grupo I activan a la fosfolipasa C, produciendo
diacilglicerol e inositol trifosfato, que actuaran como segundos mensajeros.
Los receptores de los grupos II y III estan unidos a adenilato ciclasa, a la
que inhiben (Meldrum, 2000).

d) Transportadores de glutamato

Se han clonado cinco transportadores de glutamato en el SNC de
mamiferos. Dos de ellos se expresan en células gliales: GAST
(Transportador Glial de Glutamato y Aspartato) y GLT (Transportador
Glial de Glutamato). Tres se expresan en neuronas EAAC1 (Transportador
de aminoacidos excitatorios) y los EAAT4 y EAATS. Todos ellos son
dependientes de sodio, puesto que los gradientes de sodio y potasio
proporcionan la energia para el transporte. Por otro lado, los
transportadores neuronales parecen estar asociados a canales de cloro, los
cuales se abren cuando se une el glutamato; asi tienden a hiperpolarizar la

membrana postsinaptica, disminuyendo la actividad sinaptica (Meldrum,
2000).

1.1.1.5.5. Densidad postsinaptica (PSD)

La densidad postsinaptica (PSD) es una estructura citoesquelética
altamente organizada que se encuentra adyacente a la membrana
postsinaptica de la sinapsis excitatoria y que juega un papel importante en
la organizacion de los receptores y proteinas relacionadas en la
sefalizacion sindptica (Petralia y col., 2005). Dentro de este grupo, las
mejor estudiadas son aquellas cuya estructura molecular esta formada por
tres dominios en dedos de zinc (PDZ), una regién reguladora homologa a
Src (SH3) y un dominio similar a la guanilato quinasa, que genericamente
se denomina Guanilato Quinasa Asociada a Membrana (MAGUKSs) (ver
esquema 7). Las PSD interaccionan con receptores NMDA a través de una
serie de proteinas. Una de ellas, la proteina asociada a la sinapsis-90 (SAP-
90)/Densidad postsinaptica-95 (PSD-95) fue inicialmente identificada
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basandose en su abundancia en las PSD aisladas. PSD-95 interactiia con el
extremo C-terminal del receptor NMDA, exactamente con la subunidad
NR2, lo que sugiere que PSD-95 juega un papel importante en el anclaje
sinaptico y la organizacion de los receptores NMDA. Otras tres proteinas
han sido identificadas en las PSD que estdn relacionadas estructuralmente
con PSD-95. Estas son la SAP-97/hdlg, Chapsina-110/PSD-93 y SAP-102
(Nagano y col., 1998;Sans y col., 2000;Schnell y col., 2002).

DigA

PSD-95/SAP-90

SAP-97

SAP-102

i

PSD-93/Chapsina-110

Esquema 7: Estructura de las PSD.

Todas las proteinas pertenecientes a la denominada Densidad Postsinaptica (PSD) contienen 3
dominios con estructura de dedo de zinc (PDZ), un dominio SH3 y un dominio guanilato quinasa
(MAGUK). Una secuencia peptidica denominada PS puede ser eliminada por “splicing” alternativo.
Modificado de Nagano y col. (1998).

Los patrones de expresion de SAP-97, PSD-93, PSD-95 y SAP-102 son
distintos, pero coinciden parcialmente en el cerebro. Por otro lado, la
posibilidad de que las MAGUKs de forma independiente, puedan ser
sustituidas unas por otras se sugiere a partir de resultados de estudios con
ratones que expresan una forma de PSD-95 truncada, los cuales muestran
cambios en la plasticidad relacionada con los receptores NMDA, aunque
siguen conservando muchos de los aspectos de la funcion normal de dichos
receptores (Migaud y col., 1998;Sans y col., 2000). Se ha descrito, que un
incremento en los niveles de PSD-95 aumenta el nimero de AMPARs
(Schnell y col., 2002).

1.1.1.5.6. Sinaptofisina

La sinaptofisina es una proteina de las membranas de las vesiculas
sinapticas que esta expresada ubicuamente en el cerebro. Es capaz de
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interaccionar con todas las proteinas de las vesiculas sindpticas. Se ha
sugerido un posible papel en la regulacion del ciclo de las vesiculas
sinapticas, aunque se conoce que su funcion es redundante puesto que se
compensa por otras proteinas. La sinaptofisina se fosforila tanto por
serina/treonina kinasas, como por tirosina kinasas (Tarsa y Goda, 2002).

1.1.1.5.7. Sinaptobrevina

La sinaptobrevina es otra de las proteinas componentes de la membrana de
las vesiculas sindpticas. Se une a la sinaptofisina y, ademas, esta
ampliamente relacionada con la isoforma sinaptoporina. La interaccion
sinaptofisina-sinaptobrevina no se detecta en cerebro embrionario, por lo
que su expresion es mas tardia durante el desarrollo. También puede ser
palmitilada como la sinaptotagmina (Veit y col., 2000).

1.1.1.6. Muerte neuronal

Durante el desarrollo del SNC se generan un gran nimero de neuronas, de
las que apenas la mitad van a sobrevivir. Esta pérdida tan elevada de
neuronas es comun a todos los vertebrados y parece ser un mecanismo de
adaptacion durante el desarrollo del sistema nervioso (Oppenheim, 1991).
La explicacion de este fenomeno la dieron en los afios 40 Hamburguer y
Levi-Montalcini en su hipotesis del factor neurotrofico, donde se propone
que la supervivencia neuronal especifica depende y esta regulada por los
distintos factores neurotroficos que se sintetizan en las areas que actian
como blancos. Ademas, esta hipdtesis también sugiere, que la degeneracion
de poblaciones neuronales especificas en el envejecimiento y en los
procesos patologicos puede ser una consecuencia de la pérdida del acceso
de dichas neuronas a los factores neurotréficos (Hamburger y Levi-
Montalcini, 1949). Esta hipotesis se vio reforzada por el descubrimiento,
anos mas tarde, del NGF.

24



1.2. FACTORES NEUROTROFICOS

Se han descrito varios tipos de factores neurotroficos: neurotrofinas,
citoquinas relacionadas con la interleukina (su ejemplo més conocido es el
factor neurotrofico ciliar, CNTF), miembros de la familia del factor de
crecimiento B, TGF[ (entre los que destaca el factor neurotrofico derivado
de la glia, GDNF) y la familia del factor de crecimiento de los fibroblastos,
FGF. De todos ellos los mas extensamente descritos son las neurotrofinas
(para revision ver (Castellanos-Ortega y col., 1999). Tanto la neurogénesis,
como la gliogénesis, estan influenciadas por varias citoquinas y factores de
crecimiento como las neurotrofinas (Vicario-Abejon y col., 1995).

1.2.1. Neurotrofinas

Las neurotrofinas son factores neurotroéficos importantes en el desarrollo,
mantenimiento y diferenciacion de las neuronas del Sistema Nervioso
Central (SNC), asi como del Sistema Nervioso Periférico (SNP). Se sabe
que estan implicados en la neurogénesis, la migracion celular, el
crecimiento de axones y dendritas, la sinaptogénesis, la mielinizacion, la
expresion fenotipica de neurotransmisores y la apoptosis celular (Snider,
1994;Narisawa-Saito y col., 1999;Chan y col., 2001). Son proteinas muy
conservadas evolutivamente y con un 50-58% de homologia entre ellas.
Ademds, actian siempre como dimeros, ya sean homodimeros o
heterodimeros (Robinson y col., 1995). Se han aislado en mamiferos 6
proteinas de esta familia: el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor
de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3), la
neurotrofina 4/5 (NT-4/5) (Jessell y Sanes, 2001a), la neurotrofina 6 (NT-
6) (Gotz y col., 1994;Liy col., 1997), y la neurotrofina 7 (NT-7) (Nilsson y
col., 1998). Estas son menos conocidas puesto que han sido descubiertas
mas recientemente.

Las distintas neurotrofinas se expresan de forma especifica en las distintas
regiones del sistema nervioso. En este sentido, en cada region se expresan
diferentes neurotrofinas y diferentes receptores. Las neurotrofinas se
sintetizan y se liberan al espacio intercelular uniéndose a receptores de
membrana en las neuronas. Finalmente, se internalizan y sufren un
transporte retrogrado, para luego modular la activacion de distintos factores
de transcripcion implicados en la sintesis de proteinas responsables de
distintas funciones neuronales (Fiszman, 2003).
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Las neurotrofinas son posibles candidatas para influenciar el linaje celular
de las células madre. Esto se basa en el hecho de que las neurotrofinas y
sus receptores se expresan durante el desarrollo del neuroepitelio, asi como
en cultivos de células madre. Las neurotrofinas estimulan la diferenciacion
neuronal por alteracion en el balance de la expresion de los factores de
transcripcion bHLH Mash1 y Mathl (Ito y col., 2003).

La uniéon de las neurotrofinas a sus receptores tirosina kinasa (Trks)
conducen a la activacion de distintas rutas de senalizacion intracelulares,
como son fosfoinositol-3’-kinasa (PI3K), fosfolipasa C3-y (PLC-Yy), y Ras
(Kaplan y Miller, 2000).

1.2.1.1. NGF

Fue la primera neurotrofina identificada y, por lo tanto, la mas conocida y
estudiada. Fue descubierta en 1954 por Levi-Montalcini, que junto con
Hamburguer y Cohen y col., aislé la proteina y produjo el primer suero
anti-NGF. Se descubri6 de una forma accidental, al realizar un transplante
de un tumor y observar una inervacion extraordinaria de las neuronas
periféricas al tumor, identificindose el NGF como el causante de la
induccién de la inervacion. (Alberts, 2004). Su sintesis y la expresion de
sus receptores, TrkA y p75, no esta limitada a las neuronas, sino que otras
células como los mastocitos y las células B también producen y sintetizan
NGF. También se ha detectado el NGF en algunas neoplasias humanas
(Fiszman, 2003). La funcion principal del NGF es acelerar la proliferacion

de células progenitoras neurales ayudado del factor de crecimiento de los
fibroblastos-2 (FGF-2) (Ito y col., 2003).

La estructura del NGF estad bien
establecida. Se trata de wun
complejo pentamérico de 130
kDa, con dos subunidades o, una
subunidad B y dos subunidades
Y (ver esquema 8). La actividad
biologica se localiza en la
subunidad 3, también conocida
como NGF 2,5S. Las otras dos
subunidades actGian en la
regulacion del procesamiento,
liberacion y degradacion de la

Esquema 8: Estructura del NGF.
Complejo pentamérico de 130 kDa, formado

subunidad B La forma por una subunidad [, dos subunidades o y
dos subunidades 7.
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finalmente activa del B-NGF es un homodimero de 26,5 kDa (para revision
ver (Castellanos-Ortega y col., 1999).

1.2.1.2. BDNF

Es una proteina de 13,6 kDa que promueve la supervivencia y
diferenciacion de las neuronas in vitro. Tiene un efecto tanto autocrino
como paracrino en neuronas y células no neuronales (Snider, 1994). Se une
al subtipo de receptor TrkB y media la supervivencia neuronal a través de
la activacion de este receptor (Fiszman, 2003). Muchos estudios
demuestran que es un factor critico para la regulacion de la neurogénesis
adulta en mamiferos, en la zona subgranular (SGZ) del hipocampo
(Donovan y col., 2008). También estd descrita su implicacion en la
sinaptogénesis, puesto que la administracion de BDNF en cultivos
primarios de neuronas neocorticales produce un incremento en la expresion
de los receptores de glutamato, isoformas GluR1 y GluR-2/3 tipicas de las
sinapsis. Ademads, el estudio de ratones ‘“knockout” de BDNF han
confirmado la idea de que el BDNF es esencial para el desarrollo neural
normal y la transmision sindptica (Narisawa-Saito y col., 1999). Ademas, el
BDNF aumenta la diferenciacion de células madre neuronales, que forman
neurosferas in vitro y promueve la supervivencia de las neuronas corticales,

asi como la proliferacion de neuronas en la zona subependimal (Ito y col.,
2003).

1.2.1.3. NT-3

La NT-3 se conoce también como factor neurotrofico derivado del
hipocampo (HDNF) y factor de crecimiento nervioso 2 (NGF-2). La
secuencia de aminoacidos es igual en el hombre, el ratén y la rata, lo que
produce una reactividad cruzada de anticuerpos entre las distintas especies
(Maisonpierre y col., 1990). Su precursor tiene un peso molecular de 30
kDa. Sus receptores son TrkC y TrkA (Brodski y col., 2000). Se ha
propuesto su implicacion en la supervivencia y diferenciacion de las
neuronas sensoriales (EIShamy y Ernfors, 1997). Ademas, se conoce que
promueve la diferenciacion de las neuronas simpaticas (Brodski y col.,
2000), asi como que induce la diferenciacion de células precursoras
corticales y las oligodendrodiales (Ito y col.,, 2003). NT-3 induce la
diferenciacion neuronal actuando sobre células postmitoticas tempranas y
es un factor de diferenciacidbn para neuronas hipocampales calbindina
positivas (Vicario-Abejon y col., 1995).
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1.2.1.4. NT-4/5

La NT-4/5 tiene un peso molecular de 14 kDa. Fue originalmente
identificada en Xenopus y posteriormente en ratas y en el hombre. En
mamiferos se la llamé en un primer momento Neurotrofina-5, para
distinguirla de la NT-4 de Xenopus y cuando se comprobo6 que eran iguales
se pas6 a nombrarla NT-4/5.

Esta neurotrofina, junto con el BDNF y la NT-3, incrementa aumenta la
proliferacion de neuronas del ganglio dorsal en cultivo, dado que aumenta
significativamente la incorporacion de bromo-desoxiuridina (BrdU)
(Memberg y Hall, 1995). Junto al BDNF y a la NT-4/5, la NT-4/5 esta
implicada en la supervivencia de las neuronas de pollo en cultivo (Becker y
col., 1998).

1.2.2. Receptores de las neurotrofinas

Se conocen dos tipos de receptores de las neurotrofinas: Trk y p75 (Carter
y Roskams, 2002). Los receptores Trk, o receptores de alta afinidad, son
proteinas monoméricas transmembranales de entre 120 y 160 kDa, con tres
regiones: la extracelular o de unién al ligando, la intramembranal y la
intracelular con actividad tirosina quinasa intrinseca (Barbacid, 1995). Los
Trks son receptores tirosina quinasa que utilizan un complejo de sustratos y
proteinas adaptadoras para la diferenciacion, plasticidad y supervivencia
promovida por las neurotrofinas (Friedman y Greene, 1999). Las
neurotrofinas se unen también a otro receptor, que es un receptor universal
denominado p75 o receptor de baja afinidad (ver esquema 9). Mientras que
los receptores Trk transmiten sefiales de supervivencia, proliferacion y
diferenciacion, los p75 transmiten sefiales de apoptosis (Meldolesi y col.,
2000). Las senales de ambos receptores pueden sumarse u oponerse en
funcion de la densidad relativa de cada tipo de receptor (Fiszman, 2003).

TrkB, y TrkC se expresan abundantemente en neuronas del hipocampo y en
el neocortex, mientras que TrkA est4 virtualmente ausente en las neuronas
de estas areas cerebrales. Sin embargo, los receptores TrkA estan presentes
en fibras colinérgicas aferentes de las neuronas basales del cerebro, hasta el
hipocampo y la neocorteza, respectivamente. El receptor de las
neurotrofinas p75 estd también presente en estas fibras colinérgicas
aferentes, mientras que esta ausente en neuronas dentro del hipocampo y la
neocorteza (Lessmann, 1998).
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Introduccion

RECEFPTOR DE
ALTA
AFINIDAD
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s NGF | |

| P,

Esquema 9: Neurotrofinas y sus receptores.
Las interacciones primarias entre el receptor y la neurotrofina se muestran como lineas continuas y
las interacciones secundarias y débiles, con lineas discontinuas. Modificado de Lindsay y col. (2002).

La primera proteina receptora con actividad tirosina quinasa especifica
conocida fue el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF). El
receptor Trk fue originalmente detectado como un protooncogen de una
proteina de fusion, de la cual 392 residuos N-terminales de la proteina Trk
normal fueron reemplazados por secuencias de tropomiosina. El
conocimiento de los distintos miembros de neurotrofinas y sus dianas
facilitd la busqueda de distintos Trks. Asi, se conocen distintos miembros
de la familia de Trks (ver Esquema 9):

1) TrkA, denominado a menudo simplemente Trk porque fue
el primero que se descubrid. Su ligando mas especifico es el NGF y posee
1soformas activas que se diferencian por presentar una de ellas en su
segmento extracelular una secuencia caracteristica de 6 aminodacidos.

2) TrkB, que es el receptor al que se unen el BDNF y la
neurotrofina 4/5 con mayor afinidad.

3) TrkC, que es el receptor al que se une la neurotrofina 3 con
mayor afinidad (Barbacid, 1995).

La estructura de estos receptores estd bien descrita, como se puede observar
en el esquema 10. Los receptores Trk contienen una interesante
combinacion de motivos de adhesion celular en sus dominios
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extracelulares, con tres motivos ricos en leucina en tindem flanqueados por
dos cisteinas en su extremo amino-terminal y varios dominios Ig-G, los
cuales son el mayor elemento de union especifica. Los receptores
interaccionan con su ligando a través del segundo dominio parecido a
inmunoglobulinas (Patapoutian y Reichardt, 2001). El dominio intracelular
comprende un dominio transmembrana, un dominio quinasa tipico y un
pequeio tallo carboxilo terminal de 15 residuos (Friedman y Greene,
1999). El dominio citoplasmatico del receptor contiene varios sitios de
fosforilacion en tirosina, que funcionan como intermediarios en cascadas
de sefializacion intracelular (Huang y Reichardt, 2003). Por otro lado, cada
forma de receptor Trk emplea un juego distinto de residuos para
interaccionar con su correspondiente ligando (Ultsch y col., 1999). Los
dominios extracelulares contienen, ademas, multiples sitios de
glicosilacion.  Esta glicosilacion esta localizada junto a una region
determinada de la localizacién transmembranal de los Trks (Friedman y
Greene, 1999). Un corte y empalme alternativo de los mRNA de TrkA,
TrkB y TrkC conduce a la expresion de proteinas con diferencias en sus
dominios extracelulares, que afectan a las interacciones de ligandos
(Patapoutian y Reichardt, 2001).

Cisteina ?
M otivos ricos en Ieucina*i
Cisteina g -

THHAAN

Dominio similar a [gG ¥

Dominio quinasa l ’ |
Extremno C-terminal

TrkA TrkB TrkC

Esquema 10: Representacion esquematica de la estructura de los Trk.

Los receptores Trk presentan una combinacion de motivos de adhesion celular en su dominio
extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular formado por un dominio quinasa y
un pequeiio tallo carboxilo terminal.

El p75 es una glicoproteina transmembranal, monomérica, de 75 kDa, que
pertenece a la superfamilia del factor de necrosis tumoral, TNF (Chao,
1994) y que parece modificar la sefal de los receptores Trk cuando se
expresan ambos tipos de receptores. Cuando se expresa en ausencia de Trk,
el p75 participa en la respuesta de las neurotrofinas mediando la muerte
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apoptotica (para revision veéase (Castellanos-Ortega y col., 1999;Friedman
y Greene, 1999). Se sabe que contiene pequeios dominios intracelulares

que han sido descritos como iniciadores de sefiales apoptoticas (Culmsee y
col., 2002).

El p75 tiene un segmento extracelular con cuatro dominios ricos en cisteina
regularmente espaciados, un segmento intramembranal y un amplio
dominio intracelular sin actividad tirosina quinasa (ver esquema 11). Se
expresa ampliamente en las neuronas y la glia y no estd presente en las
neuronas colinérgicas estriales, que solo expresan TrkA. Se une con una
afinidad similar a todas las neurotrofinas (para revisién ver (Castellanos-
Ortega y col., 1999); (Friedman y Greene, 1999).

Extremc MN-terminal

Dominios ricos en cisteina

Esquema 11:

Estructura p75.

Contiene cuatro

dominios ricos en

Extrema C-terminal cisteina en el
segmento extracelular,

: _ un segmento
. \F' \ Posible dominio de intramembranoso y un
' activacién de Proteina G~ dominio  intracelular

sin actividad tirosina
kinasa.

e

Se sabe que el p75 regula las conformaciones de los receptores Trk, a los
cuales modifica actuando especificamente sobre la union al ligando. Este
hecho tiene un papel importante durante el desarrollo (Huang y Reichardt,
2003).

1.2.3. El acido oleico

En trabajos previos de nuestro laboratorio se ha descrito que la albiimina,
una proteina sérica presente en el cerebro exclusivamente durante el
desarrollo, induce la sintesis de acido oleico en astrocitos, el cual se
comporta como un factor neurotrofico (Tabernero y col., 2001;Tabernero y
col., 2002). Asi, la presencia de acido oleico promueve que las neuronas se
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dispongan siguiendo los patrones que se observan in vivo. En este sentido,
se ha observado cémo los somas neuronales se agrupan formando
estructuras que se asemejan a la materia gris y prolongan sus axones hasta
contactar con grupos de las neuronas adyacentes, dejando un espacio
equivalente a la materia blanca en el SNC (Tabernero y col., 2001).

El acido oleico, o cis-9-octadecanoico,
sintetizado por los astrocitos, se
incorpora en los fosfolipidos de la
membrana neuronal en forma de
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina.
Esta incorporaciéon es dependiente de
albmina, lo que sugiere que la
albimina es utilizada como vehiculo
para el transporte del acido oleico entre
los astrocitos y las neuronas (Tabernero
y col., 2001). Es necesario mencionar Acido oleico
que la presencia del Unico doble enlace .

, . . . Esquema 12: Estructura del acido
del 4cido oleico es suficiente para oleico. Acido graso de 18 atomos de
incrementar, de forma importante, la carbono, con una insaturacién en cis

fluidez de las membranas bioldgicas ;ﬁege Zir?;lrlx?olé?c’uge produce un
(Alberts, 2004) (ver esquema 12). En

este sentido, la fluidez de la membrana

es muy critica para las neuronas, por lo que la incorporacion de fosfolipidos
que contienen oleico puede cambiar sustancialmente las propiedades de la
membrana. En efecto, el acido oleico se incorpora preferentemente en las
bases de las prolongaciones somaticas denominadas neuritas (ver esquema
13), lo que sugiere que €stas requieren un incremento en la fluidez de la
membrana en los sitios donde emergen nuevos axones y/o dendritas. De
esta manera se facilita la formacion de la membrana durante el crecimiento
neuritico, a la vez que se incrementa la flexibilidad para la orientacion de
los axones (Tabernero y col., 2001).

HO

Esquema 13: Localizacion del acido
oleico incorporado por las neuronas en
cultivo primario. El &cido oleico se
incorpora, preferentemente, en las bases de
las neuritas. Modificado de Tabernero y
col. (2001).
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Aunque la diferenciacion neuronal es un proceso extremadamente
complejo, desde el punto de vista morfologico se caracteriza por el
agrupamiento de los cuerpos celulares, seguido del crecimiento de las
neuritas, que terminan diferenciandose en dendritas o axones. La presencia
de 4cido oleico produce la diferenciacion morfolégica de la neurona,
caracterizada por la elongacion de las neuritas y el agrupamiento de los
cuerpos neuronales (Tabernero y col., 2001). Aunque no se conoce con
precision como se lleva a cabo el crecimiento de cada tipo de neurita,
existen proteinas marcadoras especificas de su crecimiento, tales como la
proteina asociada al crecimiento, GAP-43, para los axones y la proteina
asociada a microtiibulos, MAP-2, para las dendritas.

