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Estudio del papel de las palmitoil-proteinas en la regeaedn del sistema
nervioso, la importancia de la palmitoilacion y la ubicaci a dominios lipidicos de la
membrana en su funcion

La S-palmitoilacion ha sido propuesta de tener un papabidmental en la
asociacion de proteinas citoplasmaticas con la membrsnastro objetivo fue evaluar el
papel de la S-palmitoilacién en la transduccion de sefafeseuronas, en tres modelos
de investigacion: (i) el aislamiento de dominios membl@s resistentes a la
solubilizacién con detergentes (DRMs) de sinaptosoma=dro de la rata adulta, (ii)
la asociacion a membranas artificiales de una proteinaaral palmitoilada vy (iii) una
vision funcional de la expresion de proteinas palmitoilaalat® un estimulo fisiolégico.
En el primer modelo de DRMs pudimos ver con el tratatoieon la proteasa trombina y
dibutirii  AMPc la translocacion de ciertas palmitoil-proteinasa  DRMSs.
Complementariamente en el modelo de liposomas estudiarassciacion de la proteina
neuronal GAP-43 palmitoilada 6 no a las membranas aidifés de distinta composicion.
Nuestros resultados nos llevaron a proponer que enté&accion de la proteina GAP-43
con la membrana es influenciada por efectos electrosttieara analizar la influencia
del extremo amino terminal en la asociacion de GAPi#d3Jalmitoilar a la membrana
abordamos la técnica de resonancia paramagnética elecadé(EPR). No pudimos
observar diferencias estructurales en la proteina asizisa los liposomas en
comparacion con la proteina libre mediante esta técnicaalRiente para poner la S-
palmitoilacién en un contexto funcional, analizamos la esiprey compartimentalizacion
subcelular de varias palmitoil-proteinas durante la imguty regeneracion neuronal,
trabajando con un modelo de axotomia unilateral deVioeciatico en ratas adultas.
Entre las proteinas analizadas la expresion de la pratgirinasa lyn mostré un aumento
significativo en la rama periférica pero no central ante el esibnde la lesion del nervio
ciatico. Como conclusion general de nuestros resultaddemos decir que las proteinas
palmitoiladas estan involucradas activamente en procdaosimportantes como la
regeneracion neuronal y plasticidad singptica. En ururfuttrabajo y gracias a los
avances logrados en la técnica de deteccion de protgiahmitoiladas estaremos en
condiciones de analizar el estado de palmitoilacion deptageinas involucradas en la

regeneracion neuronal y durante la remodelacion singigialdgica y patologica.

S-palmitoilacién, DRMs, Liposomas, Regeneracion, Sitegpmas, GAP-43



Study of the role of palmitoil-proteins in the regenei@t of the nervous system
and the importance of the S-palmytoilation in the location intbe membrane lipids
domains for their function.

S-palmytolation has been proposed to have a major iolprotein-membrane
association. Our major objective was to evaluate the rolthefS-palmytoilation in the
neural intracellular signal transduction. We used threedmadal systems, (i) the isolation
and evaluation of detergent resistant membrane (DRM) danfaom adult rat brain
synaptosomes, (ii) the association with artificial membraofea palmytoil protein (iii)
and a functional vision of the palmytoil protein becausphyfsiological stimuli. The first
approach consisted in the isolation and evaluationdefergent resistant membrane
domains from adult rat brain synaptosomes. We saw thateh@ment with thrombin and
dibutiril cAMP translocated some palmytoil-proteins to DRMsmplementary we
measured the association of the neural GAP-43 S-pallaigd protein to artificial
membranes and to different lipid compositions in vitro. @sults led us to propose that
the interaction of the protein GAP-43 with the lipid membrais influenced by
electrostatics forces. We wanted to analyze the influentee@&mino terminal end in the
association of GAP-43 with the membrane .We used thel nesfenique Electron
Paramagnetic Resonance (EPR). No structural differenceoliaerved when the protein
was associated with membrane lipids or free. Additionaliypgua unilateral sciatic nerve
injury rat model, we analyzed the S-palmytolation of pnstex vivo during axonal injury
and regeneration. The protein lyn showed an incremettiarperipherals stream but not
in the central by the injury stimuli. Our general corstn was that the palmytoilated
proteins was involved actively in as important processeaeasonal regeneration and
synaptic plasticity. In the future work and thanks todatieances obtained in the technique
of palmytoil-protein detection we will be able to analyze tagef palmytoilation of the
proteins involved in neuronal regeneration and during finysiological and pathological

synaptic remodeling.