1.2.3.1. Efecto del acido oleico sobre la expresion de la
MAP-2

Ademads del efecto diferenciador sobre la morfologia neuronal, el acido
oleico produce un incremento en la expresion de la proteina MAP-2,
marcadora de diferenciacidon dendritica, que se ve acompanado también con
un aumento en la expresion de su mRNA (Rodriguez-Rodriguez y col.,
2004). Cuando las neuronas se cultivan en presencia de acido oleico, la
MAP-2 se acumula bajo la membrana citoplasmatica, asi como a lo largo
de las dendritas, mientras que en ausencia de acido oleico la proteina se
aprecia sélo en los puntos de partida de las neuritas.

El efecto causado por el acido oleico sobre la expresion de la MAP-2 no se
observa en presencia de otros acidos grasos estructuralmente parecidos,
tales como el acido elaidico (18:1A9-doble enlace en trans) o el acido
palmitico (16:0), lo que demuestra la importancia del doble enlace en cis

para que el efecto del acido graso sea especifico (Rodriguez-Rodriguez y
col., 2004).

1.2.3.2. Efecto del acido oleico sobre la expresion de la
GAP-43.

Asi mismo, la presencia de acido oleico induce la sintesis de la GAP-43,
proteina marcadora de la diferenciacion axonal (ver apartado 1.1.1.2.), que
se distribuye a lo largo de los axones que contactan con las neuronas
vecinas. De hecho, en presencia de 4cido oleico no sd6lo aumenta la
cantidad de GAP-43, sino que se detecta mayor cantidad de mRNA de la
GAP-43 (Tabernero y col., 2001).
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In vivo, la expresion de GAP-43 en el cerebro presenta un pico a los 7 dias
después del nacimiento (Velasco y col., 2003). Curiosamente, la expresion
de la enzima responsable de la sintesis de acido oleico, la estearil-CoA
desaturasa (SCD), tiene un méaximo de expresion en el tercer dia de vida
postnatal, lo que indica que ambos fendmenos se relacionan en el tiempo,
lo que demuestra el papel del 4cido oleico como factor neurotrofico in vivo.

Ademas, en experimentos previos en nuestro laboratorio, hemos
demostrado que el 4cido oleico induce la expresion de la GAP-43 a través
de un mecanismo mediado por la proteina kinasa C, que es independiente
de NGF pero sinérgico con NT-3 y NT-4/5 (Granda y col., 2003).

1.2.3.3. Mecanismo de accion del acido oleico en la
diferenciacion neuronal

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se ha observado que el
efecto del acido oleico sobre el aumento de la expresion de la GAP-43 y de
la MAP-2 tiene un mecanismo comun, que consiste en la activacion de la
proteina quinasa C (PKC) (Tabernero y col., 2001;Granda y col.,
2003;Rodriguez-Rodriguez y col., 2004). En este sentido, se ha descrito
que varios acidos grasos cis-insaturados, entre los que se incluye el 4cido
oleico, son capaces de activar la PKC (Khan y col., 1992). De hecho, la
presencia del inhibidor de la PKC, esfingosina, suprime los cambios
morfologicos producidos en las neuronas cultivadas en presencia de 4cido
oleico (Tabernero y col.,, 2001;Rodriguez-Rodriguez y col., 2004).
Asimismo, el aumento del mRNA, tanto de la GAP-43 como de la MAP-2,
causado por la presencia de &acido oleico, se previene casi totalmente
cuando se inhibe la PKC (Rodriguez-Rodriguez y col., 2004).

Los procesos de desarrollo neural estan controlados positiva y
negativamente por multiples factores de transcripcion de la familia bHLH.
Rodriguez y col (Rodriguez-Rodriguez y col., 2004) han mostrado el efecto
del acido oleico sobre la induccidon de algunos factores neurogénicos de
transcripcion, en concreto, del NeuroD2. Asi, mientras que la expresion de
NeuroD1 no presenta variaciones en sus niveles por la presencia del acido
oleico, el NeuroD2 aumenta significativamente en las neuronas tratadas
con acido oleico. Asi mismo, la inhibicién de la PKC por la esfingosina
previene el aumento de NeuroD2 inducido por el 4cido oleico. Ademads, la
inhibicion de la PKC por péptidos que se actiian como pseudosustratos de
la enzima también previene el aumento de expresion del factor de
transcripcion  NeuroD2 (Rodriguez-Rodriguez y col., 2004). Por
consiguiente, tanto el aumento en la expresion de las proteinas marcadoras
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de la diferenciacion neuronal, GAP-43 y MAP-2, como el aumento en la
expresion del factor neurogénico NeuroD2, inducidos por el acido oleico,
estan mediados por la activacion de la PKC.

1.2.4 Otros factores neurotroficos

Las neurotrofinas han sido los factores neurotroficos mejor estudiados,
pero existen otros, como es el caso del factor neurotréfico derivado de la
glia (GDNF) y del factor neurotrofico ciliar (CNTF). La primera
observacion del comportamiento del CNTF como factor neurotréfico
provino de su capacidad para mantener la supervivencia de neuronas
parasimpaticas en los ganglios filiares (Stockli y col., 1989). También se
sabe que es capaz de mantener la supervivencia en neuronas sensoriales
(Simon y col., 1995), del cerebelo y del hipocampo (Larkfors y col., 1994).
También previene la degradacién de neuronas motoras tras una lesion y
disminuye la progresion de enfermedades neuromusculares (Sendtner y
col., 1997).

El GDNF fue descrito por primera vez como factor trofico para las
neuronas dopaminérgicas (Lin y col., 1993). Ahora se sabe que promueve
la supervivencia de muchos tipos de neuronas, tanto del SNC como del
SNP (Heuckeroth y col., 1998). También es un agente terapéutico para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (Lapchak y col., 1997).

Desde hace algun tiempo se sabe que la estimulacién eléctrica y la
despolarizacién de la membrana, debidas a altas concentraciones de KCl,
inhiben la muerte neuronal (Koike y col., 1989). Estudios recientes indican
que la despolarizaciéon de la membrana activa una serie de vias de
transduccion de sefiales relacionadas con la supervivencia neuronal
(Vaillant y col., 1999). Aun se desconoce si estas vias son las mismas que
activan las neurotrofinas.
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1.3 FACTORES DE TRANSCRIPCION PRONEURALES Y
NEURALES

El desarrollo del sistema nervioso implica una fase inicial de crecimiento y
division de los precursores y a continuacion el proceso de diferenciacion de
las células postmitéticas. Los progenitores multipotenciales, que estan
localizados en diferentes posiciones, son capaces de generar los diferentes
tipos neuronales y células gliales. Estudios genéticos en Drosophila y en
modelos de vertebrados han demostrado la existencia de un pequefio
numero de genes proneurales, que codifican factores de transcripcion de la
familia bHLH y que son necesarios para iniciar el desarrollo de los linajes
neurales (Bertrand y col., 2002).

a) Estructura y diversidad de los factores de transcripcion
bHLH

En Drosophila se han identificado cuatro genes proneurales denominados:
achaete (ac), scute (sc), scute letal (Isc) y asense (ase), cuyos productos de
expresion comparten entre ellos secuencias similares. Un gen proneural
mas lejano, atonal (ato), fue aislado recientemente y tiene también
secuencias relacionadas con las de los genes del complejo achaete-scute
(asc). Algunos genes relacionados con asc y ato han sido encontrados en
vertebrados (ver esquema 14). En éstos, la familia asc incluye al gen ashl,
la cual estd presente en todas las especies observadas y otros tres genes,
que curiosamente, han sido encontrados sélo en una clase de vertebrados
(Mash2 en mamiferos, Cash4 en pollo y Xash3 en Xenopus). En
vertebrados, el nimero de genes relacionados con los genes afo de
Drosophila es mayor, pero s6lo dos de ellos (Mathl y Math5 en el raton)
tienen dominios bHLH suficientemente similares a los afo para ser
considerados ortologos. Otros genes relacionados con los ato han sido
agrupados en distintas familias: familia de las neurogeninas (ngn), familia
de los NeuroD y familia de los Olig (Kageyama y Nakanishi,
1997;Bertrand y col.,, 2002). Muchos de los genes proneurales de
vertebrados son expresados exclusivamente o principalmente durante el
desarrollo del sistema nervioso, lo que indica que las funciones pueden
estar conservadas. Algunos de ellos se expresan en precursores neuronales
en division y otros en células postmitdticas. En mamiferos, Mashl,
ngn/Math4 y Mathl se expresan por precursores neurales, mientras que
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NeuroD y Math2/Nex-1 se expresan por células mitoticas. Mashl regula la
diferenciacion neuronal en precursores comunes de neuronas y células
gliales. Después de Mashl, se sugiere que NeuroD acthia en la
diferenciacion neuronal terminal de células postmitoticas. Mashl y NeuroD
se expresan secuencialmente y, en ausencia de Mashl, NeuroD desaparece.
Por esto, la cascada Mashi-NeuroD puede regular secuencialmente los
distintos estadios de diferenciacion neuronal (Kageyama y Nakanishi,
1997). Dos miembros de la familia bHLH, NeuroD y neurogenina, tienen
un papel crucial en la determinacion y diferenciacion de neuronas en
vertebrados, siendo la neurogenina capaz de activar la expresion de
NeuroD, de forma que el gen de la neurogenina acta antes que el gen
NeuroD (Liao y col., 1999).
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Esquema 14: Estructura y propiedades de las proteinas bHLH. a) Dendrograma de las secuencias
de los dominios bHLH de invertebrados (azul) y vertebrados (rojo). Las proteinas han sido agrupadas
en distintas familias en base a la similitud de las secuencias de los dominios bHLH. b) Secuencia del
dominio bHLH de la neurogenina2 (ngn) de ratéon. El codigo de colores indica el grado de
conservacion de los aminoacidos entre las proteinas bHLH. Los asteriscos marcan los residuos que
entran en contacto directo con el DNA. c) Representacion esquematica de la estructura de un dimero
de bHLH que esta acoplado al DNA. La region basica encaja en el surco mayor del DNA, y muchos
residuos de esta region estan en contacto directo con las secuencias de la caja E. Las dos a-hélices de
las dos partes forman un haz de 4 hélices. d) Secuencias de las cajas E que estan presentes en los
promotores de los genes diana y son especificamente reconocidos por las diferentes familias de
proteinas bHLH neurales. Aunque todas las proteinas bHLH neurales de las distintas familias
reconocen un hexdmero comin CANNTG, también pueden reconocer diferentes bases en las dos
posiciones centrales, asi como también en posiciones adyacentes. Modificado de Bertrand y col.
(2002)

37



Las funciones de los factores bHLH Mashl, Mathl, neurogenina y
NeuroD, estan reguladas por otro grupo de factores bHLH, Hesl y HesS5.
Estos ultimos no solo reprimen la expresion del gen Mashl por union
directa a la caja N (N box, CACNAG), sino que también inhiben la
actividad transcripcional de Mashl a través de uniones competitivas a los
heterodimeros bHLH formados por Mashl, E12 y E47. La via de
sefializacion Notch inhibe primariamente la diferenciciacion neuronal a
través de la expresion de los genes Hes! y Hes5 (Ito y col., 2003).

Por lo tanto, los genes neurogénicos bHLH de mamiferos se pueden
clasificar en dos grupos, basdndose en la homologia de la secuencia de los
patrones de expresion temporal y la ganancia y pérdida de funcion. El
primer grupo, denominado “Factores de Determinacién” son los que se
expresan durante la neurogénesis temprana, de forma transitoria, en células
progenitoras neurales multipotentes y proliferativas del sistema nervioso
central en desarrollo y son los factores clave que determinan varios linajes
celulares. En este grupo se encuentran: Mashl, Mathl y las neurogeninas 1
y 2. En el segundo grupo, denominado “Factores de Diferenciacion”, se
encuentran los miembros de la familia NeuroD (NeuroD, NeuroD2 y Nex-
1), su expresion es persistente en el sistema nervioso central del adulto y su
papel es promover y mantener la expresion de los genes de las neuronas
maduras (Uittenbogaard y Chiaramello, 2002).

Los bHLH se caracterizan por tener dos a-hélices separadas por un lazo.
Las hélices median en la dimerizacién y la zona bdsica adyacente se
requiere para la union con el DNA. Como todos los bHLH, las proteinas
proneurales se unen al DNA formando complejos homodiméricos o
heterodiméricos. Los factores de transcripcion bHLH se unen a secuencias
de DNA que contienen un motivo de hexanucle6tidos, CANNTG, conocido
como Caja E (“E-box”). La region basica encaja en el surco mayor del
DNA y 7 de los 10 residuos de bHLH, que entran en contacto directo con el
DNA, estan localizados en esta region y los otros 3 estan dispersos por toda
la region HLH. Ademas, 9 de estos 10 residuos estdn completamente
conservados en las diferentes familias de los bHLH neurales y ellos son los
que se unen a las secuencias conservadas de las cajas E o a los residuos
fosfato (ver esquema 14). (Bertrand y col., 2002).

b) Familia NeuroD
En vertebrados, los genes bHLH de la familia NeuroD tienen caracteristicas

de genes de diferenciacion. NeuroD se requiere para la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia de las células granuladas en el cerebelo y el
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hipocampo. Asi mismo, mutaciones de Math2/Nex-1 o NeuroD?2 en el raton
también producen defectos en la diferenciacion y supervivencia de las
neuronas cerebelares e hipocampales. Los genes de la familia NeuroD
actuan en los vertebrados méas tardiamente que los genes proneurales, de
una manera muy similar a la de ase y cato en Drosophila (Bertrand y col.,
2002;0day col., 2005).

Los andlisis predictivos de la estructura secundaria de los factores de
transcripcion de la familia NeuroD indican que poseen una estructura en ol-
hélice, rica en aminoacidos 4cidos (25%), denominada TADI, que se
encuentra localizada entre los primeros 40 aminoacidos y una serie de giros
B ricos en residuos de prolina y serina, denominados TAD2, que se
encuentran localizados entre los aminoacidos 232 y 270 de la secuencia. El
dominio TAD1 es especifico de Nex-1, mientras que el dominio TAD?2 es
comun a los tres miembros, NeuroD, NeuroD2 y Nex-1. Ademas, en los
tres miembros aparece un dominio rico en acido glutdmico que se
encuentra localizado cerca de la zona denominada bHLH (ver esquema 15).
La actividad transcripcional de Nex-1 es dependiente de dos dominios de
transactivacion distintos, TAD1 y TAD2. El dominio TAD2 es esencial
para la transactivacion mediada por NeuroD y NeuroD2 (Uittenbogaard y
col., 2003).

L
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Esquema 15: Estructura de los NeuroD.

Seglin distintos analisis predictivos, se han descrito varios dominios en los factores de transcripcion
de la familia NeuroD. La secuencia TAD1 so6lo aparece en Nex-1. La secuencia TAD2 es comin a
los 3 miembros de la familia. En la figura aparecen también indicados el dominio de localizacion
nuclear (NL), asi como el dominio bHLH, junto a los 12 residuos de acido glutamico (E12).
Modificado de Uittenbogaard y col. (2003).

El factor de transcripcion NeuroD se expresa ampliamente, tanto en el
sistema nervioso central como en el periférico. En el sistema nervioso
central del raton, NeuroD se expresa en c€lulas granuladas del cerebelo, en
el hipocampo y en las neuronas del sistema limbico. En el sistema nervioso
periférico, NeuroD se expresa en neuronas sensoriales, pero no en neuronas
autonomas. Ademas, también se requiere para el desarrollo de las neuronas
sensoriales del oido interno en el raton (Kim y col., 2001). La mutacién del
gen NeuroD en el hombre conduce a ataxia, sordera y a una forma de
diabetes dominante denominada Diabetes Juvenil Tipo-6 (MODY-6). Los
ratones “knockout” (nulos) de NeuroD desarrollan diabetes, el sistema
nervioso parece normal (Longo y col., 2008), aunque se observan defectos
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en las capas granuladas del cerebelo y el hipocampo (Konishi y col., 2000).
Recientemente, se ha demostrado que NeuroD regula la expresion del
receptor de las neurotrofinas TrkB, a nivel de la transcripcion
(Uittenbogaard y Chiaramello, 2005).

El factor de transcripcion NeuroD2 tiene una expresion restringida al
sistema nervioso central y esta considerado como el responsable del
mantenimiento y diferenciacion de las neuronas (Konishi y col., 2000).
Esta proteina se expresa no s6lo en embriones y neonatos, sino también en
adultos, donde se localiza solo en la corteza cerebral, células piramidales
del hipocampo, células granuladas del giro dentado y cerebelo. En el
cerebelo se expresa sobre todo en células granulares y en las células de
Purkinje. Ademads, esta proteina puede ser modulada por glicosilacién o
fosforilacion. Asi, NeuroD2 contiene multiples sitios de fosforilacion para
la proteina kinasa C, la proteina kinasa A, caseina kinasa II y tirosinas
kinasas (Kume y col., 1998). Se ha descrito, asi mismo, que el NeuroD2
activa el promotor del receptor del fosfatidil inositol-3-fosfato tipo 1
(IP;R1) (Konishi y col., 2000). NeuroD2 puede activar un gen marcador
unido al promotor de GAP-43 (Kume y col., 1998). En los ratones nulos de
NeuroD? esté alterada la expresion del BDNF y la de miembros especificos
de la cascada de las MAP Kinasas (Uittenbogaard y Chiaramello, 2005).

La expresion del gen Nex-1 en el SNC comienza justo después de que las
células neuronales hayan sido determinadas como tales y comienzan de
forma paralela la diferenciacion neuronal y a la sinaptogénesis. En el
cerebro adulto, el Nex-1 se expresa en regiones del cerebro que
generalmente estan asociadas con el aprendizaje y la formaciéon de la
memoria. Nex-1 es uno de los factores de transcripcion de la familia
NeuroD, por lo tanto con una estructura del tipo bHLH, con dos a-hélices,
un lazo que las une y una zona bésica. Ademads tiene un dominio rico en
acido glutamico, que puede actuar como posible activador transcripcional y
un extremo carboxilico rico en prolina. Existen varios sitios de
fosforilacion por la proteina kinasa A, la proteina kinasa C y proteinas
kinasas dependientes de calcio-calmodulina (ver esquema 16). Se ha
descrito que durante el desarrollo del cerebro de rata la expresion de Nex-1
se localiza en el dia E17 principalmente en el telencéfalo dorsal. La
expresion de Nex-1 se restringe a células migratorias, presumiblemente
postmitoéticas, las cuales forman la zona intermedia y la placa cortical. Los
primeros transcritos de Nex-1 se detectan en el dia E14 (Bartholoma y
Nave, 1994). En ratones nulos de Nex-1 no se observan anormalidades de
comportamiento ni motoras, lo que indica que la funciéon de Nex-1 puede
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estar compensada por otros factores de transcripcion bHLH (Kume y col.,
1998).

CCCAC ¢ CK CKK cCy K
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Esquema 16: Estructura primaria de Nex-1.

Estructura predefinida de los 337 aminoacidos de la proteina Nex-1. Glu, dominio rico en acido
glutdmico (aminoacidos 54-70); B, dominio basico (aminoacidos 93-106); HLH, dominio hélice-lazo-
hélice (aminoacidos 107-149); Pro, dominio rico en prolina. La aproximacion de los posibles sitios de
fosforilacion deducidos de la estructura primaria estan indicados en la parte superior de la figura: C,
proteina kinasa C; A, proteina kinasa A; K proteina kinasa dependiente de calcio-calmodulina.
Modificado de Bartholoma y col. (1994)
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En células PC12, Nex-1 juega un importante papel en el crecimiento de las
neuritas, asi como en la capacidad de regenerar éstas en ausencia de NGF.
La expresion constitutiva del Nex-1 en PCI2 une la diferenciacion
neuronal a la parada del ciclo celular, en ausencia del NGF. Esto se lleva a
cabo por la activacion de genes especificos neuronales, como GAP-43,
BIll-tubulina, NeuroD y p21™*"" (Uittenbogaard y Chiaramello, 2002).
También estd descrita, en células PC12, la implicacion de Nex-1 en la
sinaptogénesis, puesto que su expresion constitutiva produce un aumento
de las proteinas sindpticas sinaptotagmina VII y sinaptogirina I, asi como
las proteinas localizadas dentro de la “densidad postsinaptica”, tales como
el PSD-95. Nex-1 también se encuentra implicado en la neurogénesis,
aumentando proteinas asociadas a los microtibulos (tau, MAP-1A, MAP-
2A/B) y filamentos intermedios. También induce la expresion de factores
de transcripcion que juegan un papel importante durante la diferenciacion
neuronal, tales como el Mash-1 (Uittenbogaard y Chiaramello, 2004).

El raton doble nulo Nex-1/NeuroD muestra un incremento en la muerte
celular de las neuronas granuladas inmaduras del giro dentado,
acompanado por una reduccion significativa del tamano global del
hipocampo (Uittenbogaard y Chiaramello, 2005).
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2. PIAN DE TRABAJO

Sin la elaboracion de teorias no habria observaciones.
C. Darwing






De acuerdo con las consideraciones descritas en la Introduccion, el Plan de
Trabajo qued6 establecido:

l.

Estudio del mecanismo de actuacion del 4cido oleico en la
diferenciacion neuronal. Posible implicacioén de los factores
de transcripcion bHLH. Papel de los receptores Trk.

. Estudio del posible efecto del acido oleico en la migracion

neuronal.

. Estudio del posible efecto del acido oleico en la formacion

de sinapsis.

Estudio de la posible colaboracion entre el acido oleico y las
neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 en la migracion
neuronal.

Estudio de la posible colaboracion del acido oleico y las

neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 en la formacion
de sinapsis.
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3. MATERIAL ¥ METODOS

Cualquier tecnologia suficientemente avanzada es
indistinguible de la magia.
Arthur C. Clarke






3.1. MATERIAL
3.1.1. Especie ensayada y condiciones del animalario

Se han empleado ratas albinas Wistar de distintas edades, suministradas por
el Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca.

Los animales se criaron en jaulas. Se mantuvo un ritmo de luz-oscuridad de
12 horas. La humedad oscilo entre el 45 y el 65% y la temperatura se
controld entre los 20 y 25°C. Se alimentaron con una dieta sélida estandar
(17% de proteinas, 3% de lipidos, 58,7% de gltcidos, 4,3% de celulosa, 5%
de minerales y 12% de humedad). Ademas, los animales tuvieron en todo
momento acceso libre al agua de bebida.

Se emplearon fetos de 17,5 dias de gestacion para la preparacion del cultivo
primario de neuronas.

El estudio fue aprobado por la Universidad y se llevd a cabo siguiendo la
normativa vigente sobre la experimentacion con animales y de acuerdo con
el reglamento del Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.

3.1.2. Medios instrumentales

e Las pesadas se realizaron en una balanza modelo 1207 MP2 y en un
granatario modelo 1216 MP (Sartorius GMBH, Gottingen,
Alemania)

e El pH se determin6 con un medidor de protones, marca Crisol
(Selecta, Barcelona, Espana)

e El espectrofotometro que se ha utilizado es modelo UV 120-02
(Shimadzu Co, Kyoto, Japon). Las cubetas utilizadas fueron de
plastico, de 1 ml de capacidad y 1 cm de paso de luz (Elkay, Boston,
U.S.A)).

e Los tejidos se homogeneizaron utilizando un potter con un pistilo
ajustado suministrado por Afora (Madrid, Espafia).

e Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga Beckman de
mesa modelo TJ-6 (Beckman Instruments, Palo Alto, U.S.A.) y una
centrifuga Eppendorf, modelo Centrifuge 5417R (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania).

e El agua utilizada en la realizacion de los experimentos se purifico
mediante un equipo milli-Ro plus 10 y una unidad de agua ultrapura
milli-Q 185 (Millipore Ibérica, Madrid, Espafia).
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Los medios de cultivo y los tampones utilizados se esterilizaron a
través de filtros de 0,22 um de tamafno de poro (Millipore Ibérica).
Para pequefios volumenes de soluciones estériles se utilizaron filtros
de jeringa Acrodisc de 0,2 um de didmetro de poro (Pall Gelman
Laboratory, Michigan, U.S.A.).

El material de vidrio se esterilizO mediante calor seco, durante un
minimo de 10 horas, en una estufa Selecta modelo S-20,
termostatizada a 170°C.

El agua, el material de diseccion y el resto de utensilios que
requerian asepsia, se esterilizaron por medio de calor himedo en un
autoclave modelo 437 (Selecta)

Se han utilizado botellas de oxigeno, nitrogeno y dioxido de carbono
suministradas por la Sociedad Castellana de Oxigeno (Valladolid,
Espafia).

La cabina de flujo laminar utilizada es un modelo TC48 (Gelaire Flor
Laboratorios, Malean, U.S.A.)

Para la tripsinizacion de las células se ha utilizado un bafio Selecta
modelo Precisterm termostatizado a 37°C. Para otras aplicaciones a
diversas temperaturas, se utilizd6 un bafio modelo Haake Fisons GH
con termostato acoplado, modelo Haake Fisons D8 (Haake, Berlin,
Alemania), un bafio termostatizado tipo fuera borda, modelo Tectron
100 (Selecta) y un bloque térmico para el calentamiento de tubos en
seco (Selecta).

Las células se mantuvieron en cultivo en los incubadores de CO,
modelo IR 1500 Automatic CO, incubator (Gelaire Flor
Laboratorios) o Galasy CO, (RS Biotech, Northants, Reino Unido).
Las células se observaron periddicamente con un microscopio de
contraste de fases, modelo Willovert II pH (Helmunt Hund GMBH,
Wetzlar, Alemania) y se contaron con la ayuda de una cémara
cuentaglobulos de Neubauer (Zeiss, Oberkochen, Alemania).

Para la observacion de las inmunocitoquimicas se empled un
microscopio invertido de fluorescencia, modelo Eclipse T2000
(Nikon Europe B.V., Badhoevedrop, Holanda) y un microscopio
confocal modelo LSM510 (Zeiss) perteneciente al Centro de
Investigacion del Cancer (CSIC/Universidad de Salamanca, Espana).
Las imagenes se captaron utilizando un programa informatico TCS-
SP (Leica Microscopy Systems Ltd, Heerbrugg, Suiza) y una cdmara
de video digital Leica DC 350 F (Leica Microsystems).

Los resultados de colocalizacion se analizaron empleando un
programa de analisis de imagen (LSM 5 Image Browser).



e Para los analisis de transferencia tipo Western se utilizaron un equipo
de electroforesis vertical y un sistema de electrotransferencia modelo
“Mini Trans-Blot Transfer Cell”, modelo Mini-PROTEAN3 CELL,
conectado a una fuente de alimentacion modelo “PowerPac 300~
(Bio-Rad).

e Para el revelado de las peliculas de autorradiografia se utiliz6 una
maquina de revelado Kodak Medical X-Ray Processor 102. El
programa de andlisis de imagen utilizado fue NIH Image (Wayne
Rasband, Nacional Institutes of Health, Bethesda, U.S.A.).

e Para llevar a cabo las reacciones de sintesis de cDNA se utilizo un
termociclador modelo Techgene (Techner).

e Para la cuantificacion del cDNA se utilizé un fluorimetro modelo
Appliskan (Termo Fisher Scientific, Waltham, Massachussets,
USA).

e Para los andlisis de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Cuantitativa se utilizd un termociclador modelo Mastercycler
realplex”’ (Eppendorf).

e Para la seleccion de los oligonucledticos empleados en la PCR
cuantitativa se utilizé el programa informdatico Primer3.

e Para analizar los resultados nos ayudamos de computadores Apple-
Macintosh (Apple Computer Espaiia, Barcelona, Espafia).

3.1.3. Productos

Los productos utilizados en la preparacion de disoluciones y tampones que
no se detallan a continuacién, fueron adquiridos en las casas comerciales
Sigma (Sigma-Aldrich Quimica, Madrid, Espafia) o Merck (Darmstadt,
Alemania).

3.1.3.1. Productos utilizados para la preparacion vy
crecimiento de los cultivos celulares

¢ El medio de cultivo para el crecimiento de las células procedio de la
casa Sigma, y era tipo DMEM con la mezcla de nutrientes F-12
HAM en los cultivos primarios de neuronas.

¢ El suero fetal de ternero (FCS), usado para detener la tripsinizacion,
procedio de la casa Gibco (Invitrogen, Barcelona, Espafia).

e Los factores que se anadieron al medio definido para el cultivo de
neuronas fueron transferrina, glutamina, piruvato e insulina (Sigma).
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La DNAsa I, la tripsina y la albimina (fraccion V) que se utilizaron
en la realizacion de los cultivos celulares, fueron suministradas por
Roche Diagnostics S.L. (Barcelona, Espafia).

La poli-L-lisina con la que se recubrio el fondo de las placas de
cultivo fue adquirida en Sigma.

La albimina libre de 4cidos grasos empleada en los cultivos, asi
como el acido oleico, procedieron de la casa Sigma.

Las neurotrofinas: factor de crecimiento nervioso (NGF), factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT-3) y
neurotrofina 4/5 (NT-4/5), procedieron de la casa Sigma.

La membrana utilizada para dializar la albimina fue adquirida en
Sigma, igualmente, el sulfuro sddico empleado para el tratamiento
previo de dicha membrana procedi6 de Sigma. El 4cido sulftrico
96% (v/v) utilizado en el tratamiento de la membrana fue adquirido
en Panreac (Panreac Quimica S.A., Barcelona, Espana).

Los filtros utilizados para la esterilizacion de la albimina dializada
eran de la marca Serum Acrodisc (Pall Gelman Laboratory).

3.1.3.2. Productos utilizados en los experimentos para la

deteccion de proteinas especificas

Los inhibidores de proteasas: antipaina, pepstatina, amastatina,
aprotinina, leupeptina, bestatina, inhibidor de tripsina y PMSF
procedieron de la casa Sigma.

El reactivo Bradford para la cuantificacion de proteinas, la solucion
de 30% acrilamida/Bis (29:1) para la preparacion de geles para la
electroforesis de proteinas y los marcadores de peso molecular de
proteinas procedian de Bio-Rad.

El N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) y el persulfato
amoénico (AMPS) utilizados en la preparacion de los geles
procedieron de la casa Sigma.

Las proteinas se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa de
0,45 um de tamaiio de poro (Bio-Rad).

El metanol utilizado en la preparacion del tampon de transferencia
tipo Western procedia de la casa comercial Merck.

Para la deteccidon de la proteina a—actinina se utilizé un anticuerpo
monoclonal de raton, para la deteccion de los factores de
transcripcion NeuroD1 y NeuroD2 se utilizaron anticuerpos
policlonales de conejo, para la deteccion de la proteina doblecortina
(DCX) se utilizd6 un anticuerpo policlonal de cobaya y para la
deteccion del receptor de glutamato, isoformas 2 y 3 (GluR-2/3), se



utiliz6 un anticuerpo policlonal de conejo. Todos estos anticuerpos
primarios que procedian de la casa Chemicon Internacional.

Los anticuerpos utilizados en la deteccion de la proteina asociada a
los microtabulos (MAP-2) y de la proteina asociada al crecimiento
(GAP-43) eran monoclonales de raton y procedian de la casa Sigma.
El anticuerpo primario utilizado en la deteccion de la proteina
GAPDH era monoclonal de ratén y procedia de la casa Ambion.

El anticuerpo primario utilizado en la deteccion de la proteina TrkB
era monoclonal de raton y procedia de la casa BD Biosciences.

El anticuerpo primario utilizado en la deteccion de la proteina TrkC
era policlonal de conejo y procedia de la casa Santa Cruz
Biotechnology.

El anticuerpo primario utilizado en la deteccion de la sinaptotagmina
I era policlonal de conejo y procedia de la casa Synaptic Systems.

El anticuerpo primario utilizado en la deteccion de la proteina PSD-
95 era monoclonal de raton y procedia de la casa Affinity
BioReagents.

Los anticuerpos secundarios para los analisis de transferencia tipo
Western fueron de anti-inmunoglobulina de raton conjugados con
peroxidasa y anti-inmunoglobulina de conejo conjugados con
peroxidasa, que procedian de la casa Santa Cruz Biotechnology, Inc.
(Santa Cruz, U.S.A.). El anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina
de cobaya conjugado con peroxidasa procedia de la casa Sigma.

Los anticuerpos secundarios contra inmunoglobulina de raton fueron
Alexa Fluor-488 y procedian de la casa Invitrogen.

Los anticuerpos secundarios conjugados con Cy3 contra
inmunoglobulina de conejo procedian de la casa Chemicon.

El anticuerpo secundario Alexa Fluor-488 contra inmunoglobulina
de cobaya procedia de Invitrogen.

Los reactivos de deteccion empleados formaban un kit de
quimioluminiscencia suministrado por la casa Santa Cruz
Biotechnology, Inc.

Los marcadores autofluorescentes empleados procedian de la casa
Stratagene.

Las peliculas de autorradiografia utilizadas para la determinacion de
la quimioluminiscencia fueron peliculas médicas de Rayos-X de la
casa Fujifilm (Madrid, Espana).

El medio de montaje utilizado para la localizacion

inmunocitoquimica de las proteinas procedia de la casa Molecular
Probes, INC. (Eugene, OR, U.S.A.).
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El 4’,6-diamino-2-fenil-indol, dilactato (DAPI, dilactato) para el
marcaje de los nucleos en las inmunocitoquimicas, procedia de la
casa Invitrogen.

3.1.3.3. Productos utilizados en los experimentos para la

deteccion del RNA mensajero

Los oligonucledtidos utilizados como cebadores en la reaccion en
cadena de la polimerasa fueron adquiridos en Sigma-Genosys
(Sigma-Genosys Ltd. Pampisford, Reino Unido).

El reactivo para la extraccion de RNA (Trizol Reagent) procedia de
Invitrogen Life Technologies (Barcelona, Espafia).

El dietilpirocarbonato (DEPC) utilizado para inactivar las RNAsas
fue suministrado por Sigma.

El RNAsin utilizado para inhibir las RNAsas fue suministrado por
Ambion.

Los reactivos y productos utilizados para la preparaciéon de
soluciones y tampones para Biologia Molecular estaban libres de
DNAsas y RNAsas y procedian de la casa Sigma.

La Turbo DNA-free, para eliminar el DNA de las muestras de RNA
extraido, fue suministrada por Ambion.

La SuperScript Il Reverse Transcriptase procedia de Invitrogen.

Para las reacciones en cadena de la polimerasa se utiliz6 DNA
polimerasa de la casa Biotools (Madrid, Espafia).

Para la cuantificacion del cDNA se utilizo el kit Quant-iT PicoGreen
dsDNA fue suministrado por Invitrogen.

Para las reacciones en cadena de la polimerasa a tiempo real o
cuantitativa se utilizo6 el kit RealMasterMix suministrado por
Eppendorf.

3.1.3.4. Otros productos

El paraformaldehido y el metanol utilizados para fijar las células
procedian de la casa Merck.

Otros productos y materiales no incluidos en las listas anteriores
fueron de calidad estandar de laboratorio.



3.2. METODOS
3.2.1. Preparacion de cultivos celulares
3.2.1.1. Composicion de las disoluciones
Todas las disoluciones empleadas se prepararon en agua ultrapura estéril.
Se ajustd el pH a 7,2, excepto en los casos que se indique otro pH, y se

esterilizaron por filtracion (tamafo de poro 0,22 um).

Solucién de Earle (EBSS)

NaCl 116 mM
KCl 5,4 mM
NaH2P04 1,0 mM
MgSO4 1,5 mM
NaHCO; 26 mM

Rojo fenol 10 mg/l
D-Glucosa 14 mM

Solucion de disgregacion (Solucion A)

Albumina (Fraccion V) 3 ug/ml
DNAsa tipo [ 20 pg/ml
EBSS 50 ml

Solucion de tripsinizacion (Solucion B)

Tripsina 0,25 ng/ml
DNAsa tipo [ 60 ug/ml
Albumina (Fraccion V) 3 ug/ml
EBSS 20 ml

Medio definido para el cultivo de neuronas

DMEM + F-12 HAM (1:1) al que se afiadio:

Insulina 5 ug/ml
Transferrina 100 pg/ml
Piruvato I mM
Penicilina G 50  U/ml

Estreptomicina 37,5 U/ml
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Glutamina 2,5 mM
Albiimina 2 % (p/v)

Tampon Elliot

NaCl 122 mM
KClI 4,8 mM
KH,PO, 0,4 mM
MgSO, 1,2 mM
C3C12 1,3 mM

Preparado en tampén fosfato sédico 10,8 mM, pH 7,6
3.2.1.2. Preparacion de la solucion de albumina

Se preparo la albiimina utilizada en los medios de cultivos a partir de una
solucion madre de albiimina sérica bovina libre de acidos grasos al 10%
(p/v) en tampon Elliot. Se ajustd su pH a 7,37 y se dializé durante 24 horas
en Elliot, en agitacion, con tres renovaciones del tampon. Después de la
dialisis se filtro la albimina con un filtro especial de la marca Serum
Acrodisc (Pall Gelman Laboratory) y se almacend en alicuotas a -20°C. La
membrana de didlisis se tratdé siguiendo las instrucciones del fabricante y
aclaré con agua ultrapura durante 15 minutos.

3.2.1.3. Preparacion del cultivo primario de neuronas

Los cultivos de neuronas se realizaron segun el método previamente
descrito por Tabernero y col. (Tabernero y col., 1993). Se emplearon fetos
de rata de 17,5 dias de edad gestacional. Los animales se obtuvieron por
rapida histerectomia, después de la dislocacion cervical de la madre. Se
limpiaron rapidamente y se les cortd el cordon umbilical. Obtenidos los
animales, el resto del proceso se realizo en condiciones de esterilidad y a
temperatura ambiente, con excepcion de la tripsinizacion, que se llevd a
cabo a 37°C.

Tras limpiar los animales con etanol al 70%, se decapitaron y se les extrajo
el cerebro, del que se retiraron las meninges y los vasos sanguineos
visibles. Los cerebros se colocaron en una placa Petri que contenia solucion
A. El tejido se troced utilizando un bisturi y se centrifugd durante 2
minutos a 500 x g. El tejido se incub6 durante 15 minutos a 37°C, en la
solucion B que contenia tripsina. Posteriormente, se detuvo la
tripsinizacion, afiadiendo al tejido disgregado medio de cultivo més suero
al 10%. Finalizada la tripsinizacion, el tejido se centrifugd durante 5
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minutos a 500 x g. Tras retirar el sobrenadante, el tejido se resuspendié en
la solucion A y se hizo pasar varias veces a través de una pipeta pasteur
siliconada. Se recogio el sobrenadante y el tejido se sometid una vez mas al
tratamiento anterior. Se reunieron los 2 sobrenadantes y se centrifugaron a
500 x g durante 5 minutos, con aceleracion y desaceleracion suaves. Las
células obtenidas se resuspendieron en medio definido. Una pequeia
alicuota de esta suspension celular se mezcld con azul de tripano al 0,2%
(p/v) para la determinacion del namero de células y su viabilidad.

A continuacion, las células se sembraron en placas Petri recubiertas con
poli-L-lisina (1 pg/cm?), en presencia de los distintos medios de cultivo,
segin se indica en cada experimento, a una densidad de 1,5 x 10’
células/cm’ (excepto en los experimentos que se indique otra densidad) y se
mantuvieron en un incubador a 37°C con un 5% de CO,. En estas
condiciones se obtienen cultivos de neuronas de una pureza del 90-95%, a
juzgar por su reaccibn con el anticuerpo especifico contra el
neurofilamento (Vicario y col., 1993).

3.2.2. Tratamientos celulares

En todos los experimentos las neuronas procedentes de fetos de 17,5 dias
de gestacion se sembraron en medio definido, cuya composicién fue
descrita anteriormente. En los casos que se indica, una vez que las células
se habian adherido a la placa, se anadieron al cultivo los siguientes
factores: el factor de crecimiento nervioso (NGF, 100 ng/ml), el factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF 50 ng/ml), la neurotrofina 3 (NT-
3, 50 ng/ml), la neurotrofina 4/5 (NT-4/5 50 ng/ml), o el 4cido oleico (100

uM).

Las distintas neurotrofinas, NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5, fueron disueltas
en medio definido. El 4cido oleico se disolvio en albtimina al 2% (p/v).

3.2.3. Determinacion de la expresion de proteinas mediante
analisis de transferencia tipo Western

La separacion electroforética de las proteinas presentes en las muestras se

llevd a cabo mediante electroforesis vertical en gel de poliacrilamida, en
presencia de SDS (SDS-PAGE).
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I. Extraccion de proteinas

Como paso previo a la extraccion de proteinas las células se lavaron varias
veces con tampon fosfato salino (PBS).

TampoOn fosfato salino (PBS)

NaCl 136 mM
KClI 2,7 mM
NaH2P04 6,8 mM
KH,PO, 1,7 mM
Ajustado a pH 7,4

Las proteinas procedentes de las células en cultivo se recogieron en
solucion de extraccion de proteinas: Tris SmM a pH 6,8, que contenia SDS
al 2%, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, PMSF 1 mM, antipaina 0,5 uM e
inhibidor de tripsina 0,5 UM y aprotinina 3 U/ml. Las muestras se hirvieron
durante 5 minutos y se centrifugaron durante 10 minutos a 12000 x g. Se
recogid el sobrenadante y se mantuvo a -70°C hasta el momento de su
utilizacion.

I1. Cuantificacion de proteinas

Se sigui6 el método de Bradford (1976). Una pequena alicuota de la
muestra de proteinas se diluyd 1000 veces en agua ultrapura. De esa
dilucién se tomo6 un volumen de 800 pl y se afiadieron 200 pl de reactivo
Bradford (BioRad). Se agité la mezcla en el vortex y se dejo a temperatura
ambiente durante 10 minutos. A continuacion, se procedid a medir la
absorbancia a 595 nm. La concentracion de proteinas se determind
extrapolando en una recta patroén, realizada simultineamente, con
disoluciones entre 1 y 25 pg/ml de albumina sérica bovina, en presencia de
una concentracion de SDS 0,002% (p/v), igual a la de las muestras.

I11. Preparacion de los geles

Los geles usados para la electroforesis fueron de poliacrilamida, de un
grosor de 1,5 mm.
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Gel de concentracion (4%)

Tris-HCI, pH 6,8 0,125 M
Acrilamida/Bis 4%  (p/v)

SDS 0,1% (p/v)
Persulfato de amonio (AMPS) 0,05% (p/v)
N,N,N’,N’-tetrametilendiamino (TEMED) 0,05% (p/v)

Gel de separacion (7.5%)

Tris-HCI, pH 6,8 0,375 M
Arcrilamida/Bis 7,5% (p/v)
SDS 0,1% (p/v)
Persulfato de amonio (AMPS) 0,05% (p/v)
N,N,N’,N’-tetrametilendiamino (TEMED) 0,05% (p/v)

IV. Preparacion de las muestras para la electroforesis

Una vez calculada la concentracion de proteinas en las muestras, se
resuspendieron 90 pg de proteinas en tampdén de carga (Tris-HCI1 0,0625
M, pH 6,8, SDS al 2% (p/v), glicerol al 20% (p/v), azul de bromofenol
0,125 M y 1,4-ditiotreitol 3 mM). Se hirvio la mezcla durante 5 minutos y,
tras realizar una rapida centrifugacion, se mantuvieron en hielo. El tampon
utilizado para la electroforesis fue: Tris 0,025 M, glicina 0,19 M a pH 8,6,
con SDS al 0,1% (p/v). Las muestras se cargaron en los distintos pocillos

del gel y se incluyeron marcadores de las siguientes masas moleculares:
250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 y 10 kDa.

V. Electroforesis de proteinas

Se realiz6 a temperatura ambiente y a un voltaje de 80 V durante el tiempo
que las proteinas tardaron en abandonar el gel de concentracion
(aproximadamente 30 minutos). A continuacion se aplico un voltaje de 100
V en el gel de separacidn, durante aproximadamente 90 minutos.

VI. Electrotransferencia
Las proteinas separadas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
de 0,45 um de tamafio de poro. Para ello, se aplicé un voltaje de 50 V

durante 2 horas, a temperatura ambiente, 6 20 V durante 12 horas a 4°C, de
manera que las proteinas van pasando a la membrana atraidas por la carga
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eléctrica positiva, quedando inmovilizadas en la misma posicion que
ocupaban en el gel.

Tampon de transferencia pH 8.6

Tris 0,025 M
Glicina 0,19 M
SDS 0,1 % (p/v)
Metanol 10% (v/v)

VII. Visualizacion de las proteinas y bloqueo de la membrana
La presencia de proteinas en la membrana se visualizd mediante tincion
con Rojo Ponceau al 10% (v/v). A continuacion, la membrana se bloqueo,
durante 1 hora a temperatura ambiente, con una solucion de leche
desnatada en polvo al 10% (p/v) en PBS.