S-palmytoilation, DRMs, Liposomes, Regeneration, Siregumes, GAP-43
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Hipotesis general del trabajo

La S-palmitoilacion es una modificacién postraducdiate muchas proteinas
relacionadas con el crecimiento neuronal e influye enukicacion en dominios
membranales resistentes a detergentes (DRMs). Ademaémedificacion es dinamica
en estas proteinas y su tasa de palmitoilacion/depalnitoilse ve modificada ante
determinados estimulos celulares relacionados con @htgesto neuronal. Por lo que
nosotros planteamos que cuando en particular un dstewterno (como es una lesion
provocada en un nervio periférico, como el ciatic@vpca la expresion de proteinas
relacionadas con el crecimiento en el ganglio de lad@izal (DRG) y el transporte de
las mismas a las diferentes regiones anatomicas tacito laaaiz dorsal como hacia la

region periférica del nervio.

Hipotesis especificas

Hipotesis 1: La ubicacion en la membrana de proteinas que intewieen el
crecimiento neuronal varia ante estimulos externos erna#e translocando

diferencialmente a dominios resistentes a detergeriéd\s.

Hipotesis 2:La palmitoilacion de proteinas neuronales se ve infilaela ante estimulos
relacionados con el crecimiento neuronal, como NGFéngrowth factor), AMPc
(adenosina monofosfato ciclica), ion6foro de calcio (8873, Trombina o PMA (Forbol

12-miristato, 13-Acetato).

Hipotesis 3: La asociacion de la proteina GAP-43 a membranasirdkiénciada por
fuerzas electrostéticas de ciertas regiones bésicasirofdbicas de los palmitatos

cuando esta S-palmitoilada.

Hipotesis 4 La injuria neuronal producida por la lesion del nemititico modifica la
expresion de proteinas relacionadas con el crecimigniiséintas regiones como el

DRG, la raiz dorsal o el nervio ciatico.



Abreviaturas utilizadas

ABE: “Intercambio del grupo Acilo por Biotina” (Acyl BiotinXehange,).
a, : Separacion hiperfina isotrépica 0

AMPc: Adenosina Monofosfato Ciclica

ATP: Adenosina trifosfato

BSA: Albumina Sérica Bovina

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor

CoA: Coenzima A

Col: Colesterol

DMPC: Dimiristoilfosfatidilcolina

DPPC: Dipalmitoilfosfatidilcolina

DPPS: Dipalmitoilfosfatidilserina

DRG: Ganglio de la Raiz Dorsal

DRM: Fraccion de membrana resistente al deterg&ste(gent Resistant Membrgne
DTT: Ditiotreitol

EPR: Resonancia Paramagnética Electréfiiglactron Paramagnetic Resonance)
ER: Reticulo Endoplasmatico

ERGIC: Compartimiento Intermedio de ER-Golgi

FGF: Fibroblast Growth Factor

GPI: Glicosilfosfatidilinositol

IA: lodoacetamida

IGF-I: Insulin-like growth factor

Lc: Fase liquido desordenada o liquido cristalina

Lo : Fase liquido ordenada

LUVs: Vesiculas unilamelares granddsafge Unilamellar Vesiclgs
MT: Maleimido Tempo (4-maleimido-1-oxyl-2,2,6,6-tetrdiipgperidina)
NEM: N-etilmaleimida

NGF: Nerve Growth Factor.

NT: Neurotrofina.

N-terminal: Extremo amino terminal de las proteinas

NMR: Resonancia Magnética Nucld&tuclear MagneticRresonance)
NMT: N-miristoil transferasa

n-SASL: n-doxil-acido esteérico
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PC: Fosfatidilcolina

Pl (4,5) P.: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
PI: Fosfatidilinositol

PKA: Proteina kinasa A

PKC: Proteina kinasa C

PMA: Forbol 12-miristato, 13-Acetato
PS Fosfatidilserina

Sapp: Pardmetro de orden aparente
SDS: Dodesilsulfato s6dico

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida en condesadesnaturalizantes
SNC: Sistema nervioso central

SNP: Sistema nervioso periférico

TCA: Acido Tricloro Acético

TLC: Cromatografia en capa delgada
Twm: Temperatura de transicion

TX-100: Triton X-100

T ¢. Tiempo de correlacion rotacional

ZERD: Zona de entrada a la raiz dorsal
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Capitulo 1

Introduccion general



1.1. El sistema nervioso

El sistema nervioso de los vertebrados superiores@sle los mas complejos y
lleva a cabo funciones de intercambio de informacidtneelos distintas partes de un
individuo. El tejido nervioso estd compuesto basicameatedps tipos celulares: las
células nerviosas o neuronas y las células glialefiao (Burves et al., 2007). Las
neuronas son la unidad funcional del sistema nervipse a través de contactos
celulares denominados sinapsis, constituyen la cgepéd neuronal. La informacion
fluye a través de esta red para conectar regionegmnzotas como los miembros con el
cerebro y asi cumplir con sus funciones fisiologi¢asves et al., 2007).

En el sistema nervioso central (SNC) de los vertebri&osélulas gliales se
encuentran entre 10 y 50 veces mas abundantes queulasas. Los primeros trabajos
describian a la glia con funciones Unicamente de sgs&ta gradualmente se fueron
descubriendo nuevas e importantes funciones llevadasoapor este tipo celular. En la
actualidad se conocen una gran variedad de funciotedes como la reabsorcion de
neurotransmisores o la presentacion de antigenos @na® funciones que cumple la

glia dentro del sistema nervioso (Purves et al., 2007).

Anatomia del sistema nervioso

Desde un punto de vista anatémico estructural genesédteia nervioso de los
vertebrados superiores puede dividirse en dos coempes principales: uno central y
otro periférico. El sistema nervioso periférico (SNRgluye tanto las neuronas
sensitivas, que conectan el encéfalo con los reep®ensitivos de la periferia, asi
como las neuronas motoras, que conectan el ena&faltos musculos y gldndulas. Los
elementos del sistema periférico estdn dedicados adafumotora y se categorizan a
su vez en las divisiones somatica y autbnoma. La divsdmatica inerva los musculos
esqueléticos y la division autbnoma inerva los musdidos, el musculo cardiaco y las
glandulas (Purves et al., 2007).

Los componentes anatomicos principales del SNP sagaloglios y los nervios.
Los ganglios se definen como acumulaciones de caalpaélulas nerviosas junto con
células de sostén, y los nervios son haces de adene&ulas nerviosas y sus células de
sostén. Los axones sensitivos y los ganglios sensitigbsistema nervioso periférico
recogen informacion acerca de acontecimientos engarfcie del cuerpo (asi como
dentro de él) y transmiten la informacion al sistemaiasovcentral para ser procesada.

Los ganglios sensitivos se ubican adyacentes a la mesjuilzal (se denominan ganglios

13



de las raices dorsales) y al tronco encefalico (loglgende los nervios craneanos)
(Purves et al., 2007).

El sistema nervioso central (SNC) consta basicamerdesipartes el encéfalo y
la medula espinal. El encéfalo incluye: el bulbo rdqaj la protuberancia, el cerebelo,
el mesencéfalo, el diencéfalo y los hemisferios rates. Los hemisferios cerebrales
representan el 85% del peso del encéfalo. Ademasudimano otra caracteristica
significativa del encéfalo es su gran superficie altaenplegada. Estos plegamientos se
conocen como circunvoluciones, y los valles se dem@misurcos o si son muy
profundos cisuras. Toda la superficie plegada dedaosdferios comprende una céscara

laminada de neuronas y células de sostén denominattega@erebral (Purves et al.,

2007).