VIII. Inmunodeteccion

Tampon Tris salino (TBS), pH 7.5

Tris-base 20 mM
NaCl 500 mM

Solucién de anticuerpos

FCS 10 % (v/v)
Azida sodica 0,02 % (p/v)
Lisina 0,1 M

Para detectar las proteinas en la membrana utilizando el kit de
quimioluminiscencia se realizaron una serie de incubaciones con distintos
anticuerpos a temperatura ambiente, durante 3 horas, o a 4°C, durante 12
horas, seguidas de varios lavados con tampon Tris salino (TBS) que
contenia Tween 20 al 0,1% (v/v). La membrana se incubd con el anticuerpo
primario policlonal contra NeuroD1 (1:500), NeuroD2 (1:500), TrkC
(1:500), sinaptotagmina I (1:500), GluR-2/3 (1:500), DCX (1:1000), o con
un anticuerpo primario monoclonal contra GAPDH (1:2000), a-actinina
(1:500), TrkB (1:500), todos en solucion de anticuerpos. La o-actinina y la
GAPDH se utilizaron como control de carga.
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A continuacidn, se realizdé una incubacion con el anticuerpo secundario
contra la inmunoglobulina de raton (1:5000), contra la inmunoglobulina de
conejo (1:10000) o contra la inmunoglobulina de cobaya (1:5000),
conjugados con peroxidasa, a temperatura ambiente durante 1 hora. Estos
anticuerpos secundarios se diluyeron en TBS. Posteriormente, la membrana
se incubd durante un minuto con sustratos de la peroxidasa. En este
momento tiene lugar una reaccion de reduccion del H,O, en presencia de la
peroxidasa. El luminol presente en la reaccion se oxida, dando lugar a un
compuesto que emite luz. Posteriormente, la membrana se expone a una
pelicula de autorradiografia que detecta la sefial quimioluminiscente.

Las peliculas se revelaron, obteniéndose la banda correspondiente a la
proteina objeto de estudio. Posteriormente se escanearon y se cuantificaron
las bandas mediante el programa de analisis de imagen NIH Image.

3.2.4. Localizacion de proteinas celulares mediante
inmunocitoquimica

Con el objetivo de determinar la localizacion celular de las proteinas PSD-
95, GluR-2/3, sinaptotagmina I y DCX, las células se fijaron en
paraformaldehido al 4% durante 20 minutos. Después de varios lavados
con PBS, se permeabilizaron con metanol a -20°C durante 10 minutos.
Transcurrido este tiempo, las células se lavaron con PBS y se realizaron
sucesivas incubaciones seguidas de varios lavados con este tampon.
Primeramente se incubaron con un anticuerpo monoclonal contra PSD-95
(1:200) o con un anticuerpo primario policlonal contra GluR-2/3,
sinaptotagmina [ 6 DCX, durante 12 horas, a 4°C.

A continuacidn, las células se incubaron con el anticuerpo secundario
contra inmunoglobulina de raton Alexa 488 (1:500), o con un anticuerpo
secundario contra inmunoglobulina de conejo conjugado con Cy3 (1:500) o
con un anticuerpo policlonal de cobaya Alexa 488 (1:1000), durante 1 hora
a temperatura ambiente.

Para la doble inmunocitoquimica de PSD-95 y sinaptotagmina I, se
incubaron las células con una mezcla de los anticuerpos primarios contra
inmunoglobulina de raton de PSD-95 (1:200) y contra inmunoglobulina de
conejo de sinaptotagmina (1:200), durante 12h a 4°C. A continuacion, las
células se incubaron con una mezcla de los anticuerpos secundarios contra
inmunoglobulina de ratén Alexa 488 (1:500) y contra inmunoglobulina de
conejo Cy3 (1:500) durante 1 hora, a temperatura ambiente.
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Todos los anticuerpos utilizados en este caso se diluyeron en una solucion
de anticuerpos que contenia Triton X-100 al 0,1%.

En todos los casos, con objeto de visualizar los nucleos, las células se
incubaron con DAPI (2,5 pug/mL en PBS) durante 5 minutos.

Seguidamente, en todos los casos, las células se trataron con un medio que
preserva la fluorescencia (SlowFade Gold Antifade Reagent) y se cubrieron
con un cubreobjetos. La colocalizacion se analizo utilizando un
microscopio confocal.

3.2.5. Analisis del mRNA por reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa y no cuantitativa.

El cDNA del mRNA que codifica el factor de transcripcion Nex-1 procede
de la base de datos del GenBank del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), nimero de identificacion: NM 001109237 (ver
esquema 17).

1 cactttttag agatcaatga gatagtgcag atacacacag atctagagg

c tcagcctgaa aagatttgga agatccaaaa tgaaaactga ttattgaatg
121 aaattaaaac ctaaggtaaa ttaaggttaa agaaccatgt taacactacc gtttgacgag
181 tctgtcgtaa tgcccgaatc ccagatgtgc agaaagtttg ctagacaatg tgaggaccag
241 aaacaaatta agaaaccaga gagttttcca aaacaagttg tccttcgagg aaagagcatt
301 aaaagggccc ccggagaaga aaccgagaaa gaggaggagg aggaagacag agaggaagaa
361 gatgagaatg gcttgcccag aaggaggggt ctcaggaaaa aaaagaccac caaactacga
421 ttggaaaggg tcaagttcag gagacaggaa gccaatgcac gagagaggaa ccggatgcac
481 ggcctcaatg atgctctgga caatttgcga aaagtggtcc cctgttactc taaaacccaa
541 aaactgtcca aaatagaaac tttacggctg gccaaaaatt acatctgggc actttctgaa
601 attctgagga ttggcaagag accggatctg c aaggt
661 ctttctcagc caactacaaa cttggtggca ggctgcttac agctcaacgc caggagtttc
721 ctgatgggtc agggtgggga ggctgcccac cacacaaggt caccctactc cacattctac
781 ccaccctacc acagccctga gctggccact cccccagggce atgggactct tgataattcce
841 aagtccatga aaccctacaa ttactgcagt gcatatgaat ccttctatga aagtacttcc
901 cctgagtgtg ccagccctca gtttgaaggt cccttaagtc ctcccccaat taactataat
961 gggatatttt ccctgaagca agaagaaacc ttggactatg gcaaaaatta caattatggc
1021 atgcattact gtgcagtgcc acccaggggt ccccttgggc agggtgccat gttcaggttg
1081 cccaccgaca gccacttccc ttacgactta catctgcgca gccaatctct cactatgcaa
1141 gatgaattaa atgcagtttt tcataattaa tgaggaaaat gaaaataaac agtggtcatt
1201 cacctcccac tctaattaag acaaagcaga tgcttgtggg ctgagtaatt ggcacaactc
1261 tatctaaggt gtttactagt ttctgaagtg tgtttcaaag attgtgaaca ttttctatgt
1321 cataataaat ctcttttcgt atgagaattt cttttccttc cctcttgtct gtatcacact
1381 gtgatgattc tctctctctc tcttactggce aggatttttt ctttcttgtt ttagttcctt
1441 tcaaattccc ttaatttggt taacaaggcg tcgaagagta tgttgcggag taaagacagce
1501 acacggcata cttcggtgtc tatttcggtt gtacagttat gatgaagatg catgttataa
1561 aaaaatcaga taagtaaaat gtgtttataa ttactaggac tcatatatgt atctctgaaa
1621 ttttaggttt ttaaactatc aagagctaac cctgaaatta aaagacgcat tcgaggatgt
1681 acaacaatat caaaagctat gcaattttct gtttattagg gacaaaacta aatgtaatga
1741 ctattcctcc tcaagcgttt tccagaggag gaaacacagt atttggggga ggttatcagt
1801 gtcataattg ggggacaatt aattcagtca caaagaaaaa tattagcact tgttttgtat
1861 tgttcaggat tcttctgtac aggtttgtta cggtgtataa ttgtgttttc catcctagag
1921 tttaaaagca attaaacata gatatttcca ctt

| Esquema 17: Secuencia del mRNA predefinido del Nex-1. Bases de datos GenBank |
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Disefiamos los oligonucleotidos especificos que actuaron de cebadores en
la reaccion de la PCR cuantitativa (en color azul); en rojo esta marcada la
parte de la secuencia que se amplificara posteriormente. También
disefiamos oligonucleotidos especificos que actuaron como cebadores en la
reaccion de la PCR “standard” (en color verde); se subraya la parte de la
secuencia que se amplificard posteriormente.

El cDNA del mRNA que codifica el receptor TrkA procede de la base de
datos del GenBank del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), namero de identificacion: M85214 (esquema 18).

Disefiamos los oligonucleotidos especificos que actuaron de cebadores en
la reaccion de PCR (en color azul); en rojo estd marcada la parte de la
secuencia que se amplificard posteriormente.

1 gcggcggcgg ccaggagcgc acggacggcc gcgcggcccg agctaggcgg gcgccgccgce
61 gatgctgcga ggccagcggc acgggcagct gggttggcat cgcccggccg cggggctagg
121 cggtctggtg acttcgttga tgctggcttg tgcttgcgcc gcatcctgtc gtgagacctg
181 ctgtcccgtg ggcccctcgg ggttgcgectg caccagggca gggaccctga ataccctccg
241 cggcctgcgg ggcgccggga acctgacgga gctctatgtg gaaaaccagc gggatctgca
301 acgcctggag tttgaggacc tgcagggcct gggggagttg agaagcctaa ccatcgtgaa
361 gagtggcctc cgctttgtgg cccctgatgce cttccatttc acccctcecgge tcagtcacct
421 gaatctctcc tccaatgctt tggagtccct ctcctggaaa actgtgcagg gcctctccct
481 acaggacttg accctgtcag ggaacccact gcactgttcc tgtgccctat tgtggctcca
541 gcgctgggag caggaggatt tgtgtggtgt gtatacacaa aagcttcagg gctctgggtc
601 tggagaccag ttcctcccac tgggacacaa caacagttgt ggtgtaccct cagtgaagat
661 ccagatgccc aatgactctg tggaagtggg ggatgacgtt tttctgcagt gccaggtgga
721 ggggcaggcc ctacagcagg ctgactggat cctcacagag ctggaaggga cagccaccat
781 gaagaaatct ggagatctgc catccctggg gctaactctg gtcaatgtca ccagtgatct
841 caacaagaag aatgtgacgt gctgggcaga gaatgatgtg ggccgggctg aggtctctgt
901 ccaagtcagc gtctccttcc cagccagtgt gcatctgggce aaagcegtgg aacagcatca
961 ctggtgcatt cccttctctg tggacgggca gccagcaccg tcecctgeget ggttcttcaa
1021 cggctctgtg ctcaatgaga ccagcttcat cttcactcag ttcttggagt cagcgctgac
1081 caatgagacc atgcggcatg gctgccttcg cctcaaccag cccacgcatg tcaacaacgg
1141 gaactacacc ctgctggctg ccaaccccta tggccaggct gectgectcca tcatggectge
1201 ctttatggac aacccttttg agttcaaccc tgaggaccce atccctgtcect ccttctegece
1261 agtggacact aacagcacat caagagaccc agtggagaag aaggacgaaa caccttttgg
1321 ggtctctgtg gctgtgggcc tggccgtctc cgccgcecccte ttcecctttctg ccctectect
1381 agtgctcaac aaatgtggac agaggagcaa atttgggatc aaccgccctg ctgtgctgge
1441 gccagaggat gggctggcca tgtccctaca cttcatgaca ctgggtggca gttctctttce
1501 ccctactgag ggcaaaggct ccggactcca gggccacatc atggagaacc cacagtactt
1561 cagtgatacc tgtgtccacc atatcaagcg ccaggacatc attctcaagt gggagctagg
1621 ggagggagcc tttggaaagg tctttcttgc tgagtgctac aaccttctga atgatcagga
1681 caagatgctg gtggctgtca aggcactgaa ggagacatct gagaatgctc gtcaggactt
1741 ccatcgtgag gcagagctgc tcaccatgct acagcaccaa cacatcgtac gcttctttgg
1801 agtctgcacg gagggtggcc cattgctcat ggtcttcgag tacatgcgcc atggggacct
1861 caaccgtttc ctccggtccc acggacctga tgcaaaactg ctggctggcg gcgaggatgt
1921 ggctcctggt cctttgggcc ttgggcagct tctggctgtg gctagccagg tggctgctgg
1981 tatggtgtac ctagccagcc tgcactttgt gcaccgggac ctggccacac gcaactgtct
2041 ggtgggtcag ggactagtgg tcaagattgg agacttcggc atgagcaggg acatctacag
2101 cacagactac taccgtgtgg gaggtcggac catgctgccc atccgctgga tgcctccaga
2161 gagcatcctc taccgcaagt tcagcaccga gagtgatgtg tggagcttcg gggtggtgct
2221 ctgggagatc ttcacctatg gaaagcaacc ctggtaccag ctctccaaca ctgaggcgat
2281 cgagtgcatc acgcagggcc gggagctgga gcggccgcgc gcctgccctce ctgatgtcta
2341 cgccatcatg cgcggctgct ggcagcgtga gccgcaacag cgcctcagca tgaaggatgt
2401 gcacgcgcgg ctgcaggcct tggcacaggc gccaccgagt tacctggacg ttctgggcta
2461 ggagtctgga tgtcaggcta ccctgggctc cctcagcgcc cagcagctat cacactcaag
2521 tcttaccctc agcatgtgga ggggaccagc aggcggggag cagagggtgg ctttgcttca
2581 tggccagcat ccatcataat agcaattata tttattatcc ctgaaaaaaa aaa

Esquema 18: Secuencia del mRNA predefinido del TrkA. Bases de datos GenBank
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021

atctgtgtgc gagtgcgtgt gcgtgcgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt
gtgtgagcgt gtgtgttttt ggatttcata ctaattttct ggagtttctg cccctgctct
gcgtcagccce tcacgtcact tcgccagcag tagcagaggc ggcggcggcc gccggttaga
gcccagtcge tgcttcagct gctgttgctg cttctgcecgge gctctgectcce ctgcgcectgge
tacgggaggc cgggggagcc gcgccgacag tcctcectgtgg ccagggccgg cactgtcectg
ctaccgcagt tgctccccag ccctgaggtg cgcaccgata tcgatatccg tgccggttta
gcggttctgce gacccaaaga gtccagggag agccaccgag tggcgcctgg cgtataggac
catgcagccg ccttgtggct tggagcagcg gcccgtgatg ttccagccac tgtgaaccat
ttggtcagcg ccaacctgct cagccccagc accgacaggc tcagcctctg gtacgctcct
ctcggcggga ggccatcagc accaagcagc aagagggctc agggaaggcc tccccectcece
ggcgggggac gcctggctca gcgtagggac acgcactctg actgactggc actggcagct
cgggatgtcg ccctggccga ggtggcatgg acccgccatg gcgcggctct ggggcttatg
cttgctggtc ttgggcttct ggagggcttc tcttgcctge cccatgtcect gcaaatgcag
caccactagg atttggtgta ccgagccttc tcctggcatc gtggcatttc cgaggttgga
acctaacagc attgacccag agaacatcac cgaaattctc attgcaaacc agaaaaggtt
agaaatcatc aatgaagatg atgtcgaagc ttacgtgggg ctgaaaaacc ttacaattgt
ggattccggc ttaaagtttg tggcttacaa ggcgtttctg aagaacggca acctgcggca
catcaatttc actcgaaaca agctgacgag tttgtccagg agacatttcc gccaccttga
cttgtctgac ctgatcctga cgggtaatcc gttcacgtgt tcctgtgaca tcatgtggct
caagactctc caggagacga aatccagccc cgacactcag gatttgtatt gcctcaatga
gagcagcaag aatacccctc tggcgaacct gcagattccc aattgtggtc tgccgtctgce
acgtctggcce gctcctaacc tcacggtgga ggaagggaag tctgtgacca tttcctgcag
cgtcgggggt gacccgctcc ccaccttgta ctgggacgtt gggaatttgg tttccaaaca
catgaatgaa acaagccaca cacagggctc cttaaggata acaaacattt catcggatga
cagtgggaaa caaatctctt gtgtggcaga aaacctcgtc ggagaagatc aagactctgt
gaacctcact gtgcattttg caccaaccat cacatttctc gaatctccaa cctcagacca
ccactggtgc atcccattca ctgtgagagg caaccccaag ccagcacttc agtggttcta
caacggagcc atactgaatg aatccaagta catctgtacc aaaatacacg tcaccaatca
cacggagtac cacggctgcc tccagctgga taaccccact catatgaata atggagacta
caccctaatg gccaagaatg aatatgggaa ggacgagaga cagatttctg ctcacttcat
gggccggcect ggagttgact atgagacaaa cccaaattac cctgaagtcc tctatgaaga
ctggaccacg ccaactgaca tcggggatac tacaaacaaa agtaatgaga tcccctccac
ggatgttgct gaccaaacca atcgggagca tctctceggtce tatgetgtgg tggtgattge
ctctgtggta ggattctgecec tgectggtgat gectgcttetg ctcaagttgg cgagacattce
caagtttggc atgaaaggcc cagcttccgt catcagcaac gacgatgact ctgccagcce
tctccaccac atctccaacg ggagcaacac tccgtcttet teggagggeg ggcccgatge
tgtcatcatt gggatgacca agatccctgt cattgaaaac ccccagtact tcggtatcac
caacagccag ctcaagccgg acacatttgt tcagcacatc aagagacaca acatcgttct
gaagagggag cttggagaag gagcctttgg gaaagttttc ctagecggagt gctataacct
ctgcceccgag caggataaga tcctggtgge cgtgaagacg ctgaaggacg ccagcgacaa
tgctcgcaag gactttcatc gcgaagccga gectgectgace aacctccage acgagcacat
tgtcaagttc tacggtgtct gtgtggaggg cgacccactc atcatggtct ttgagtacat
gaagcacggg gacctcaaca agttccttag ggcacacggg ccagatgcag tgctgatggce
agagggtaac ccgcccaccg agctgacgca gtcgcagatg ctgcacatcg ctcagcaaat
cgcagcaggc atggtctacc tggcatccca acacttcgtg caccgagacc tggccacccg
gaactgcttg gtaggagaga acctgctggt gaaaattggg gacttcggga tgtcccggga
tgtatacagc accgactact accgggttgg tggccacaca atgttgccca tccgatggat
gcctccagag agcatcatgt acaggaaatt caccaccgag agtgacgtct ggagcctggg
agttgtgttg tgggagatct tcacctacgg caagcagccc tggtatcagc tatcaaacaa
cgaggtgata gaatgcatca cccagggcag agtccttcag cggcctcgca cgtgtcccca
ggaggtgtac gagctgatgc tgggatgctg gcagcgggaa ccacacacaa ggaagaacat
caagaacatc cacacactcc ttcagaactt ggcgaaggcg tcgcccgtct acctggacat
cctaggctag actccctctt ctcccagacg gcccttccca aggcacccct cagacctctt
aactgccgct gatgtcacca ccttgctgtc cttcgctctg acagtgttaa caagacaagg
agcggctctc cggggtgagg cagtgcgcac ttccccatcc acagacagta tcgactcget
tctggctttg tcgctttctc tccetttggt ttgtttcttt cttttgccca ttctccattt
atttatttat ttatttattt atttatttat ttatttattt atttatctat ctatctatct
atttatttat ttatttattg gtcttcactg cttcatggtc ctcggcctct ctceccttgacc
gatctggctt ctgtactcct attcactgta catagacaaa ggccttaaca aacctgattt
gttatatcag cagacactcc agtttgccca ccacaactaa caatgccttg ttgtattcct
gcctttgatg tggatgaaaa aaagggaaaa aaaataatca aacatctgac ttaaaccgtc
acttccgatg tacagacacg gggcgtttct atggattcac ttctatctat ctatttattt
atttatctat ttatttattt ctcttctttg ttgttttccg gtggttttag cctgtgtatg
agaagggaaa gtcatgtaca gtctgggaaa actttatctg tgggaaatgg aaaccagaag
gggaaagaag ctttaccata aagcacagca ggagtgagac acagaaaagc cattggatca
gccagagtcc gtcctgcata ggaaaaccca gcagccatca ggctggagga tcatgttcgg
cactgacccc cgaggacctt tctgaggagg acacagaatg ttaaactctg catcatggac
acagtttccg atcacagata ctggccttca atggaaaaaa aaaaaaaaaa aacccagata
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Esquema 19: Secuencia del mRNA predefinido del TrkB. Bases de datos GenBank




El cDNA del mRNA que codifica el receptor TrkB procede de la base de
datos del GenBank del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), numero de identificacion: NM_ 012731 (esquema 19).

Disefiamos los oligonucleotidos especificos que actuaron de cebadores en
la reacciéon de PCR (en color azul); en rojo estd marcada la parte de la
secuencia que se amplificard posteriormente.

El cDNA del mRNA que codifica el receptor TrkC procede de la base de
datos del GenBank del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), numero de identificacion: NM_019248 (esquema 20).

1 acccccctcet cctcectectcee tcectectett ttttagaage agcgatcgga gatggatgtce
61 tctctttgcc cagccaagtg tagtttctgg cggattttct tgctgggaag cgtctggcectg
121 gactatgtgg gctccgtgct ggcttgccct gcaaattgtg tctgcagcaa gactgagatc
181 aattgccggce ggccggacga tgggaacctc tttcccctcce tggaagggca ggattcaggg
241 aacagcaatg ggaacgccag catcaacatc acggacatct caaggaatat cacttccata
301 cacatagaga actggcgggg cctgcacaca ctcaatgctg tggatatgga gctctacacg
361 ggactccaga agctgaccat caagaattct ggactccgga atattcagcc cagagccttt
421 gctaagaatc cccacttgcg ttatataaac ttgtcaagta accggctcac cacactctcc
481 tggcagctct tccagacgct gagtcttcgg gaattgagac tggagcagaa cttcttcaac
541 tgcagctgtg acatccgctg gatgcagctg tggcaggaac agggggaggc acggctggac
601 agccagagcc tctactgcat cagtgctgat ggctcccaac tccccctcectt ccgcatgaac
661 atcagtcagt gtgatctccc tgagatcagt gtgagtcacg tgaacctgac tgtccgagaa
721 ggagacaatg ctgtaatcac ttgtaatggc tctggctctc ctttgcctga tgtggactgg
781 atagtcaccg gactgcagtc catcaatact catcagacca atctgaactg gaccaatgta
841 catgccatca acttgaccct ggtgaatgtg acgagcgaag acaatggttt caccctgacg
901 tgcattgcag agaacgtggt gggcatgagc aatgccagcg ttgctctcac tgtctactac
961 cctccacgtg tggtgagctt ggtggagcct gaggtacgcc tggaacattg cattgagttt
1021 gtggtgcgtg gcaacccgac acccacgctg cattggctgt acaatggaca gccactgagg
1081 gaatccaaga tcattcatat ggactactac caggagggtg aagtctcaga gggctgcctg
1141 ctcttcaaca agcccaccca ctacaacaat ggcaactaca ccctcattgc taagaatgcc
1201 ctgggcacag ccaaccagac catcaacggc cacttcctta aggagccctt tccagagagce
1261 acagatttct ttgactttga gtctgatgcg agccctacac ctcctatcac tgtgacccac
1321 aaaccagagg aagacacttt tggggtgtcc atagcagttg gacttgctgc ttttgcctge
1381 gtccttctgg tggtcctctt tatcatgatc aacaagtacg gtcgacggtc caaatttgga
1441 atgaagggtc ctgtggctgt tatcagtggg gaggaggact cagccagccc actgcaccat
1501 atcaaccatg gcatcactac accttcatcg ctggatgctg ggccggatac agtggtcatt
1561 ggcatgactc gaattccagt cattgagaac ccccaatatt tccgtcaggg acacaattgce
1621 cacaagccag acacatatgt tcaacacatc aagaggagag acatcgtgtt gaagagagaa
1681 ctgggtgagg gagcctttgg aaaggtcttc ctggctgagt gctacaatct aagccccacc
1741 aaagacaaga tgcttgtggc agtgaaggcc ctgaaggatc ccaccttgge tgccaggaag
1801 gatttccaga gggaggccga gctgctcact aacctgcagc atgagcatat tgtcaaattc
1861 tatggggtct gtggtgatgg ggatccactc atcatggtct ttgaatacat gaagcatgga
1921 gacctgaaca agttcctcag ggcccatggg ccagatgcga tgatccttgt ggatggacag
1981 ccacgccagg ccaaggggga gctaggactc tcccagatgc tccacatcgc cagtcagata
2041 gcctccggca tggtgtactt ggcctcccag cactttgtgce accgggacct ggccaccagg
2101 aactgcctag ttggagccaa ccttctagtg aagattggag attttggcat gtccagggac
2161 gtctacagta ctgattacta cagggtggga ggacacacca tgctccccat ccgctggatg
2221 ccacctgaaa gcatcatgta ccggaagttt accacagaga gtgatgtgtg gagctttggg
2281 gttattcttt gggagatctt tacctatggg aagcaaccat ggttccagct ctctaacaca
2341 gaggtcattg aatgcatcac ccaaggccgt gtcttggaga gaccccgagt ctgcccaaaa
2401 gaagtatatg atgtcatgct ggggtgctgg cagagggaac cacaacagcg actgaatatt
2461 aaggagatct acaaaatcct ccatgctttg gggaaggcca ccccaatcta cctggacatt
2521 cttggctagt ggtgactggt ggccaagcgt ttatactctg ttgcctcctce tctcecctgec
2581 tcatctcctc tttttcctca cctcaactcce tttcgtccat ctttgaccga aacgaacatc
2641 ttcatataaa ctcaagtgcc tgctacacat acaacactga at

Esquema 20: Secuencia del mRNA predefinido del TrkC. Bases de datos GenBank
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Disefiamos los oligonucleotidos especificos que actuaron de cebadores en
la reaccion de PCR (en color azul); en rojo estd marcada la parte de la
secuencia que se amplificard posteriormente.

El cDNA del mRNA que codifica la proteina B-actina procede de la base de
datos del GenBank del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), numero de identificacion: BC063166 (esquema 21).

Disefiamos los oligonucleotidos especificos que actuaron de cebadores en
la reaccion de PCR (en color azul); en rojo estd marcada la parte de la
secuencia que se amplificara posteriormente.

1 ggggtcgagt ccgcgtccac ccgcgagtac aaccttcttg cagctcctcce gtcgccggtce
61 cacacccgcc accagttcgc catggatgac gatatcgctg cgctcgtcgt cgacaacggce
121 tccggcatgt gcaaggccgg cttcgcgggce gacgatgctc cccgggeccgt cttcccctcece
181 atcgtgggcc gccctaggca ccagggtgtg atggtgggta tgggtcagaa ggactcctac
241 gtgggcgacg aggcccagag caagagaggc atcctgaccc tgaagtaccc cattgaacac
301 ggcattgtca ccaactggga cgatatggag aagatttggc accacacttt ctacaatgag
361 ctgcgtgtgg cccctgagga gecaccctgtg ctgctcaceg aggcccecctcet gaaccctaag
421 gccaaccgtg aaaagatgac ccagatcatg tttgagacct tcaacacccc agccatgtac
481 gtagccatcc aggctgtgtt gtccctgtat gecctctggtc gtaccactgg cattgtgatg
541 gactccggag acggggtcac ccacactgtg cccatctatg agggttacgc gctccctcat
601 gccatcctge gtctggacct ggctggccgg gacctgacag actacctcat gaagatcctg
661 accgagcgtg gctacagctt caccaccac agctgagaggg aaatcgtgcg tgacattaaa
721 gagaagctgt gctatgttgc cctagacttc gagcaagaga tggccactgc cgcatcctct
781 tcctccctgg agaagagcta tgagctgcct gacggtcagg tcatcactat cggcaatgag
841 cggttccgat gccccgaggc tctcttccag ccttceccttcece tgggtatgga atcctgtgge
901 atccatgaaa ctacattcaa ttccatcatg aagtgtgacg ttgacatccg taaagacctc
961 tatgccaaca cagtgctgtc tggtggcacc accatgtacc caggcattgc tgacaggatg
1021 cagaaggaga ttactgccct ggctcctagc accatgaaga tcaagatcat tgctcctcct
1081 gagcgcaagt actctgtgtg gattggtggc tctatcctgg cctcactgtc caccttccag
1141 cagatgtgga tcagcaagca ggagtacgat gagtccggcc cctccatcgt gcaccgcaaa
1201 tgcttctagg cggactgtta ctgagctgcg ttttacaccc tttctttgac aaaacctaac
1261 ttgcgcaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa

Esquema 21: Secuencia del mRNA predefinido de la B-actina. Bases de datos GenBank

1. Extraccion del RNA total de cultivos neuronales

Para la extracciéon del RNA de las células en cultivo se utilizd Trizol,
siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Brevemente, se anadieron
0,2 volimenes de cloroformo por volumen de Trizol, se agitaron
vigorosamente los tubos durante 15 segundos y se realizé una incubacion
de 2 minutos a temperatura ambiente, finalizada la cual se centrifugaron las
muestras a 12000 x g durante 15 minutos a 4°C. Una vez recogida la fase
acuosa, se precipitd el RNA por adiciéon de 0,5 volumenes de alcohol
isopropilico. Las muestras se incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugaron a 12000 x g durante 15 minutos a 4°C.
Posteriormente, se retird el sobrenadante y se lavo el precipitado de RNA
con un volumen de etanol al 75%. A continuacidn, las muestras se agitaron
y se centrifugaron a 7500 x g, durante 5 minutos a 4°C. El precipitado de
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RNA se dejo secar parcialmente a temperatura ambiente y se disolvid en
agua DEPC estéril, incubandolo después a 60°C durante 10 minutos.

El RNA purificado se tratdé con Turbo DNA-free, para eliminar las posibles
trazas de DNA que quedasen, siguiendo las indicaciones de la casa
comercial. Brevemente, se afiadieron 0,1 volimenes de b Turbo DNAsa y 1
pul de Turbo DNAsa (2U/ul) y se incubd durante 30 minutos a 37°C.
Posteriormente, se anadieron 0,1 volimenes del reactivo DNAsa de
inactivacion y se incubaron durante 2 minutos a temperatura ambiente, con
agitacion ocasional. Se centrifugaron las muestras a 10000 x g durante 1,5
minutos y se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo.

I1. Transcripcion inversa del RNA total obtenido.

La reaccion de trascripcion inversa se llevo a cabo en viales estériles de 0,2
ml, suministrados por la casa Biotools. Se aplico un protocolo de
transcripcion en un solo paso, utilizando el kit suministrado por Invitrogen
(SuperScript Il Reverse Transcriptase). Para ello, se tomd 1 ul del RNA
total, al que se afiadieron 4 ul de Random Hexamers Primers (RHP) y 6 pl
de agua DEPC. Se incub6 la mezcla durante 10 minutos a 70°C, en un bafio
termostatizado y, posteriormente se mantuvo a 4°C durante 2 minutos. A
continuacion, se anadid una mezcla de reaccidon que consistio en:

4 ul del tampon de reaccion (5x)

2 ul de DTT (0,1 M)

1 ul de una mezcla de desoxirribonucledtidos 10 mM (cada
uno)

1 ul de un inhibidor de RNAsas (suministrado por la casa
comercial Ambion)

0,66 ul de transcriptasa inversa de Invitrogen (200 U/ul)
0,34 ul de H,O DEPC

Una vez preparada la mezcla, se programo el termociclador para llevar a
cabo la reaccion de sintesis del cDNA:

20°C / 10 minutos

42°C / 45 minutos
99°C / 3 minutos

Una vez finalizada la reaccion, se anadio H,O DEPC hasta un volumen
final de 50 pl.
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I11. Reaccion en cadena de la polimerasa no cuantitativa

Para la reaccion en cadena de la polimerasa no cuantitativa (PCR)
utilizamos un kit de DNA polimerasa, suministrado por Biotools, siguiendo
las indicaciones de la casa. Preparamos una mezcla que contenia:

90 ng cDNA sintetizado

5 ul Buffer Mg”" free (10x)

I pl ANTP-mix (10 mM)

2 ul Cl,Mg (50 mM)

2 ul cebador 3° (10uM)

2 ul cebador 5° (10 uM)

35 ul H,O estéril

1 ul DNA polimerasa (1 U/ul)

Una vez preparada la mezcla, se programo el termociclador para llevar a
cabo la reacciéon de sintesis de la PCR, comenzando con una
desnaturalizacion inicial, seguida de varios ciclos compuestos de
desnaturalizacion, anillamiento y elongacion. Para terminar se programo un
tiempo de elongacion final. Las temperaturas y tiempos utilizados en cada
caso se muestran a continuacion:
PCR Nex-1:  94°C/5 minutos
94°C/30 segundos
55°C/30 segundos 25 ciclos
72°C/45 segundos
72°C/5 minutos
PCR TrkA: 94°C/5 minutos
94°C/30 segundos
55°C/1 minutos 35 ciclos
72°C/1 minuto 30 segundos

72°C/5 minutos
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PCR TrkB: 94°C/5 minutos
94°C/30 segundos
60°C/1 minuto 35 ciclos
72°C/1 minuto 30 segundos

72°C/5 minutos

PCR TrkC: 94°C/5 minutos

94°C/30 segundos
57°C/1 minuto 35 ciclos
72°C/1 minuto 30 segundos

72°C/5 minutos

PCR B-actina: 94°C/5 minutos

94°C/30 segundos
55°C/30 segundos 27 ciclos
72°C/45 segundos

72°C/5 minutos

IV. Cuantificacion del cDNA

Para la cuantificacion del cDNA sintetizado se utilizdé el kit Quant-it
PicoGreen dsDNA (Invitrogen), un colorante de &cidos nucleicos
ultrasensible para cuantificar DNA de doble cadena, siguiendo las
indicaciones de la casa comercial. Brevemente, mezclamos 6,5 ul de cDNA
procedente de la transcriptasa inversa con el reactivo Quant-iT PicoGreem
dsDNA reagent (200x) y TE (20x) hasta un volumen final de 125 pl. Se
mezcla bien y se determina la absorbancia a una longitud de onda de 260
nm. La concentraciéon del cDNA se determind extrapolando en una recta
patron, realizada simultaneamente con diluciones entre Ing y 500 ng de
DNA del fago Lambda, aportado por el kit.
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V. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa

Para la reaccidon en cadena de la polimerasa a tiempo real o cuantitativa
(PCR cuantitativa) utilizamos el kit Real Master Mix (Eppendorf),
siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Preparamos una mezcla de
reaccion que contenia:

90 ng/ml del cDNA sintetizado

0,4 pl del cebador 3° 10uM

0,4 ul del cebador 5° 10 uM

9 ul del la mezcla que contiene RealMasterMix (2,5x),
acetato de magnesio 10mM (concentracion final 4mM) y dNTPs ImM con
dUTP (concentracion final 4mM)

1 ul SYBR Green (20x)

y completamos hasta un volumen final de 20 ul con H,O
DEPC

Una vez preparada la mezcla de reaccion, se programé el termociclador de
manera que se llevaran a cabo 40 ciclos, con 45 segundos a 61,4°C (T de
anillamiento) y 45 segundos a 48°C (T de polimerizacion).

Una vez terminada la reaccion, se determinaron los valores de CT ( del
inglés “cycle threshold”) y se determin6 el nimero de copias extrapolando
en una recta patron realizada con unas concentraciones conocidas de
amplicon.
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£ RESVLTADOS

Las ciencias tienen las raices amargas, pero muy dulces los
frutos.
Aristoteles






4.1. MECANISMO DE ACCION DEL ACIDO OLEICO

En trabajos previos de nuestro laboratorio se puso de manifiesto que el
acido oleico, sintetizado por los astrocitos, se comporta como un factor
neurotrofico induciendo la diferenciacion neuronal. Asi, el acido oleico
induce la diferenciacion morfoldgica de las neuronas caracterizada por el
agrupamiento de los cuerpos celulares y la extension de forma radial de las
neuritas. Molecularmente, este dcido graso induce la expresion de proteinas
marcadoras de la diferenciacion dendritica y axonal, como son la proteina
asociada a los microtubulos (MAP-2) y la proteina asociada al crecimiento
(GAP-43), respectivamente (ver apartado 1.2.3 de la Introduccion). En este
trabajo tratamos de investigar el mecanismo de accidon del acido oleico en
esta diferenciacion neuronal.

4.1.1. Estudio del efecto del acido oleico sobre la expresion de los
receptores de las neurotrofinas, Receptores tirosina kinasa (Trks)

En estudios realizados en nuestro laboratorio, se ha demostrado la
existencia de un efecto sinérgico entre el 4cido oleico y las neurotrofinas
NT-3 y NT-4/5 sobre la expresion de GAP-43 (Granda y col., 2003). Con
objeto de investigar si el &cido oleico incrementaba la expresion de los
receptores de las neurotrofinas y de esta manera se lograba el efecto
sinérgico, en este trabajo hemos evaluado la expresion de las diferentes
isoformas de Trks, en ausencia y en presencia de acido oleico.

Para ello, las neuronas se cultivaron en ausencia o en presencia de acido
oleico 100 uM. Se recogio el RNA a las 24 y 48 horas de cultivo, con
objeto de estudiar el efecto del &cido oleico sobre los niveles de mRNA de
los receptores TrkA, TrkB y TrkC.

En la figura 1A, se observa que no existe expresion del transcrito de TrkA,
ni a las 24, ni a las 48 horas de cultivo, ni en ausencia, ni en presencia de
acido oleico. Sin embargo, se observa expresion de los transcritos de TrkB
y TrkC, tanto a las 24, como a las 48 horas de cultivo, en las cuales,
ademas, se aprecia un ligero aumento en la expresion de ambos receptores
en presencia de acido oleico.

Para corroborar el posible efecto del 4cido oleico sobre la expresion de los
receptores TrkB y TrkC, las neuronas se cultivaron en ausencia o en
presencia de 4acido oleico 50 uM. Se recogieron las proteinas a las 6, 24, 48
y 72 horas de cultivo, y se estudi6 la expresion de TrkB y TrkC mediante
transferencia tipo Western.
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Figura 1: Efecto del 4cido oleico sobre el mRNA de los receptores TrkA TrkB y TrkC.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico
100 uM (+Ac. oleico). Las muestras de RNA se extrajeron a las 24 h y 48 h. y el RNA tratado con
DNAsa, a 37°C durante una hora. Posteriormente, se realizo la RT-PCR, como se describe en
Material y Métodos. (A) Con cebadores especificos para amplificar TrkA, TrkB, TrkC y b-actinina,
como control de carga. Se realizaron controles negativos en los cuales a la misma muestra se le
realizo una PCR (B) para asegurarnos de la ausencia de amplicones procedentes del DNA genomico.

En la figura 2A, se observan dos bandas, una correspondiente a la isoforma
completa del receptor TrkB (150 kDa), y otra, que corresponde a la
isoforma truncada de TrkB (100 kDa) sin dominio tirosina kinasa. Al
cuantificar los resultados (figura 2B) comprobamos que la isoforma
correspondiente al truncado no cambia su expresion en ninguna de las
condiciones experimentales. Sin embargo, al analizar la banda
correspondiente a la isoforma completa, se puede observar que ésta
aumenta con el tiempo de cultivo y, ademads, se aprecia un ligero aumento
(20%), de la expresion, producido por acido oleico, que es significativo, a
las 24 horas de cultivo. En la figura 2C se representa la evolucion de la
expresion de la isoforma completa de TrkB, en presencia y en ausencia de
acido oleico. Se puede observar como la expresion de la isoforma completa
de TrkB aumenta con el tiempo de cultivo, tanto en ausencia como en
presencia de acido oleico, de manera que a las 48 y 72 horas se produce un
incremento: del 75% y del 95%, respectivamente, respecto a la expresion
encontrada a las 6 horas en ausencia de acido oleico, y del 55% y del 75%,
respectivamente, respecto a la expresion encontrada a las 6 horas en
presencia de 4cido oleico.
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Figura 2: Efecto del 4cido oleico sobre la expresion del receptor TrkB.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de acido oleico
50 uM (+Ac. oleico). Las proteinas se extrajeron a las 6, 24, 48 y 72 horas de cultivo. La expresion
del receptor TrkB se determiné por transferencia tipo Western, tal y como se describe en Material y
Meétodos. Como control de carga se utilizo6 GAPDH. (A) Western Blot de TrkB. Aparecen dos
bandas correspondientes a las dos isoformas del receptor TrkB, la isoforma completa (150 kDa) y
el truncado (100 kDa). (B) Las peliculas se escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el
programa de analisis de imagen NIH image. Los resultados se expresan como porcentaje respecto la
condiciéon de acido oleico 24h y son medias £SEM de 10 experimentos. La significatividad de las
diferencias respecto a los valores obtenidos en ausencia de 4acido oleico se expresa como *p<0,5 (¢
de Student). (C) Evolucion de la expresion de la isoforma completa del receptor TrkB a distintos
tiempos de cultivo. Se realiz6 un ANOVA con un post-test de Bonferroni. La significatividad de
las diferencias respecto a los valores obtenidos a las 6 horas de cultivo en ausencia de acido oleico
se expresa como *p<0,5 y **p<0,01. La significatividad de las diferencias respecto a los valores
obtenidos a las 6 horas de cultivo en presencia de acido oleico se expresa como ###p<0,001.

En la figura 3A se observan dos bandas, una correspondiente a la isoforma
completa del receptor TrkC (150 kDa) y otra, que corresponde a la
isoforma truncada de TrkC (100 kDa), sin dominio tirosina kinasa. Al
analizar los resultados (figura 3B) se puede comprobar que la isoforma
correspondiente al truncado no cambia su expresion en ninguna de las
condiciones experimentales. Lo mismo ocurre al analizar la banda
correspondiente a la isoforma completa de TrkC, ya que se observa que no
existen diferencias significativas en la expresion del receptor TrkC al
suplementar las neuronas con acido oleico, a ninguno de los tiempos
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estudiados. En la figura 3C se representa la evolucion de estos datos. Se
observa que la expresion de la isoforma completa de TrkC no cambia a lo
largo del tiempo en ninguna de las condiciones estudiadas. Ademads, se
puede observar que a 24, 48 y 72 horas, la expresion de la isoforma
completa de TrkC es ligeramente superior en presencia de acido oleico,
respecto a su ausencia, aunque las diferencias no son significativas.
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Figura 3: Efecto del 4acido oleico sobre la expresion del receptor TrkC.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de acido oleico
50 uM (+Ac. oleico). Las proteinas celulares se extrajeron a las 6, 24, 48 y 72 horas de cultivo. La
expresion del receptor TrkC se determind por transferencia tipo Western, tal y como se describe en
Material y Métodos. Como control de carga se utilizo GAPDH. (A) Western Blot de TrkC.
Aparecen dos bandas correspondientes a las dos isoformas del receptor TrkC, la isoforma completa
(150 kDa) y el truncado (100 kDa). (B) Las peliculas se escanearon y se cuantificaron las bandas
utilizando el programa de analisis de imagen NIH image. Los resultados se expresan como
porcentaje respecto a la banda de la condicion de acido oleico 24h y son medias £SEM de 10
experimentos (¢ de Student). (C) Evolucion de la expresion de la isoforma completa del receptor
TrkC a distintos tiempos de cultivo.

4.1.2. Estudio del efecto del acido oleico sobre la expresion de los
factores de transcripcion NeuroD1 y NeuroD2

Trabajos previos se ha demostrado que los procesos de desarrollo neural
estdn controlados, positiva y negativamente, por multiples factores de
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transcripcion de la familia bHLH. A los miembros de la familia NeuroD, se
les denomina factores de diferenciacion y son: NeuroD, NeuroD2 y Nex-1.
Su expresion es persistente en el sistema nervioso central del adulto y su
papel es promover y mantener la expresion de los genes de las neuronas
maduras (Uittenbogaard y Chiaramello, 2002). En este sentido, Rodriguez
y col. (Rodriguez-Rodriguez y col., 2004) han mostrado el efecto del acido
oleico sobre la induccion de algunos factores de transcripcion
neurogénicos, en concreto, NeuroD2.

En este estudio quisimos conocer si, ademas de NeuroD2, otros factores de
transcripcion estaban implicados en el efecto del 4cido oleico. Para ello, las
neuronas se cultivaron en ausencia o en presencia de acido oleico 50 uM.
Se recogieron las proteinas a las 6, 24, 48 y 72 horas de cultivo, para
comprobar el efecto del acido oleico sobre la expresion de los factores de
transcripcion NeuroD1 y NeuroD2, utilizando para ello una transferencia
tipo Western, como se describe en Material y Métodos.
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Figura 4: Efecto del 4cido oleico sobre la expresion del factor de transcripcion NeuroD1.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de 4cido oleico 50
UM (+Ac. oleico). Las proteinas se extrajeron a las 6, 24, 48 y 72 horas de cultivo. La expresion de
NeuroD1 se determind por transferencia tipo Western, tal y como se describe en Material y Métodos.
(A) Western Blot de NeuroD1. Como control de carga se utilizd actinina. (B) Las peliculas se
escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de andlisis de imagen NIH image.
Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la banda de la condicion de acido oleico 24h y
son medias £SEM de 10 experimentos (¢ de Student). (C) Evolucion de la expresion del NeuroD1 a
distintos tiempos de cultivo.
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Como se puede ver en la figura 4 (A y B), la expresiéon de NeuroD1 no
sufre ninguna variacidon cuando las neuronas son suplementadas con acido
oleico, a ninguno de los tiempos de cultivo estudiados. En la figura 4C se
muestra la evolucion de estos datos y se observa que no existen variaciones
significativas de la expresion de NeuroD1 a lo largo del tiempo de cultivo,
ni en ausencia ni en presencia de acido oleico.

En la figura 5 (A y B), se observa que el acido oleico solo incrementa la
expresion de NeuroD2 a las 72 horas de cultivo, produciendo un aumento
del 20%. En la figura 5C se puede observar que este efecto se debe a que el
acido oleico previene el descenso de la expresion de NeuroD2, que si que
se produce en la condicion control entre las 48 y 72 horas de cultivo, siendo
este descenso del 30% en ausencia de acido oleico.
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Figura 5: Efecto del 4cido oleico sobre la expresion del factor de transcripcion NeuroD2.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). Las proteinas celulares se extrajeron a las 6, 24, 48 y 72 horas de cultivo. La
expresion de la proteina NeuroD2 se determind por transferencia tipo Western, tal y como se describe
en Material y Métodos. (A) Western Blot de NeuroD2; como control de carga se utiliz6 actinina. (B)
Las peliculas se escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de analisis de
imagen NIH image. Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la condicion de acido
oleico 24h y son medias +SEM de 10 experimentos. La significatividad frente a la ausencia de acido
oleico se expresa como ***<0,001 (¢ de Student). (C) Evolucion de la expresion de NeuroD2 a
distintos tiempos de cultivo.
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4.1.3. Estudio del efecto del acido oleico sobre la expresion del
factor de transcripcion Nex-1

En experimentos con células PC12, se demostré que el factor de
transcripcidon Nex-1 se une al promotor de la proteina marcadora de
diferenciacion axonal, la proteina asociada al crecimiento GAP-43.
Ademas, induce la sintesis de proteinas de los microtubulos (por ejemplo,
MAP-2A/B), de proteinas implicadas en la sinapsis (por ejemplo,
sinaptotagmina) e, incluso, aumenta la expresion del factor de transcripcion
NeuroD, ya que Nex-1 es el primero de los factores de la familia de los
NeuroD en expresarse (Uittenbogaard y Chiaramello, 2002;Uittenbogaard
y col., 2003;Uittenbogaard y Chiaramello, 2005). De hecho, la expresion
del gen Nex-1 comienza justo después de que las células neuronales sean
determinadas en el SNC y comienzan de forma paralela la diferenciacion
neuronal y la sinaptogénesis. Por todo ello, decidimos estudiar el efecto del
acido oleico sobre la expresion de Nex-1 en los primeros momentos de
cultivo.