W.
____Cerchro Hemigterios Cerebrales, Diencéfalo, Cerebela, Sislonka
W Tronen Encefilico y Espina Dorsal. ¢ Hervioso
= Centml

____ Diencefalo

- Mcsencclaln
— Pormuberancia

<

~

Nervios Cervicales | ' . MOTORES
SISTERA SISTEMA Satari
h-'[!.'-'ﬂ'ﬂﬂ. v Mervinss
Meabt ey Perifiérien
Nervios Toracicos | N"""*"f‘
]
Nervios Lumbares Missiulo
Eaquultico

Mervios Sacros

Nervios coceigsns § Gl

Figura 1.1- Esquema del sistema nervioso central X&) y periférico (SNP). En el esquema de la
izquierda se ve la anatomia macroscopica del bz diencéfalo, mesencéfalo, protuberancia, aégu
espina dorsal. También podemos observar la ubicaigdos nervios del SNP. En el cuadro de la darseh
presenta un resumen los componentes del sistemi@mseicentral y periférico con sus interrelaciories.
sistema nervioso periférico puede dividirse enaaponentes: sensitivos los cuales son los enczsgiel
censar el medio ambiente interno y externo llevastoinformacion al SNC a través de ganglios deosit
y nervios. Los componentes motores son los encasgdel llevar a cabo las acciones a los mascubis dli
esquelético) procesadas por el sistema nerviogardtomada y adaptada del libro Neuroscience,eB3wev/
al, 2007.
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Otra parte importante del SNC es la medula espinaud se localiza en el
conducto raquideo de la columna vertebral. La medsfanal puede dividirse en las
regiones cervical, toracica, lumbar, sacra y coccigemnervios periféricos que inervan
la mayor parte del cuerpo surgen de la médula dspinao pares de nervios espinales
segmentarios. La informacion sensitiva transmitida psr dxones aferentes en los
nervios periféricos ingresa a la medula espinal a trazdasdaices dorsales, las 6rdenes
motoras transmitidas por los axones eferentes abamdamaedula espinal a través de
las raices ventrales. Una vez que las raices se loseaxones sensitivos y motores (con
algunas excepciones) viajan juntos en los nerviom&es segmentarios (Purves et al.,
2007).

En la especie humana la region cervical de la megspgaal da origen a ocho
nervios cervicales (C1-C8), la region toracica a docwio® toraxicos (T1-T12), la
region lumbar a cinco nervios lumbares (L1-L5),dgién sacra a cinco nervios sacros
(S1-S5) y la regién coccigea a un nervio coccigealoDgue la medula espinal es
considerablemente mas corta que la columna vertebsahdrvios lumbares y sacros
recorren cierta distancia en el conducto raquideo detsalir, formando la coleccién de
raices nerviosas una estructura conocida como alaaBdallo. La medula espinal
presenta ensanchamientos en ciertas zonas para acotaodantidad de células
nerviosas necesarias para procesar la informacidériortala a las extremidades
superiores e inferiores. El interior de la medularedpientral se encuentra organizado
en dos regiones muy diferentes denominadas sustgrnsig blanca. La sustancia gris
consta de células nerviosas y las porciones proxindaesis prolongaciones que estan
rodeadas de neuroglia. Los axones que ingresancartaza asi como los que la
abandonan, forman la sustancia blanca, que constinayeparte del tejido subcortical

de los hemisferios (Purves et al., 2007).

15



; I |

Axones que ascienden hacia
el bulbo raquideo en los
cordones posteriores

Asta Raiz
Corddn dorsal dopsal .
posterior — &= Meryio .
\ segmentario
N
Neurona sensitiva
del ganglio =
de la raiz dorsal y ordén
) / lateral
Desde
el receptor =
e Raiz
Ventral

Asta
ventral

Corddn
ventral

Hacia el

5 Cordén
misculo

Ventrolateral
( 0 anterolateral)

Neurona motora
en el asta ventral

£ 2001 Sinauer Associates, Inc.

Figura 1.2- Estructura interna de la medula espinal Diagrama de la estructura interna de la
médula espinal en el corte transversal, que muéstrosicion de los principales cordones de
sustancia blanca y otras caracteristicas. En a&zditaija la neurona sensitiva del ganglio de Ia rai
dorsal que comunica desde el receptor sensitivia Hacneurona motora en el asta ventral, inter-
neuronas o ascendiendo los axones hasta el bujbédem por el corddn posterior. En color rojo se
muestra la neurona motora y su recorrido hacialecolo. Figura tomada y modificada del libro
Neuroscience, Purves et al 2007 (Purves et al7)200

Las vias ascendentes de la sustancia blanca estanididadi en los cordones
dorsales (o posteriores), laterales y ventrales (o iargs)y, cada un de los cuales
contiene haces de axones relacionados con funcespesificas. Los cordones laterales
incluyen los axones que viajan desde la corteza @drplra hacer contacto con las
neuronas espinales motoras. Los cordones dorsalesnitan informacion sensitiva
ascendente desde los mecano-receptores somaticos gotdsnes ventrales (y
ventrolaterales) transmiten tanto informacion termoalgésiseendente como la
informacion motora descendente (Figura 1.2) (Purvak,&t007).

La sustancia gris de la medula espinal esta divididdagrastas dorsales y
ventrales (o0 posteriores y anteriores). Las neurorlaastie dorsal reciben informacion
sensitiva que ingresa a la medula espinal a travéasdeices dorsales de los nervios
espinales. El asta ventral contiene los cuerpos cefulde las neuronas motoras que

envian axones a través de las raices ventrales paragesobre los masculos estriados.

16



Para resumir la organizacion de la medula espinalnanregla general podemos decir
que las neuronas que procesan la informacion semsi# localizan dorsalmente,
mientras que las neuronas que procesan la informaciotoran se localizan

ventralmente. Las neuronas preganglionares del sister@mso autonomo se localizan

en una zona intermedia entre las astas dorsales pbesntiPurves et al., 2007).

Las neuronas

Las neuronas son células nerviosas muy especializadas comunicacion
intercelular y debido a esta funcién su arquitectuna@g particular para poder llevarla
a cabo eficientemente. Estas células poseen un cuelylar ce soma, del cual se
desprenden principalmente dos tipos de prolongacipreplasmaticas o neuritas que
se pueden clasificar en axén o dendritas segun Edlumue cumplen (Kandel et al.,
2000) (Figura 1.3). El axon es una extension Unicacdetpo celular cuya funcion es
transmitir la informacion desde el soma hacia otrasexiones intercelulares. A
diferencia las dendritas pueden ser mdltiples y Emn encargadas de recibir la
informacion que llega al soma neuronal desde otraonaude la red (Kandel et al.,
2000).

'\1‘;}\ Figura 1.3- La Neurona

y la sinapsis Neurona

] \Kiﬁ]} multipolar  mielinizada
" / qgue se conecta con otra
N ey } neurona a través de la

"ql,j’ sinapsis. En la

' »";9 ampliacibn se puede
%_}.f observar en mas detalle la

terminal  sinaptica o
Cieeseintag sinapsis que presenta las

vesiculas sinapticas con
los  neurotransmisor.

Terminales
axdnicas
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Las neuronas pueden clasificarse segun su morfologimipolares, bipolares,
pseudo-unipolares o multipolares. Las neuronas bigotrentan con un cuerpo celular
alargado y en cada extremo nace una sola neuritaxcBergran ejemplos de este tipo de
neurona en las celulares retinianas y en las células dmnglios sensoriales vestibular
y coclear. Existen otra clase de neuronas que llevammation sensorial, hacia la
columna vertebral, pertenecientes a la subclase p#abeés designada como pseudo-
unipolares. Durante el desarrollo de estas célulasdagammificaciones se fusionan y
emergen del cuerpo celular como una rama Unica.d_ae@l crecimiento se separan en
dos axones, uno de ellos va periféricamente haciaUscuo y la piel y el otro
centralmente hacia la columna vertebral. Un claro ejeplesta clase de neuronas son
las del ganglio de la raiz dorsal, o DRG (Kandel.e2800).

Otra clase de neuronas muy abundantes son las mukip@ada cual pertenecen
la mayor parte de las neuronas del encéfalo y la lmedypinal. Estas neuronas poseen
varias neuritas que nacen en el cuerpo celular y eomxtepcion de la larga
prolongacion, el axdn, el resto de las neuritas sodrdas (Figura 1.4). Otra forma de
clasificar las neuronas es segun la funciébn que cungdetro del sistema nervioso
denomindndolas: sensoriales, motoras o inter-neurbaasneuronas sensoriales tienen
acoplados receptores especializados en detectapgnder a diferentes estimulos del
ambiente interno y externo. Las neuronas motoras sajuagontrolan la actividad de
los muasculos y las responsables de todas las formamalimientos. Y las mas
abundantes las inter-neuronas son las encargadas e#azdas neuronas motoras y las
sensoriales. Este tipo de neuronas median desdeflejegesimples hasta las funciones