Para ello, las neuronas se cultivaron en ausencia o en presencia de acido
oleico 50 uM. Se recogid el RNA a las 0, 3, 6 y 9 horas de cultivo, para
comprobar el efecto del acido oleico sobre la expresion del factor de
transcripcion Nex-1, utilizando para ello una Reaccién en Cadena de la
Polimerasa convencional (PCR), o una Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa cuantitativa (qPCR), como se describe en Material y Métodos.

En la figura 6A se observa como el 4cido oleico aumenta la expresion del
transcrito de Nex-1, tanto a las 6 como a las 9 horas de cultivo, mientras
que la expresion del transcrito de la PB-actinina no se modifico. Para
corroborar estos resultados realizamos una qPCR. En la figura 6B se
muestra un “experimento tipo”, en el cual se observa que el acido oleico
incrementa la expresion de Nex-1 a las 3, 6 y 9 horas. La expresion mas
alta se observd a las 3 horas de cultivo, sufriendo un descenso a
continuacion. Este experimento se repitido 3 veces, obteniéndose resultados
similares.
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Figura 6: Efecto del acido oleico sobre la expresion del factor de transcripcion Nex-1.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). E1 RNA se extrajo a las 3, 6 y 9 horas de cultivo, mediante trizol. Posteriormente
se realizo una transcripcion inversa, como se describe en Material y Métodos. (A) PCR convencional
de Nex-1. El cDNA obtenido se analizo realizando una Reaccion en Cadena de la Polimerasa
convencional, como se describe en Material y Métodos, tanto para el factor de transcripcion Nex-1
como para la b-actinina. (B) PCR cuantitativa de Nex-1. El cDNA obtenido se analizo por PCR
cuantitativa, como se describe en Material y Métodos. Los resultados se expresan como moléculas de
Nex-1 por 100.000 moléculas de actinina. La figura muestra los resultados de un experimento tipo.

4.14. Estudio del efecto de las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5
sobre la expresion de los factores de transcripcion NeuroD1 y NeuroD2

Segtin han descrito algunos autores, (Medina y col., 2004;Calella y col.,
2007), las vias de sefializacion de las neurotrofinas y sus receptores, y los
factores de transcripcién de la familia NeuroD, en concreto el NeuroDl,
estan interrelacionadas. Ademads, Liu y col. (2004) (Liu y col., 2004)
describieron que el factor de transcripcion NeuroD1 se une al promotor de
TrkB, aumentando su expresion.
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Dado que el acido oleico induce la expresion de NeuroD2 (Rodriguez-
Rodriguez y col., 2004) (figura 5) y que existe un efecto sinérgico de las
neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 con el 4cido oleico sobre la expresion de
GAP-43 (Granda y col., 2003), decidimos estudiar el efecto de las
neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 sobre la expresion de los factores de
transcripcion NeuroD1 y NeuroD2, para saber si éstos estaban implicados
en el efecto sinérgico.

Para ello, las neuronas se cultivaron en ausencia o en presencia de acido
oleico 50 uM. Ademas, las neuronas se suplementaron con las
neurotrofinas NT-3 (50 ng/ul) 6 NT-4/5 (50 ng/ul), en los casos que se
indica. Se recogieron las proteinas a las 72 horas de cultivo para comprobar
el efecto del acido oleico y de las neurotrofinas sobre la expresion de los
factores de transcripcion NeuroD1 y NeuroD2, utilizando para ello una
transferencia tipo Western, como se describe en Material y Métodos.
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Figura 7: Efecto de las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 sobre la expresion del factor de
transcripcién NeuroD1, en presencia y en ausencia de acido oleico.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de acido oleico
50 uM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indican, las neuronas se incubaron también en
presencia de NT-3 50 ng/ul 6 NT-4/5 50 ng/ul. Las proteinas celulares se extrajeron a las 72 horas
de cultivo. La expresion del NeuroD1 se determind por transferencia tipo Western, tal y como se
describe en Material y Métodos. Como control de carga se utiliz6 GAPDH. Las peliculas se
escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de analisis de imagen NIH image.
Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la banda de la condicién control y son
medias £SEM de 5 experimentos. La significatividad de las diferencias respecto a los valores
obtenidos en ausencia de acido oleico se expresa como *p<0,05 (¢ de Student).
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En la figura 7 se puede observar como el acido oleico no tiene ninglin
efecto sobre la expresion del factor de transcripcion NeuroD1; tampoco se
observa con las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 en ausencia de acido oleico.
Por otro lado, se observa un efecto sinérgico, tanto de la NT-3 como de la
NT-4/5, con el acido oleico sobre la expresion de NeuroD1, produciéndose

un aumento del 20%, cuando las neuronas se cultivaron en presencia de
acido oleico y de NT-3 o NT-4/5.

Como se puede ver en la figura 8, al cultivar las neuronas en presencia de
acido oleico, la expresion de NeuroD2 aument6 un 20%. Sin embargo, ni la
neurotrofina NT-3, ni la NT-4/5 modificaron la expresiéon de NeuroD2 de
forma significativa, ni en ausencia ni en presencia de acido oleico.
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Figura 8: Efecto de las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 sobre la expresion del factor de
transcripcion NeuroD2, en presencia y en ausencia de acido oleico.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de acido oleico
50 uM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indican, las neuronas se incubaron también en
presencia de NT-3 50 ng/ul 6 NT-4/5 50 ng/ul. Las proteinas celulares se extrajeron a las 72 horas
de cultivo. La expresion del NeuroD2 se determind por transferencia tipo Western, tal y como se
describe en Material y Métodos. Como control de carga se utiliz6 GAPDH. Las peliculas se
escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de analisis de imagen NIH image.
Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la banda de la condicién control y son
medias £SEM de 5 experimentos. La significatividad de las diferencias respecto a los valores
obtenidos en ausencia de acido oleico se expresa como **p<0,01 y ***p<0,001 (¢ de Student).
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4.2. EFECTO DEL ACIDO OLEICO EN LA MIGRACION
NEURONAL

En trabajos previos en nuestro laboratorio, se observd que las neuronas
cultivadas en presencia de acido oleico sufren un agrupamiento por los
cuerpos celulares y la extension de forma radial de las neuritas. Este
agrupamiento sigue un patrén similar al que se observa in vivo, de forma
que los somas neuronales se agruparian formando estructuras similares a la
materia gris y prolongarian sus axones hasta contactar con otras neuronas
adyacentes, dejando en medio un espacio equivalente a la materia blanca
del SNC (Tabernero y col., 2001). Esta distribucion de las neuronas en
presencia al acido oleico sugiere la posible implicacion de este factor
neurotrofico en el proceso de migracion neuronal.

Para comprobar esta hipdtesis empleamos la doblecortina (DCX), miembro
de la familia de las MAPs (Moores y col., 2006), como marcador de
migracion neuronal.

Para ello, las neuronas se cultivaron en ausencia o en presencia de acido
oleico 50 uM. Se recogieron las proteinas a las 6, 24, 48 y 72 horas de
cultivo para comprobar el efecto del acido oleico sobre la expresion de la
doblecortina, utilizando para ello una transferencia tipo Western, como se
describe en Material y Métodos.

Como se observa en la figura 9 (A y B), el acido oleico aument6
significativamente la expresion de la DCX a las 24 y 48 horas de cultivo,
produciéndose un aumento del 30% y del 20%, respectivamente. No
aparecen diferencias a tiempos mas cortos (6 horas) y desaparecen a
tiempos mayores (72 horas). La figura 10C muestra la evolucion de la
expresion de la DCX en ausencia y en presencia de acido oleico. Se
observa que la expresion de la DCX aumenta a lo largo del cultivo.
Ademas, las neuronas cultivadas en presencia de 4cido oleico tienen un
perfil de expresion de DCX que alcanza los niveles maximos antes que las
neuronas cultivadas en ausencia de acido oleico.

Las variaciones en la expresion de la DCX pueden estudiarse por
inmunocitoquimica, lo que nos da una idea de la localizacion intracelular
de la proteina. Para ello, las neuronas se cultivaron en ausencia o en
presencia de acido oleico 50 uM. Las células se fijaron a las 24, 48 y 72
horas de cultivo y, posteriormente, se realizd la inmunocitoquimica, como
se describe en Material y Métodos.
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Figura 9: Efecto del 4acido oleico sobre la expresion de la DCX.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). Las proteinas se extrajeron a las 6, 24, 48 y 72 horas de cultivo. (A) Western Blot
de DCX. La expresion de la proteina DCX se determind por transferencia tipo Western, tal y como se
describe en Material y Métodos. Como control de carga se utilizo GAPDH. (B) Las peliculas se
escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de analisis de imagen NIH image.
Los resultados se expresan como porcentaje respecto la condicion control 48h y son medias =SEM de
5 experimentos. La significatividad de las diferencias respecto a los valores obtenidos en ausencia de
acido oleico se expresa como *p<0,5 y **p<0,01 (¢ de Student). (C) Evolucion de la expresion de
DCX a distintos tiempos de cultivo. La significatividad de las diferencias respecto a los valores
obtenidos a las 6 horas en ausencia de acido oleico se expresa como *p<0,05 y ***p<0,001. La
significatividad de las diferencias respecto a los valores obtenidos a las 6 horas en presencia de acido
oleico se expresa como #p<0,05 y ###p<0,001. Se realizéo un ANOVA y un post-test de Bonferroni.

La figura 10 muestra la expresion y localizacion de la DCX. La proteina se
localiza tanto en el cuerpo celular como en las neuritas. Como se puede
observar, las neuronas cultivadas en presencia de acido oleico presentaron
una mayor intensidad de fluorescencia, tanto en el cuerpo celular como en
las neuritas, comparando con la situacion control a las 24 y 48 horas.
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Figura 10: Efecto del 4acido oleico sobre la localizacion de la DCX.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). A distintos tiempos de cultivo (24h, 48h y 72h) las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% (p/v) y, tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se determiné
inmunocitoquimicamente la presencia de la DCX, tal y como se describe en Material y Métodos. Se
emplearon un anticuerpo primario policlonal contra DCX y un anticuerpo secundario conjugado con
Alexa488. Los nucleos se visualizaron con DAPI. Se tomaron fotografias con una cémara digital
conectada al microscopio de fluorescencia, mostrando la DCX y los nticleos del mismo campo. La
barra de calibrado corresponde a 20 pum.

4.3. EFECTO DEL ACIDO OLEICO EN LA SINAPTOGENESIS

Cuando las neuronas llegan a su destino final, después de la migracion,
comienzan a generar prolongaciones dendriticas y axonicas que las
capacitan para recibir contactos de otras células. A estos contactos entre
neuronas se los conoce como sinapsis. L.a mayoria de las sinapsis consisten
en una region especializada en la parte axonica presindptica, una region
receptora en una dendrita postsindptica y una estrecha hendidura entre
ambas regiones (Kalil, 1990). Tanto en la parte presindptica, como en la
parte postsindptica, se encuentran localizadas proteinas especificas que
llevan a cabo la formacion de la sinapsis y que sirven como proteinas
marcadoras de la presencia de sinapsis. Se estudiaron 3 marcadores
sinapticos: sinaptotagmina, como marcador presinaptico, y GluR-2/3 y
PSD-95, como  marcadores  postsindpticos (Ullilan y  col,,
2001;Christopherson y col., 2005;Goritz y col., 2005).
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4.3.1. Estudio del efecto del acido oleico sobre la expresion y
localizacion de la sinaptotagmina I

La sinaptotagmina I es una glicoproteina de membrana que se encuentra
localizada en las vesiculas presindpticas, por lo que se puede utilizar como
marcador presindptico (Ullian y col., 2001;Christopherson y col., 2005).
Tiene dos dominios de unidn al calcio y la unién del calcio desencadenara
la exocitosis de la vesicula. Por todo ello nos propusimos estudiar el efecto
del 4cido oleico sobre la expresion de la sinaptotagmina 1.

Para ello, las neuronas se cultivaron en ausencia o en presencia de acido
oleico 50 uM. Se recogieron las proteinas a las 6, 24, 48 y 72 horas de
cultivo y se realiz6 una transferencia tipo Western, como se describe en
Material y Métodos.
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Figura 11: Efecto del acido oleico sobre la expresion de la sinaptotagmina I.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de acido oleico
50 uM (+Ac. oleico). Las proteinas se extrajeron a las 6, 24, 48 y 72 horas de cultivo. La expresion
de la sinaptotagmina se determind por transferencia tipo Western, tal y como se describe en
Material y Métodos. (A) Western Blot de la sinaptotagmina. Como control de carga se utilizd
GAPDH. (B) Las peliculas se escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de
analisis de imagen NIH image. Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la condicion
control 48h y son medias #SEM de 5 experimentos. La significatividad de las diferencias respecto
a los valores obtenidos en ausencia del 4cido oleico se expresa como *p<0,5 y **p<0,01 (¢ de
Sudent). (C) Evolucion de la expresion de sinaptotagmina I a distintos tiempos de cultivo. La
significatividad de las diferencias respecto a los valores obtenidos a las 6 horas de cultivo en
presencia de acido oleico se expresa como #p<0,5. Se analizaron los resultados por ANOVA con
un post-test de Bonferroni.
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Como se puede ver en la figura 11 (A) y (B), el acido oleico aumenta la
expresion de la sinaptotagmina [ a las 24, 48 y 72 horas de cultivo,
produciéndose un aumento del 10%, 20% y del 40%, respectivamente. En
la figura 11C se observa que la curva de expresion de la sinaptotagmina I
tiene mayor pendiente cuando las neuronas estan cultivadas en presencia de
acido oleico que cuando no lo estdn. De hecho, en ausencia de acido oleico
no se observa ninguna variacién significativa en la expresion de la
sinaptotagmina | a lo largo del tiempo.

Para estudiar las variaciones en la expresion y la localizacion intracelular
de la sinaptotagmina I realizamos una inmunocitoquimica. Para ello, las
neuronas se cultivaron en ausencia o en presencia de acido oleico 50 uM.
Las células se fijaron a las 48 y 72 horas de cultivo y se realizdé una
inmunocitoquimica, como se describe en Material y Métodos,

En la figura 12 se puede observar como las neuronas cultivadas en
presencia de acido oleico presentan una mayor intensidad de fluorescencia,
tanto en el cuerpo celular como sobre todo, en las neuritas, que se
observan con mayor nitidez en presencia de acido oleico.
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Figura 12: Efecto del acido oleico sobre la localizacion de la sinaptotagmina 1.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). A distintos tiempos de cultivo (48h y 72h) las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% (p/v) y, tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se determind
inmunocitoquimicamente la presencia de la sinaptotagmina I, tal y como se describe en Material y
M¢étodos. Se emplearon un anticuerpo primario policlonal contra sinaptotagmina I y un anticuerpo
secundario conjugado con Cy3. Los nucleos se visualizaron con DAPI. Se tomaron fotografias con
una camara digital conectada al microscopio de fluorescencia, mostrando la sinaptotagmina I y los
nucleos del mismo campo. La barra de calibrado corresponde a 20 um.
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4.3.2. Estudio del efecto del acido oleico sobre la expresion y
localizacion del receptor de glutamato, en sus isoformas 2 y 3 (GluR-
2/3)

El principal neurotransmisor excitador en el cerebro es el glutamato, que
ejerce sus acciones a través de receptores ionotrdpicos, que son canales
permeables a cationes, y metabotropicos. Estos ultimos constituyen una
familia de receptores acoplados a proteinas G (ver Introducciéon 1.1.1.5.4).
El receptor de glutamato GluR-2/3 pertenece a la familia de receptores
AMPA, dentro del grupo de los ionotropicos. Teniendo en cuenta la
importancia del glutamato en la sinapsis y la posibilidad de utilizacion de
uno de sus receptores mas comunes como marcador postsinaptico,
decidimos estudiar el posible efecto del acido oleico sobre la expresion de
GluR-2/3 (Ullian y col., 2001;Christopherson y col., 2005;Goritz y col.,
2005).

Para ello, las neuronas se cultivaron en ausencia o en presencia de acido
oleico 50 uM. Se recogieron las proteinas a las 6, 24, 48 y 72 horas de
cultivo, y se realizd para ello una transferencia tipo Western, como se
describe en Material y Métodos.

Como se puede observar en la figura 13 (A y B), el acido oleico aumenta
significativamente la expresion de GluR-2/3 a las 24, 48 y 72 horas de
cultivo, apareciendo un aumento de, aproximadamente, el 20% en cada uno
de estos tiempos, mientras que a tiempos cortos (6 horas) no se observod
ningin efecto. La figura 13C muestra la evolucion de la expresion de
GluR-2/3. En presencia de acido oleico, la curva tiene una tendencia
ascendente y practicamente lineal y se encuentran siempre niveles de
expresion mas altos que en la curva correspondiente a la expresion de
GluR-2/3 en ausencia de &cido oleico.

Las variaciones en la expresion del GIluR-2/3 pueden ser también
estudiadas por inmunocitoquimica, lo que nos da una idea de su
localizacion intracelular. Para ello, las neuronas se cultivaron en ausencia o
en presencia de acido oleico 50 uM. Las células se fijaron a las 48 y 72
horas de cultivo y, posteriormente, se realizd la inmunocitoquimica como
se describe en Material y Métodos.
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Figura 13: Efecto del acido oleico sobre la expresion del receptor GluR-2/3.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de 4cido oleico 50
UM (+Ac. oleico). Las proteinas se extrajeron a las 6, 24, 48 y 72 horas de cultivo. La expresiéon de
GluR-2/3 se determiné por transferencia tipo Western, tal y como se describe en Material y Métodos.
(A) Western Blot del GluR-2/3. Como control de carga se utilizO0 GAPDH. (B) Las peliculas se
escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de andlisis de imagen NIH image.
Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la condiciéon control 48h y son medias £SEM
de 5 experimentos. La significatividad de las diferencias respecto a los valores obtenidos en ausencia
del acido oleico se expresa como *p<0,5 y **p<0,01 (¢ de Student). (C) Evolucion de la expresion de
GluR-2/3 a distintos tiempos de cultivo. La significatividad de las diferencias respecto a los valores
obtenidos a las 6 horas de cultivo en ausencia del acido oleico se expresa como *p<0,05. La
significatividad de las diferencias respecto a los valores obtenidos a las 6 horas de cultivo en
presencia de acido oleico se expresa como #p<0,05. Los resultados se analizaron por ANOVA, con
un post-test de Bonferroni.

Las variaciones en la expresion y localizacion del GluR-2/3 se muestran en
la figura 14. Se observa como la proteina se localiza fundamentalmente en
el cuerpo celular y en las dendritas. Como se puede observar, las neuronas
cultivadas en presencia de acido oleico presentan mayor intensidad de
fluorescencia y, por tanto, se ven mas claramente las neuritas en estas
condiciones.
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Figura 14: Efecto del acido oleico sobre la localizacion del receptor GluR-2/3.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). A distintos tiempos de cultivo (48h y 72h) las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% (p/v) y, tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se determind
inmunocitoquimicamente la presencia del GluR-2/3, tal y como se describe en Material y Métodos.
Se emplearon un anticuerpo primario policlonal contra GluR-2/3 y un anticuerpo secundario
conjugado con Cy3. Los ntcleos se visualizaron con DAPI. Se tomaron fotografias con una camara
digital conectada al microscopio de fluorescencia, mostrando el GluR-2/3 y los nucleos del mismo
campo. La barra de calibrado corresponde a 20 pum.

4.3.3. Estudio del efecto del acido oleico sobre la expresion y
localizacion de la “Densidad Postsinaptica”, PSD-95

El PSD-95 (Densidad Post-sinaptica de 95 kDa), denominada también
como SAP90 (proteina asociada a la sinapsis de 90 kDa), pertenece a la
familia de proteinas asociadas a la membrana de la densidad postsinaptica y

se utiliza como marcador post-singptico  (Ulllan y  col,,
2001;Christopherson y col., 2005).

Para estudiar las variaciones en la expresion y la localizacion intracelular
del PSD-95 se realiz6 una inmunocitoquimica, como se describe en
Material y Métodos. Las neuronas se cultivaron en ausencia o en presencia
de acido oleico 50 uM. Las células se fijaron a las 48 y 72 horas de cultivo
y, posteriormente, se realizo la inmunocitoquimica.

La figura 15 muestra la expresion y localizacion de PSD-95 a distintos
tiempos de cultivo, en ausencia y en presencia de acido oleico. La proteina
se localiza, fundamentalmente, en el cuerpo celular y en las neuritas. Como
se puede observar, las neuronas cultivadas en presencia de acido oleico
mostraron una mayor intensidad de fluorescencia, aprecidndose mayor
nimero de neuritas.
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Figura 15: Efecto del acido oleico sobre la localizaciéon de la proteina PSD-95.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM. A distintos tiempos de cultivo (48h y 72h) las células se fijaron con paraformaldehido al 4%
(p/v) vy, tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se determind inmunocitoquimicamente la
presencia del PSD-95, tal y como se describe en Material y Métodos. Se emplearon un anticuerpo
primario monoclonal contra PSD-95 y un anticuerpo secundario conjugado con Alexa488. Los
nucleos se visualizaron con DAPI. Se tomaron fotografias con una camara digital conectada al
microscopio de fluorescencia, mostrando el PSD-95 y los nucleos del mismo campo. La barra de
calibrado corresponde a 20 pum.

4.3.4. Estudio del efecto del acido oleico en la formacion de
sinapsis

Para estudiar la posible funcionalidad de las proteinas sinapticas expresadas
por las células en cultivo, estudiamos la formacion de los denominados
“puntos individuales de sinapsis”, es decir, la colocalizacion de las
proteinas sinaptotagmina I y PSD-95 (marcadores pre y post-sinapticos,
respectivamente) (Christopherson y col., 2005). Para ello, las neuronas se
cultivaron en ausencia o en presencia de acido oleico 50 uM. Las células se
fijaron a las 72 horas de cultivo y, posteriormente, se realizdo una doble
inmunocitoquimica para PSD-95 y sinaptotagmina I, como se describe en
Material y Métodos.