mas complejas del cerebro (Purves et al., 2007).
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Figura 1.4- Las neuronas pueden ser clasificadas emipolares, bipolares o multipolares

de acuerdo con el nimero ramificaciones que se onign desde el cuerpo celular. ALas
células unipolares tienen una sola ramificacion diderentes segmentos que sirven como
superficies receptivas o terminales liberadores. dédulas unipolares son caracteristicas del
sistema nervioso de invertebradd®- Las células bipolares tienen dos ramificaciones
principales que estan funcionalmente especializddaendrita que lleva informacién hacia la
célula, y el axdn que transmite informacion ha¢fasocélulasC- Ciertas neuronas que llevan
informacion sensorial, como la informacion de tagtpresion, hacia la columna vertebral
pertenece a la subclase de neuronas bipolaresnddsigcomo pseudo-unipolard3: Las
células multipolares tienen un axén y muchas d&awdrios tres ejemplos ilustrados muestran
la amplia diversidad de las mismas. Neuronas mefglerecha) son las que inervan las fibras
musculares esqueléticas. Las células piramidalesli@ntienen un cuerpo celular triangular
donde las dendritas emergen por el apice (derapital) y en la base (dendritas basales). Las
células piramidales se encuentran principalmentel défipocampo y la corteza cerebral. Las
células de Purkinje del cerebelo (izquierda) saatarizan por un extenso arbol dendritico en
uno de sus planos. Figura tomada y modificadailbiel Kandel- Principles of Neural Science
(Kandel et al., 2000).
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La glia

Las células gliales son muy diferentes de las neuromés #anivel funcional
como anatémico pero no menos importantes en el funcientrdel sistema nervioso.
La principal diferencia funcional es que la glia nartigipa directamente en la
sefializacion eléctrica, aunque sus funciones son tamies para mantener las
capacidades de sefializacion entre las neuronas.l&ntnevedosas funciones de la glia
puede destacarse el control de la formacion y furd@la sinapsis, la modulacion de la
accion sinaptica controlando la captacion de neurotigoses, el auxilio en la
recuperacion de una lesion nerviosa, la regulad&rtono cerebrovascular, regulacién
inmune y neurogénesis adulta (He and Sun, 2007). Existecipalmente tres tipos de
células gliales en el sistema nervioso: las célulasdépenas, las células de las
microglia y las de la macroglia (Figura 1.3).

Las células ependimarias revisten las cavidades wim@os del encéfalo y el
conducto central de la medula espinal. La microglia ésthada por células mas
pequefas derivadas de las células madre hematopsydlachas de sus funciones son
compartidas con los macréfagos tisulares, principakndat fagocitosis de restos
celulares consecuencias de lesiones, enfermedadéxoiones en el sistema nervioso
central (SNC) (He and Sun, 2007).

La macroglia consta de varios tipos celulares: los atstsodos oligodendrocitos
y las células de Schwann. Los astrocitos estan limitddzmgafalo y la medula espinal.
En su cuerpo celular tienen prolongaciones que leldnim aspecto estrellado, por el
cual se originé su nombre. Su funcion principal esterar el medio quimico apropiado
para la sefializacion neuronal. Mantienen un riguimsatrol del medio extracelular,
concentracion de electrolitos, pH, homeostasis y nivelegldeosa. También son
eficientes limpiadores de los productos de desechoadenéuronas, incluyendo
productos metabdlicos y neurotransmisores

Los astrocitos también cumplen un muy importante papellae barrera
hematoencefalica (blood-brain barrier), manteniend@antacto intimo tanto con las
entidades neuronales como con las vasculares (Kandke| 2000). Clasicamente se los
ha identificado citolégicamente por la expresion dertagina GFAP (glial fibrillary

acidic protein), la cual se ha convertido en un mancedpecifico de este tipo celular.
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Los oligodendrocitos estan limitados a ambiente del sisteendoro central
(SNC). Depositan una envoltura laminada que se denanigiena alrededor de algunos
axones, dando a la neurona importantes ventajas Bobedocidad de conduccién del
potencial de accion. En el sistema nervioso perifélasogélulas encargadas de elaborar
la mielina son las células de Schwann. A diferencilmsleligodendrocitos estas células

recubren solo una parte de un Unico axén mielinizadodkl! et al., 2000).