La figura 16 muestra como la fluorescencia correspondiente a PSD-95 (B y
F) y a la sinaptotagmina I (C y G) aumenta en presencia de acido oleico.
Ademas, se puede observar que en la condicion control, cuando estudiamos
la colocalizacion de los dos marcadores (D), no se encuentra ni
colocalizacion (amarillo), ni cercania entre los distintos puntos. Sin
embargo, en presencia de acido oleico, al estudiar la colocalizacion de los
dos marcadores (H), se observa la existencia de colocalizacion (amarillo) y
la cercania entre ambas proteinas.
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Figura 16: Efecto del acido oleico sobre la colocalizacion de los marcadores de sinapsis,
sinaptotagmina I y PSD-95.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). A las 72 horas de cultivo las células se fijaron con paraformaldehido al 4% (p/v) y,
tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se determind inmunocitoquimicamente la presencia de
PSD-95 y de sinaptotagmina I, tal y como se describe en Material y Métodos. Se emplearon un
anticuerpo primario monoclonal contra PSD-95, un anticuerpo primario policlonal contra
sinaptotagmina I, un anticuerpo secundario monoclonal conjugado con Alexa488 y un anticuerpo
secundario policlonal conjugado con Cy3. Los nucleos se visualizaron con DAPI. Las imagenes se
obtuvieron utilizando un microscopio confocal, mostrando la sinaptotagmina I, el PSD-95 y los
nucleos del mismo campo. La barra de calibrado corresponde a 20 pum.

En la figura 17 se muestra, de forma ampliada, la zona marcada, tanto en la
condicion control (A) como en la condicién en presencia de acido oleico
(B). Se observa que con acido oleico aparecen los denominados “puntos
individuales de sinapsis” (amarillo), mientras que en la situacion control
(A) no aparece practicamente ninguno.
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Figura 17: Ampliacion de la figura (17 D y H) que muestra efecto del acido oleico sobre la
colocalizacion de los marcadores de sinapsis sinaptotagmina I y PSD-95.

En la ampliacion aparecen los denominados puntos individuales de sinapsis (en amarillo), en los que
colocalizan la protenina presindptica sinaptotagmina I y la proteina postsinaptica PSD-95.

44. EFECTO DE LAS NEUROTROFINAS SOBRE LA
MIGRACION NEURONAL INDUCIDA POR EL ACIDO OLEICO

Dado que las neurotrofinas estdn implicadas en la proliferacion de los
neuroblastos y la maduracion neuronal, afectando y manteniendo el
fenotipo neuronal, y puesto que el acido oleico actia también como un
factor neurotrofico, nos propusimos estudiar la posible implicacion de las
neurotrofinas en la migracion neuronal producida por el 4cido oleico. Para
ello estudiamos tanto la expresion como la localizacion de la doblecortina,
(DCX) marcadora de migracion neuronal.

Para estudiar el efecto de las neurotrofinas y del acido oleico sobre la
expresion de la proteina DCX, las neuronas se cultivaron en ausencia o en
presencia de acido oleico 50 UM., suplementando, en los casos que se
indique, con NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50
ng/ul. Al cabo de 24 6 48 horas de cultivo se extrajeron las proteinas y se

realizé una transferencia tipo Western, como se describe en Material y
M¢étodos.
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Ademads, para estudiar el efecto de las neurotrofinas y del acido oleico
sobre la expresion y la localizacion subcelular de la proteina DCX, las
neuronas se cultivaron en ausencia o en presencia de acido oleico 50 uM,
suplementando en los casos que se indique, con BDNF 50 ng/ul, NT-3 50
ng/ul o NT-4/5 50 ng/ul. Al cabo de 24 6 48 horas de cultivo las células se
fijaron y, posteriormente, se realizO una inmunocitoquimica, como se
describe en Material y Métodos.

En la figura 18 se puede observar el efecto del &cido oleico sobre la
expresion de la DCX a las 24 horas de cultivo (aproximadamente 10%).
Por otro lado, ni el NGF, ni el BDNF tuvieron ningun efecto sobre la
expresion de DCX, inhibiendo, incluso, el efecto del 4cido oleico cuando
las neuronas se cultivaron en presencia de ambos. Sin embargo, tanto la
NT-3 como la NT-4/5, por si solas, aumentaron significativamente la
expresion de DCX en un 20% en comparacion con la condicion control.
Estos efectos sobre la DCX no parecen ni sumatorios, ni sinérgicos con los
del 4cido oleico.
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Figura 18: Efecto de las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la expresion de la
doblecortina (DCX), en presencia y en ausencia de acido oleico, a las 24h de cultivo.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de 4cido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indican, las neuronas se incubaron también en presencia
de NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/ul. Las proteinas se extrajeron a
las 24 horas de cultivo. La expresion de la proteina DCX se determind por transferencia tipo Western,
tal y como se describe en Material y Métodos. Como control de carga se utilizo GAPDH. Las
peliculas se escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de analisis de imagen
NIH image. Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la banda de la condicion control y
son medias +£SEM de 5 experimentos. La significatividad de las diferencias respecto a los valores
obtenidos en ausencia del acido oleico se expresa como **p<0,01 y ***p<0,001 (¢ de Student).
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En la figura 19 se muestra la localizacion de la DCX a las 24 horas de
cultivo. Se observa que la fluorescencia correspondiente a la DCX se
encuentra localizada, fundamentalmente, en el cono de crecimiento y en las
neuritas. Ademas, también se puede observar que la intensidad de la
fluorescencia es mayor en presencia de acido oleico y de las neurotrofinas
NT-3 y NT-4/5, y marcandose, sobre todo, las terminaciones axdnicas,
mientras, que el BDNF, no tiene ningin efecto sobre la expresion y
localizacion de 1la DCX.
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Figura 19: Efecto de las neurotrofinas BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la localizaciéon de la
proteina DCX, en presencia y en ausencia de acido oleico a las 24h de cultivo.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indica, las células se incubaron también en presencia de
BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul 6 NT-4/5 50 ng/ul. A las 24h de cultivo, las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% (p/v) y, tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se determind
inmunocitoquimicamente la presencia de la DCX, tal y como se describe en Material y Métodos. Se
emplearon un anticuerpo primario policlonal contra DCX y un anticuerpo secundario conjugado con
Alexad88. Los nucleos se visualizaron con DAPI. Se tomaron fotografias con una camara digital
conectada al microscopio de fluorescencia, mostrando la DCX y los nucleos del mismo campo. La
barra de calibrado corresponde a 20 pum.
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En la figura 20 se observa el aumento de la expresion de la DCX en
presencia de acido oleico a las 48 horas de cultivo (aproximadamente
20%). Por otro lado, el NGF no produjo ninglin efecto sobre la expresion
de DCX, 1nhibiendo, incluso, el efecto del acido oleico cuando las neuronas
se cultivaron en presencia del NGF y el 4cido graso. Ademads, cuando las
neuronas se cultivaron en presencia de acido oleico y BDNF se observo un
aumento del 50% en la expresion de la DCX, lo que no se produjo cuando
las neuronas se cultivaron s6lo en presencia de BDNF. Por su parte, tanto la
NT-3 como la NT-4/5, por si solas, aumentaron un 20% la expresion de
DCX. Ademas, estos efectos fueron sumatorios al efecto del acido oleico
sobre la DCX.
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Figura 20: Efecto de las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la expresion de la
doblecortina (DCX), en presencia y en ausencia de acido oleico a las 48h de cultivo.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indican, las neuronas se incubaron también en presencia
de NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/ul. Las proteinas se extrajeron a
las 48 horas de cultivo. La expresion de la DCX se determind por transferencia tipo Western, tal y
como se describe en Material y Métodos. Como control de carga se utiliz6 GAPDH. Las peliculas se
escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de analisis de imagen NIH image.
Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la banda de la condicion control y son medias
+SEM de 5 experimentos. La significatividad de las diferencias frente a los valores obtenidos en
ausencia de acido oleico se expresa como **p<0,01 y ***p<0,001. La significatividad de las
diferencias respecto a los valores obtenidos en ausencia de las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y
NT-4/5 se expresan como #p<0,5 (¢ de Student).
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En la figura 21 se muestra la localizacion de la DCX a las 48 horas de
cultivo. La fluorescencia correspondiente a la DCX se encuentra localizada,
fundamentalmente, en el cono de crecimiento y en las neuritas. Se puede
observar que, en presencia de acido oleico, la intensidad de la fluorescencia
es mayor. Asi mismo, la presencia de NT-3 y NT-4/5 también aumenta la
intensidad de la fluorescencia. De hecho, la mayor intensidad de
fluorescencia se alcanza cuando las neuronas crecen en presencia de acido
oleico y NT-3 o NT-4/5. La presencia de NT-4/5 promueve un cambio en
la distribucion de DCX, que aparece punteada a lo largo de las neuritas.
Aunque el BDNF por si solo no produce ningin aumento en la intensidad
de la fluorescencia, si se observa un aumento de la fluorescencia en
presencia de BDNF y acido oleico.

+ Ac. oleico :

"control+ BDNF
-

conirel + NT-3 + Ac.oleico + NT-3

control + NT-4/5

Figura 21: Efecto de las neurotrofinas BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la localizacién de la DCX, en
presencia y en ausencia de dcido oleico, a las 48h de cultivo.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indica, las células se incubaron también en presencia de
BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul 6 NT-4/5 50 ng/ul. A las 48h de cultivo, las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% (p/v) y, tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se determind
inmunocitoquimicamente la presencia de la DCX, tal y como se describe en Material y Métodos. Se
emplearon un anticuerpo primario policlonal contra DCX y un anticuerpo secundario conjugado con
Alexad88. Los nucleos se visualizaron con DAPI. Se tomaron fotografias con una camara digital
conectada al microscopio de fluorescencia, mostrando la DCX y los nticleos del mismo campo. La
barra de calibrado corresponde a 20 pum.
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45. EFECTO DE LAS NEUROTROFINAS SOBRE LA
SINAPTOGENESIS PROMOVIDA POR EL ACIDO OLEICO

Recientemente se ha descrito que las neurotrofinas estan implicadas en la
regulacion de la expresion de las proteinas pre y post-sinapticas en las
neuronas bipolares del ganglio espinal (Flores-Otero y col.,, 2007).
Teniendo en cuenta esto y el efecto del &cido oleico sobre los distintos
marcadores pre y post-sindpticos, decidimos estudiar el posible efecto de
las neurotrofinas en la sinaptogénesis y su posible colaboracion con el
acido oleico.

4.5.1. Estudio del efecto de las neurotrofinas y del acido oleico
sobre la expresion y localizacion de la sinaptotagmina I

Para estudiar el efecto de las neurotrofinas y del acido oleico sobre la
expresion de la sinaptotagmina I, las neuronas se cultivaron en ausencia o
en presencia de acido oleico 50 uM, suplementando, en los casos que se
indique, con NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50
ng/ul. Al cabo de 24 6 48 horas de cultivo se extrajeron las proteinas y se

realizd una transferencia tipo Western, como se describe en Material y
Métodos.

Para estudiar el efecto de las neurotrofinas y del acido oleico sobre la
expresion y la localizacidon subcelular de la sinaptotagmina I, las neuronas
se cultivaron en ausencia o en presencia de acido oleico 50 uM,
suplementando, en los casos que se indique con NGF 100 ng/ul, BDNF 50
ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/ul. Al cabo de 24 6 48 horas de
cultivo las células se fijaron y, posteriormente, se realizd una
inmunocitoquimica como se describe en Material y Métodos.

En la figura 22 se observa como a las 24 horas de cultivo existe un aumento
del 20% de la expresion de la sinaptotagmina I en presencia de 4cido
oleico. Este aumento de expresion se encuentra inhibido por la adicion de
NGF o BDNF, los cuales no tienen efecto sobre la expresion de la proteina
en ausencia de acido oleico. Sin embargo, las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5
producen un aumento significativo de la expresion de la sinaptotagmina I
en ausencia del 4cido oleico (30% y del 70%, respectivamente). Este efecto
no es aditivo con el producido por el &cido oleico.
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Figura 22: Efecto de las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la expresion de la
sinaptotagmina I, en presencia y en ausencia de acido oleico a las 24h de cultivo.

Las neuronas se incubaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indican, las neuronas se incubaron también en presencia
de NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/ul. Las proteinas celulares se
extrajeron a las 24 horas de cultivo. La expresiéon de la sinaptotagmina I se determind por
transferencia tipo Western, tal y como se describe en Material y Métodos. Como control de carga se
utilizo GAPDH. Las peliculas se escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de
analisis de imagen NIH image. Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la banda de la
condicion control y son medias +SEM de 5 experimentos. La significatividad de las diferencias
respecto a los valores obtenidos en ausencia del acido oleico se expresa como **p<0,01 y
***p<0,001 (¢ de Student).

En la figura 23 se muestra la localizacion de la sinaptotagmina I a las 24
horas de cultivo. La fluorescencia correspondiente a la sinaptotagmina I se
encuentra localizada fundamentalmente en el cuerpo celular de las
neuronas, asi como en las neuritas. Se puede observar la existencia de un
aumento en la intensidad de la fluorescencia en presencia de acido oleico,
asi como en las neuronas que se encuentran suplementadas con las
neurotrofinas NT-3 y NT-4/5. Ni el NGF ni el BDNF producen ningtin
efecto sobre la expresion y la localizacion de la sinaptotagmina 1.
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Figura 23: Efecto de las neurotrofinas BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la localizaciéon de la
sinaptotagmina I, en presencia y en ausencia de acido oleico a las 24h de cultivo.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indica, las células se incubaron también en presencia de
NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/uA. A las 24h de cultivo las células
se fijaron con paraformaldehido al 4% (p/v) y, tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se
determind inmunocitoquimicamente la presencia de la sinaptotagmina, tal y como se describe en
Material y Métodos. Se emplearon un anticuerpo primario policlonal contra sinaptotagmina I y un
anticuerpo secundario conjugado con Cy3. Los nucleos se visualizaron con DAPI. Se tomaron
fotografias con una camara digital conectada al microscopio de fluorescencia, mostrando Ia
sinaptotagmina I y los nucleos del mismo campo. La barra de calibrado corresponde a 20 pm.

En la figura 24 se puede observar la expresion de sinaptotagmina I a las 48
horas de cultivo. Se observa un aumento de, aproximadamente, el 25% de
la expresion de la sinaptotagmina I en presencia de 4cido oleico. E1 NGF
no produjo ningln efecto sobre la expresion de la proteina, ni en ausencia
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ni en presencia de acido oleico. Tanto BDNF, como NT-3 y NT-4/5
produjeron un aumento significativo de la expresion de la sinaptotagmina I,
en ausencia de acido oleico, del 20%, 50% y 60%, respectivamente. Este
aumento de expresion no es aditivo con el efecto del 4cido oleico.

+HT-3 +HT-45

Figura 24: Efecto de las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la expresion de la
sinaptotagmina I, en presencia y en ausencia de acido oleico a las 48h de cultivo.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indican, las neuronas se incubaron también en presencia
de NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/ul. Las proteinas celulares se
extrajeron a las 48 horas de cultivo. La expresion de la sinaptotagmina I se determind por
transferencia tipo Western, tal y como se describe en Material y Métodos. Como control de carga se
utilizo GAPDH. Las peliculas se escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de
analisis de imagen NIH image. Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la banda de la
condicion control y son medias =SEM de 5 experimentos. La significatividad de las diferencias
respecto a los valores obtenidos en ausencia de 4cido oleico se expresa como *p<0,5 , **p<0,01 y
**%p<0,001 (¢ de Student).

En la figura 25 se muestra la localizacion de la sinaptotagmina I a las 48
horas de cultivo. La fluorescencia correspondiente a la sinaptotagmina I se
encuentra localizada, fundamentalmente, en el cuerpo celular de las
neuronas, asi como en las neuritas. Se puede observar un aumento de la
intensidad en la fluorescencia en presencia de acido oleico, asi como en las
neuronas que se encuentran suplementadas con las neurotrofinas NT-3 y
NT-4/5. En los casos en los que la fluorescencia es mayor, se pueden
observar muy bien las prolongaciones neuronales.
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Figura 25: Efecto de las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la localizacion de la
sinaptotagmina I, en presencia y en ausencia de acido oleico a las 48h de cultivo.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indica, las células se incubaron también en presencia de
NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/pul, NT-3 50 ng/ul 6 NT-4/5 50 ng/pl. A las 48h de cultivo, las células
se fijaron con paraformaldehido al 4% (p/v) y, tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se
determind inmunocitoquimicamente la presencia de la sinaptotagmina I, tal y como se describe en
Material y Métodos. Se emplearon un anticuerpo primario policlonal contra sinaptotagmina I y un
anticuerpo secundario conjugado con Cy3. Los niicleos se visualizaron con DAPI. Se tomaron
fotografias con una camara digital conectada al microscopio de fluorescencia, mostrando la
sinaptotagmina I y los nucleos del mismo campo. La barra de calibrado corresponde a 20 pm.

102



4.5.2. Estudio del efecto de las neurotrofinas y del acido oleico
sobre la expresion y localizacion del receptor de glutamato, en sus
isoformas 2 y 3, (GluR-2/3)

Para estudiar el efecto de las neurotrofinas y del acido oleico sobre la
expresion del receptor de glutamato GluR-2/3, las neuronas se cultivaron
en ausencia o en presencia de acido oleico 50 uM, suplementando en los
casos que se indique, con NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o
NT-4/5 50 ng/ul. Al cabo de 24 6 48 horas de cultivo se extrajeron las
proteinas y se realizd una transferencia tipo Western, como se describe en
Material y Métodos.

Para estudiar el efecto de las neurotrofinas y del acido oleico sobre la
expresion y la localizacion subcelular del receptor GluR-2/3, las neuronas
se cultivaron en ausencia o en presencia de acido oleico 50 uM,
suplementando, en los casos que se indique, con NGF 100 ng/ul, BDNF 50
ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/ul. Al cabo de 24 6 48 horas de
cultivo las células se fijaron y, posteriormente, se realizd una
inmunocitoquimica, como se describe en Material y Métodos.

A las 24 horas de cultivo (figura 26) se puede observar el aumento de,
aproximadamente, el 40% en la expresion del receptor GluR-2/3, en
presencia de acido oleico. Las neurotrofinas NGF y BDNF no produjeron
ninguna modificacion significativa ni en ausencia ni en presencia de acido
oleico. Sin embargo, las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 producen un
aumento significativo sobre la expresion del GluR-2/3 del 40% y del 20%,
respectivamente, no siendo este efecto aditivo al producido por el acido
oleico.

La figura 27 muestra la localizacion de GluR-2/3 a las 24 horas de cultivo.
La fluorescencia correspondiente al GluR-2/3 se encuentra localizada
fundamentalmente en las neuritas. Se puede observar un aumento de la
intensidad en la fluorescencia en presencia de 4acido oleico, asi como en las
neuronas que se encuentran suplementadas con las neurotrofinas NT-3 y
NT-4/5. Cuando la intensidad de la fluorescencia es mayor podemos
observar también, mucho mas nitidas, las neuritas.
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Figura 26: Efecto de las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la expresion del
receptor de glutamato en sus isoformas 2 y 3 (GluR-2/3), en presencia y en ausencia de acido
oleico, a las 24h de cultivo.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de 4cido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indican, las neuronas se incubaron también en presencia
de NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/ul. Las proteinas se extrajeron 24
horas de cultivo. La expresion del GluR-2/3 se determind por transferencia tipo Western, tal y como
se describe en Material y Métodos. Como control de carga se utilizo GAPDH. Las peliculas se
escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de andlisis de imagen NIH image.
Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la banda de la condicién control y son medias
+SEM de 5 experimentos. La significatividad de las diferencias respecto a los valores obtenidos en
ausencia de acido oleico se expresa como *p<0,5 y **p<0,01. La significatividad de las diferencias
respecto a los valores obtenidos en ausencia de las distintas neurotrofinas se expresa como #p<0,5 (¢
de Student).
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Figura 27: Efecto de las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la localizacion del
receptor GluR-2/3, en presencia y en ausencia de acido oleico, a las 24h de cultivo.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indica, las células se incubaron también en presencia de
NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/ul. A las 24h de cultivo, las células
se fijaron con paraformaldehido al 4% (p/v) y, tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se
determiné inmunocitoquimicamente la presencia de GluR-2/3, tal y como se describe en Material y
Métodos. Se emplearon un anticuerpo primario policlonal contra GluR-2/3 y un anticuerpo
secundario conjugado con Cy3. Los nucleos se visualizaron con DAPI. Se tomaron fotografias con
una camara digital conectada al microscopio de fluorescencia, mostrando el GluR-2/3 y los nucleos
del mismo campo. La barra de calibrado corresponde a 20 um.

A las 48 horas de cultivo (figura 28) se observa un aumento de,
aproximadamente, el 20% en la expresion de GluR-2/3, en presencia de
acido oleico. El NGF no produce ningin aumento de la expresion de la
proteina, inhibiendo, incluso, el efecto del 4cido oleico. Por otro lado, tanto
BDNF como NT-3 y NT-4/5, producen un aumento significativo de la
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expresion del GluR-2/3, del 30%, 10% y 40%, respectivamente. Este
aumento no es aditivo con respecto al del 4cido oleico.
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Figura 28: Efecto de las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la expresion del
receptor de glutamato en sus isoformas 2 y 3 (GluR-2/3), en presencia y en ausencia de acido
oleico, a las 48h de cultivo.

Las neuronas se cultivaron en medio definido en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indican, las neuronas se incubaron también en presencia
de NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/pul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/ul. Las proteinas celulares se
extrajeron a las 48 horas de cultivo. La expresion de GluR-2/3 se determind por transferencia tipo
Western, tal y como se describe en Material y Métodos. Como control de carga se utilizo6 GAPDH.
Las peliculas se escanearon y se cuantificaron las bandas utilizando el programa de analisis de
imagen NIH image. Los resultados se expresan como porcentaje respecto a la banda de la condicion
control y son medias +SEM de 5 experimentos. La significatividad de las diferencias respecto a los
valores obtenidos en ausencia de acido oleico se expresa como *p<0,5 , **p<0,01 y ***p<0,001 (¢ de
Student).

La figura 29 muestra la localizacion de GluR-2/3 a las 48 horas de cultivo.
Como puede observarse, la fluorescencia correspondiente al GluR-2/3 se
encuentra localizada fundamentalmente en las neuritas. Se puede observar,
asimismo, un aumento de la intensidad en la fluorescencia en presencia de
acido oleico, asi como en las neuronas que se encuentran suplementadas
con las neurotrofinas BDNF, NT-3 y NT-4/5.
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Figura 29: Efecto de las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la localizacion del
receptor GluR-2/3, en presencia y en ausencia de acido oleico, a las 48h de cultivo.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indica, las células se incubaron también en presencia de
NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/pl. A las 48h de cultivo, las células
se fijaron con paraformaldehido al 4% (p/v) y, tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se
determind inmunocitoquimicamente la presencia de GluR-2/3, tal y como se describe en Material y
Métodos. Se emplearon un anticuerpo primario policlonal contra GluR-2/3 y un anticuerpo
secundario conjugado con Cy3. Los nucleos se visualizaron con DAPI. Se tomaron fotografias con
una camara digital conectada al microscopio de fluorescencia, mostrando el GluR-2/3 y los nucleos
del mismo campo. La barra de calibrado corresponde a 20 um.
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4.5.3. Estudio del efecto de las neurotrofinas y del acido oleico
sobre la formacion de sinapsis

Para estudiar la posible funcionalidad de las proteinas sinapticas expresadas
por las células en cultivo y el efecto de las neurotrofinas y el acido oleico,
estudiamos la formacion de los denominados “puntos individuales de
sinapsis”, estudiando la colocalizacion de las proteinas sinaptotagmina I y
PSD-95  (marcadores pre y  post-sinapticos, respectivamente)
(Christopherson y col., 2005). Las neuronas se cultivaron en ausencia o en
presencia de acido oleico 50 uM, suplementando, en los casos que se
indique, con NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50
ng/ul. Al cabo de 72 horas de cultivo las células se fijaron vy,
posteriormente, se realizdO una inmunocitoquimica, como se describe en
Material y Métodos.

En la figura 30 se puede observar que en presencia de las neurotrofinas NT-
3 y NT-4/5, existe un aumento de la expresion de sinaptotagmina I (K y N).
Se observa, asimismo, que los puntos de fluorescencia correspondientes a
las dos proteinas se encuentran mas cercanos, llegando incluso a aparecer
colocalizacion (L y O; Amarillo), mientras que ni NGF ni BNDF presentan
ningln efecto.

En la figura 31 se puede observar que el acido oleico aumenta
significativamente la expresion de sinaptotagmina I (E) y PSD-95 (D).
Ademas, se observa un aumento de la colocalizacion (amarillo) cuando se
suplementan las neuronas con las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-
4/5 (I, L, Oy R).

En la figura 32 se muestran, de forma ampliada, las figuras 30 y 31, en las
cuales la colocalizacion (amarillo) es mayor. Se puede observar que el
numero de puntos amarillos (colocalizacién) aumenta significativamente en
presencia de NT-3 (B) y NT-4/5 (C), en comparacidon con la situacion
control (A). Ademas, también se puede observar que los puntos amarillos
(colocalizacidn), correspondientes a los “puntos individuales de sinapsis”,
aumentan significativamente en presencia de 4cido oleico y las
neurotrofinas BDNF (E), NT-3 (F) y NT-4/5 (G). La colocalizacion
aparece, sobre todo, en los axones.
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Figura 30: Efecto de las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5 sobre la colocalizacion de
los marcadores de sinapsis, sinaptotagmina y PSD-95.

Las neuronas se cultivaron en medio definido (control), y se incubaron en presencia de NGF 100
ng/ul, BDNF 50 ng/pl, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/ul. A las 72 horas de cultivo las células se
fijaron con paraformaldehido al 4% (p/v) y, tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se
determind inmunocitoquimicamente la presencia del PSD-95 y de sinaptotagmina I, tal y como se
describe en Material y Métodos. Se emplearon un anticuerpo primario monoclonal contra PSD-95, un
anticuerpo primario policlonal contra sinaptotagmina I, un anticuerpo secundario monoclonal
Alexa488 y un anticuerpo secundario policlonal conjugado con Cy3. Los nucleos se visualizaron con
DAPI. Las imédgenes se obtuvieron utilizando un microscopio confocal, mostrando el PSD-95, la
sinaptotagmina I y los nucleos del mismo campo. La barra de calibrado corresponde a 10 pum.
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Figura 31: Efecto del acido oleico y las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5, sobre la
colocalizacion de los marcadores de sinapsis, sinaptotagmina I y PSD-95.

Las neuronas se cultivaron en medio definido, en ausencia (control) o en presencia de acido oleico 50
UM (+Ac. oleico). En las condiciones que se indica, las células se incubaron también en presencia de
NGF 100 ng/ul, BDNF 50 ng/ul, NT-3 50 ng/ul o NT-4/5 50 ng/ul. . A las 72h de cultivo las células
se fijaron con paraformaldehido al 4% (p/v) y, tras ser permeabilizadas con metanol a -20°C, se
determind inmunocitoquimicamente la presencia del PSD-95 y de sinaptotagmina I, tal y como se
describe en Material y Métodos. Se emplearon un anticuerpo primario monoclonal contra PSD-95, un
anticuerpo primario policlonal contra sinaptotagmina I, un anticuerpo secundario monoclonal
conjugada con Alexa488 y un anticuerpo secundario policlonal conjugado con Cy3. Los nucleos se
visualizaron con DAPI. Las imdgenes se obtuvieron utilizando un microscopio confocal, mostrando
el PSD-95, la sinaptotagmina I y los nucleos del mismo campo. La barra de calibrado corresponde a
10 um.
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Figura 32: Amplificacion de la
figura 30 (C, L' Y O) y de la
figura 31 (F,L, O Y R).
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5. DiSCVSiON

En el cerebro adulto, las vias nerviosas son fijas e
inmutables, todo puede morir, nada puede regenerarse.
Santiago Ramon y Cajal (1928)






5.1. MECANISMO DE ACCION DEL ACIDO OLEICO

Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que los
astrocitos sintetizan y liberan 4cido oleico que, una vez captado por las
neuronas, promueve la diferenciacion neuritica (Tabernero y col.,
2001;Tabernero y col., 2002). En este sentido, el 4cido oleico promueve la
agregacion de las neuronas en grupos que emiten axones y dendritas,
formando una red celular similar a la materia blanca y la materia gris del
Sistema Nervioso Central (ver esquema 22) (Tabernero y col., 2001). Esta
diferenciacion, promovida por el &cido oleico, también se detecta a nivel
molecular por el aumento de la sintesis de proteinas marcadoras del
crecimiento axonal y dendritico, tales como la proteina asociada al
crecimiento, GAP-43 (Tabernero y col., 2001), y la proteina asociada a los
microtubulos, MAP-2, respectivamente (Rodriguez-Rodriguez y col.,
2004). Es necesario resaltar que ambas proteinas, GAP-43 y MAP-2, son
especificas del desarrollo neuronal, puesto que su expresion queda muy
reducida durante la vida adulta. De hecho, la GAP-43 sirve de andamiaje
para la construccion de los axones, desapareciendo una vez que finaliza el
desarrollo del Sistema Nervioso (Benowitz y Routtenberg,
1997;0estreicher y col., 1997). La MAP-2 parece cumplir un papel similar
en la construccion de las dendritas, al permitir la estabilizaciéon de los
microtibulos durante su ensamblaje. Posteriormente, la MAP-2 es
sustituida por otras proteinas de la misma familia que se encargaran, a largo
plazo, de la estabilidad de los microtubulos (Sanchez y col., 2000).

i
ST St
(L’ P e

PN e LR O LR

4 2 i Ve : G ; o
L s o n e B e

Esquema 22: El acido oleico produce el agrupamiento de las neuronas por los
somas, emitiendo de forma radial los axones.

La region promotora de la GAP-43 estd formada por 7 cajas E (E1 a E7),
organizadas en 2 grupos, un grupo distal (E3 a E7) y un grupo proximal
(E1 y E2), de forma que su expresion esta regulada directamente por los
factores de transcripcion bHLH (Chiaramello y col., 1996). En este sentido,
se ha descrito que uno de los factores de transcripcion de la familia bHLH,
el Nex-1, esta implicado en la expresion tanto de la GAP-43, como de la



MAP-2 (Uittenbogaard y Chiaramello, 2005). Asimismo, el acido oleico
aumenta la expresion de NeuroD2, un factor de transcripcion perteneciente
también a la familia bHLH. Por todo ello decidimos estudiar la posible
implicacion de estos factores de transcripcion (NeuroD1, NeuroD2 y Nex-
1) en el efecto neurotrofico del acido oleico.

Como muestra la figura 4, el 4cido oleico no produce ningtin efecto sobre
la expresion del factor de transcripcion NeuroD1. Sin embargo, se puede
observar que el acido oleico aumenta significativamente la expresion del
factor de transcripcion NeuroD?2 (figura 5). Esto concuerda con el hecho de
que el NeuroD2 actia sobre el promotor de la GAP-43, produciendo su
activacion, mientras que el NeuroD1 no presenta ningin efecto sobre el
mencionado promotor (McCormick y col., 1996). Ademads, hay que tener
en cuenta que estos factores de transcripcion estan regulados no solo por
ellos mismos, sino también por el factor de transcripcion Nex-1. En este
sentido, nuestros resultados indican (figura 6) que el 4cido oleico aumenta
la expresion del mRNA de Nex-1 a tiempos cortos, lo que sugiere que esta
implicado en la ruta de senalizacion del acido oleico. Posiblemente el Nex-
1 esta situado antes que el NeuroD2 en la ruta de sefializacion, puesto que
el efecto del acido oleico sobre Nex-1 se produce a tiempos mas cortos que
sobre el NeuroD?2.

5.2. EFECTO DEL ACIDO OLEICO SOBRE LA MIGRACION Y LA
FORMACION DE SINAPSIS

Teniendo en cuenta que el acido oleico promueve la agregacion de las
neuronas en grupos, los cuales emiten axones y dendritas que forman una
red celular similar a la materia blanca y gris del sistema nervioso central
(ver esquema 22) (Tabernero y col., 2001), decidimos estudiar el posible
mecanismo del acido oleico sobre la migracion de las neuronas. Para ello
hemos estudiado un marcador especifico de la migracion neuronal, la
doblecortina (DCX). La DCX es una proteina asociada a los microtibulos,
que se encuentra ampliamente expresada en neuronas en migracion
(Gleeson y col., 1999). Ademas, estd regida por los factores de
transcripcion bHLH antes mencionados (Ge y col., 2006).

En este sentido, nuestros resultados indican (figuras 9 y 10) que la
presencia de 4cido oleico produce la agrupaciéon de las neuronas, a la vez
que se observa un aumento significativo en la expresion de la DCX. Este
hecho sugiere que el acido oleico no so6lo actia como factor neurotrofico
produciendo la diferenciacion de axones y dendritas, sino que también esta



implicado en los procesos de migracion neuronal, posiblemente a través de
los factores de transcripcion de la familia NeuroD.

Por otro lado, y dado que el 4cido oleico esta implicado en el crecimiento
de los axones y dendritas, decidimos estudiar si el acido oleico inducia la
formacion de la sinapsis. Utilizamos tres marcadores sindpticos: el PSD-95
y el GluR-2/3 como marcadores post-sindpticos, y la sinaptotagmina I
como marcador pre-sindptico. La sinaptotagmina I (ver apartado 1.1.1.5.3)
es un sensor del 16n calcio, localizada en la sinapsis con objeto de regular la
liberacidén de neurotransmisores (Koh y Bellen, 2003).

En este sentido, nuestros resultados indican (ver figuras 11 y 12) que el
acido oleico produce un aumento de la expresion de la sinaptotagmina 1.
Estos resultados sugieren que el acido oleico promueve la sintesis de
sinaptotagmina I con objeto de colaborar en la formacion de las estructuras
pre-sinapticas.

Basandonos en que los receptores de glutamato (GluR) median la mayoria
de las neurotransmisiones rapidas excitatorias en el cerebro de los
mamiferos y, por lo tanto, estd localizado en la mayoria de las sinapsis (ver
apartado 1.1.1.5.4), decidimos estudiar la posible implicacion del 4cido
oleico en la expresion y localizacion del receptor GluR-2/3 como uno de
los marcadores especificos post-sinapticos.

Por otro lado, el PSD-5 es un miembro de la superfamilia de proteinas
asociadas a membrana (ver apartado 1.1.1.5.5), que actian como
controladores de la funcion de la sinapsis excitatorias (Beique y col., 2006).
Ademads, el PSD-95 interacciona con vesiculas que contienen proteinas
destinadas a la membrana post-sinaptica, lo que hace de él un buen
marcador post-sinaptico (Groc y Choquet, 2006).

En este sentido, nuestros resultados indican que la presencia del 4cido
oleico aumenta la expresion tanto de GluR-2/3 (figuras 13 y 14), como de
PSD-95 (figura 15), lo que sugiere que el acido oleico media en la
formacion de las estructuras post-sindpticas.

Teniendo en cuenta que el 4cido oleico puede estar implicado no sélo en el
aumento de la expresion de las proteinas marcadoras de sinapsis, sino que
también puede estar actuando como mediador en la formacién de la propia
sinapsis, decidimos estudiar la posible colocalizacion de la sinaptotagmina
I y el PSD-95. Basandonos en los estudios de Christopherson y col.
(Christopherson 'y col., 2005), consideramos que en la doble



inmunocitoquimica para sinaptotagmina I y PSD-95, los puntos amarillos
de colocalizacién, denominados “puntos individuales de sinapsis”,
corresponden con sitios de sinapsis funcional simple. En este sentido,
nuestros resultados indican (figuras 16 y 17) que el acido oleico produce un
aumento del namero de puntos amarillos, indicando la posible
colocalizacion de la sinaptotagmina [ y el PSD-95 inducida por el 4cido
oleico. De ser asi, el 4acido oleico no so6lo promueve la formacion de las
estructuras pre y post-sindpticas sino que indica la aproximacion de ambas
estructuras en el espacio.

Es necesario mencionar que el factor de transcripcion Nex-1 induce la
expresion del PSD-95, asi como de otras proteinas implicadas en la
liberacion de neurotransmisores, tales como son la sinaptotagmina VII
(Uittenbogaard y Chiaramello, 2004). En este sentido, podria sugerirse que
el acido oleico actua sobre la sinaptogénesis aumentando la expresion de

las proteinas pre y post-sinapticas, a través del factor de transcripcion Nex-
.

5.3. INFLUENCIA DE LAS NEUROTROFINAS SOBRE LOS
EFECTOS DEL ACIDO OLEICO

En experimentos previos de nuestro laboratorio (ver apartado 1.2.3)
comprobamos que el acido oleico muestra un efecto sinérgico con las
neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 sobre la expresion de GAP-43 (Granda y col.,
2003). Las neurotrofinas son factores neurotroficos (ver apartado 1.2.1)
muy importantes en el desarrollo del Sistema Nervioso (Castellanos-Ortega
y col., 1999). En este sentido, las neurotrofinas estan implicadas en la
neurogénesis, migracion neuronal, crecimiento de axones y dendritas,
sinaptogénesis, mielinizacion, expresion fenotipica de neurotransmisores y
en la apoptosis (Snider, 1994;Chan y col., 2001). Ademas, recientemente se
ha descrito que las neurotrofinas juegan un importante papel en la
regulacion de proteinas pre y post-sindpticas, al menos en las neuronas
bipolares del ganglio espinal (Flores-Otero y col., 2007).

Segun se ha descrito, (Medina y col., 2004;Calella y col., 2007), las vias de
sefalizacion de las neurotrofinas y la de los factores de transcripcion de la
familia NeuroD estan relacionadas entre si. Asi mismo, las neurotrofinas
estimulan la diferenciacion neuronal por alteracion del balance de
expresion de los factores de transcripcion bHLH (Ito y col., 2003). Por otro
lado, Liu y col. (Liu y col.,, 2004) han descrito que el factor de
transcripcion NeuroD1 se une al promotor del receptor de las neurotrofinas
TrkB, aumentando su expresion. Basandonos en estos resultados,



decidimos estudiar la posible implicacion del factor de transcripcion
NeuroD1 en el efecto sinérgico del acido oleico con las neurotrofinas NT-3
y NT-4/5 sobre la expresion de GAP-43.

Nuestros resultados indican que, tanto el 4cido oleico como las
neurotrofinas NT-3 y NT-4/5, no tienen por si solos ningn efecto sobre la
expresion del NeuroD1 (figuras 4 y 7). Sin embargo, el 4cido oleico y las
neurotrofinas NT-3 y NT-4/5, conjuntamente, ejercen un claro efecto sobre
la expresion del NeuroD1. Sin embargo, las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5
(figura 8) no producen ninglin efecto, ni solas ni en presencia de acido
oleico, sobre la expresion del NeuroD2. Todo esto parece indicar, por
consiguiente, que es el factor de transcripcion NeuroD1, y no el NeuroD2,
el que esta implicado en el efecto sinérgico del acido oleico y las
neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 sobre la expresion de la GAP-43. En este
sentido, el NeuroD2 estaria implicado en el mecanismo de accion del acido
oleico, pero no en el de las neurotrofinas.

Teniendo en cuenta la interaccion del acido oleico y las neurotrofinas a
través de los NeuroDl y NeuroD2, decidimos estudiar la posible
implicacion de las neurotrofinas y el acido oleico en la migracidon neuronal.
Nuestros resultados indican (figuras 18, 19, 20 y 21) que las neurotrofinas
NT-3 y NT-4/5 tienen un efecto individual directo sobre la doblecortina
(DCX). Ademaés, se observa que el efecto del acido oleico sobre la
expresion de la DCX es sumatorio con respecto al de las neurotrofinas, lo
que sugiere que el acido oleico y las neurotrofinas actiian por distintas vias.
Por consiguiente, se puede sugerir que el acido oleico colabora con las
neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 en el proceso de migracidon neuronal.

Por otro lado, es sobradamente conocido que las neurotrofinas regulan la
plasticidad neuronal y el desarrollo de las sinapsis, asi como la propia
transmision sindptica, aunque su mecanismo de accion no es del todo
conocido (Thoenen, 1995;Narisawa-Saito y col., 1999). Asi pues, nuestro
siguiente objetivo fue estudiar la posible interaccion entre el acido oleico y
las neurotrofinas en la expresion de las proteinas marcadoras de sinapsis:
GluR-2/3, sinaptotagmina [ y PSD-95.

En este sentido, nuestros resultados muestran (figuras 22, 23, 24 y 25) que
las neurotrofinas BDNF, NT-3 y NT-4/5 aumentan, al igual que el acido
oleico, la expresion de sinaptotagmina I. Sin embargo, el efecto de las
neuorotrofinas y del 4cido oleico no es sumatorio.



La NT-3 y la NT-4/5 (figuras 26, 27, 28, 29 y 30), por si solas, producen un
aumento de la expresion del receptor de glutamato GluR-2/3, siendo este
efecto muy similar al que produce el acido oleico. Sin embargo, cuando el
acido oleico y las neurotrofinas se afiaden juntos, no se produce ningin
efecto sumatorio, lo que indica que las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 y el
acido oleico actian a través de una misma via.

Por ultimo, basdndonos en nuestros resultados, que parecian indicar que el
acido oleico no solo estaba implicado en el aumento de la expresion de las
proteinas marcadoras de sinapsis, sino que también actuaba como mediador
en la formacion de la propia sinapsis (figura 16 y 17), decidimos estudiar la
posible relacion entre el 4cido oleico y las neurotrofinas en la formacion de
sitios de sinapsis funcional simple.

En la figura 30 podemos comprobar como las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5
por si solas, producen un aumento del nimero de puntos amarillos de
colocalizacion, sobre todo en los axones. Asi mismo, en la figura 31 se
muestra un aumento de los puntos amarillos de colocalizacion en las
neuronas tratadas con acido oleico, asi como cuando las neuronas son
suplementadas, ademas, con neurotrofinas. En la figura 32 podemos ver, de
forma mas ampliada, esos puntos amarillos de colocalizacion localizados
en los axones, en las condiciones donde parece aumentar esa sinapsis
funcional simple. Sin embargo, no se observan efectos sumatorios entre el
acido oleico y las neurotrofinas, lo que sugiere que ambos efectos siguen la
misma via de transduccidn. Por consiguiente, podemos afirmar que tanto la
NT-3, como la NT-4/5, como el 4cido oleico, producen un aumento de la
expresion de las proteinas marcadoras de sinapsis, GIluR-2/3 vy
sinaptotagmina, asi como su colocalizacion. Sin embargo, los efectos de las
neurotrofinas y el &cido oleico siguen el mismo camino, lo que sugiere que
del 4cido oleico y el de las neurotrofinas sobre la formacion de sinapsis no
coinciden en un mismo tiempo de desarrollo del Sistema Nervioso (ver
tabla 1).

En resumen, podemos afirmar que los efectos del &cido oleico sobre las
proteinas marcadoras de la migracion neuronal y de la formacién de
sinapsis, son muy similares a los efectos producidos por factores
neurotréficos ampliamente reconocidos, como son las neurotrofinas BDNF,
NT-3 y NT-4/5, lo que corrobora la hipotesis de que el acido oleico es un
factor neurotrofico. Asi mismo, la interaccion entre el acido oleico y las
neurotrofinas es evidente, aunque sus efectos varian siendo sinérgicos, en
el caso del efecto sobre la GAP-43 y el NeuroD1, o sumatorio como en el
caso de la DCX, o a través de la misma via, en el caso de la sinaptogénesis.



control  + Ac. + + + + + " + n
oleico NGF NGF  BDNF BDNF  NT- NT- NT-  NT-
+ Ac. + Ac. 3 4/5  4/5+
oleico oleico 3 + Ac.
Ac. oleico
olei
co
DCX 100% ook ok ok ok sk kkk skoksk
Sinapto-  100% * %k * * * %k * %k k% kkk kokek
tagmina
I
%k ok * * * *

GluR-2/3  100%  ***

Tabla 1: Resumen del efecto del acido oleico y las neurotrofinas sobre la expresion de DCX,
GluR-2/3 y sinaptotagmina I.







6. CONCLVSIONES
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El 4cido oleico aumenta la expresion de los factores de transcripcion
neurogénicos Nex-1 y NeuroD2, lo que sugiere que el acido oleico
induce la diferenciacion neuronal a través de estos factores de
transcripcion.

El &cido oleico y las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5, producen un
aumento sinérgico de la expresion del factor de transcripcion
NeuroD1. Dado que el 4cido oleico no muestra ningiin efecto sobre la
expresion de los receptores Trks de las neurotrofinas, se puede
concluir que el efecto sinérgico encontrado entre el acido oleico y las
neurotrofinas NT-3 y NT-4/5 sobre la diferenciacion neuronal estaria
mediado por el factor de transcripcion NeuroD1.

El acido oleico aumenta la expresion de la proteina marcadora de la
migracion neuronal doblecortina (DCX), de forma similar a como lo
hacen las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5, lo que sugiere que el acido
oleico regula alguno de los procesos de migracidon neuronal

El 4cido oleico aumenta la expresion de las proteinas marcadoras de
sinapsis sinaptotagmina, GluR-2/3 y PSD-95. Este efecto es similar al
observado con las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5.

El &cido oleico, al igual que las neurotrofinas NT-3 y NT-4/5,
promueve la colocalizacion de la sinaptotagmina I, marcadora
presinaptica, y del PSD-95, marcadora postsinaptica. Por lo tanto, el
acido oleico aumenta el nimero de “puntos individuales de sinapsis”,
lo que indica la formacion de las sinapsis.

CONCLUSION FINAL: Los resultados presentados en esta memoria
nos permiten concluir que el efecto neurotrofico del acido oleico no solo
incluye el crecimiento dendritico y axonal, sino que al igual que las
neurotrofinas, participa en otras etapas criticas en el desarrollo del SNC
tales como la migracion neuronal y la formacion de las sinapsis.
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Portada: Inmunocitoquimica de PSD-
95 visualizada con Alexa-488 y de
sinaptotagmina [ visualizada con
Cy3, en cultivo primario de
neuronas a las 72h
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DCX visualizada con Alexa-488,
en cultivo primario de neuronas a
las 24h