A Oligodendrocitos B Céluas de Schwann C Astrocito
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Figura 1.5- Los principales tipos de células gliakeen el sistema nervioso son los astrocitos,
oligodendrocitos y células de Schwann. A-Oligodendrocitos son células pequefias con
relativamente pocos procesos. En la materia bl@deacha) ellos proveen la mielina y en la materia
gris (izquierda) los oligodendrocitos perineuraladean y soportan el cuerpo celular de las neuronas
B- Células de Schwann proveen las vainas de mielinaseaxones del sistema nervioso periférico.
Cada célula de Schwann, se posiciona a la largmdmlo axon formando segmentos de mielina de
1mm de longitud. Cada vaina esta formada como emgul interna de la célula de Schwann que
gira alrededor del ax6n varias veces cubriendocapas concéntrica de membrana. Los intervalos
entre los segmentos de mielina se conocen comologde RanvierC- Los Astrocitos son las
células gliales mas numerosas del sistema nereerstoal, se caracterizan por su forma de estrella y
su amplia terminal en forma de pie. Debido a eseep astrocito puede estar en contacto con
capilares y neuronas, con funciones nutritivas. dsisocitos también juegan un papel importante en
la formacion de la barrera hematoencefalica. Figulaptada del libro Kandel- Principles of Neural
Science (Kandel et al., 2000).

1.2 La sinapsis

En esta compleja red neuronal que constituye el sistem@sgo las neuronas se
conectan unas con otras a través de uniones espe@al@midadas sinapsis. LA cual
de define como la unién entre la terminal axénica ydarona, célula muscular o
glandular en algunos casos. Existen dos tipos de sinapsiscaracteristicas y

funcionamientos muy diferentes: las quimicas o las @éast(Purves et al., 2007).
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Una caracteristica anatdmica diferencial de la sinapsisica es la terminacion
nerviosa que se encuentra separada de la supeféicia otra célula por un espacio
intercelular llamado hendidura sinaptica. La sinapsisnseestra polarizada, es decir
que el impulso nervioso viaja siempre en un solo sediédde el axdn hasta la siguiente
célula, listas para la fusion con la membrana en estpla un potencial de accion. La
membrana de la dendrita (membrana postsinptica) esfuecida en receptores de
neurotransmisores, proteinas de andamiaje y protesmecializadas en sefalizacion
(densidad postsinaptica), las cuales responden a ladiberde neurotransmisores para
iniciar un nuevo potencial de accion. La terminal axdfimambrana presinaptica) se
encuentra llena de neurotransmisores contenidos en less&oépticas (Purves et al.,
2007).

En las sinapsis eléctricas en cambio las membranas ligsameuronas estan en
contacto a través de una union estrecha. A travéstdeie®n las sustancias pueden
difundir simplemente a través del citoplasma de lasramas presinaptica vy
postsingptica. Las sinapsis eléctricas funcionan permdi€ue la corriente eléctrica
fluya pasivamente a través de los poros de la unittecés. Por lo tanto el impulso
nervioso es transmitido, sin la existencia de hendidiinaptica y ni liberacién de
neurotransmisores (Purves et al., 2007).

En la formacién de la sinapsis estan involucrados mysfuxzesos moleculares y
celulares, que incluyen el contacto entre las estragjuresinapticas y postsinapticas, la
formacion de la sinapsis temprana, la estabilizaciorifgreshciacion de la sinapsis
temprana en madura. Las moléculas de adhesion sampiegan un rol fundamental en
el mantenimiento de la forma y funcion sinaptica. A nivelleoaar, los dominios
extracelulares de las moléculas de adhesion sinappeaicipan en la union
transinaptica, mientras que los dominios citoplasmatineambos lados sinapticos estan
asociados con proteinas intracelulares organizandplefm® multi-proteicos (Yamada
and Nelson, 2007).
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Figura 1.6- Sinapsis eléctrica y quimica. AEn las sinapsis eléctricas, las uniones en brecha
entre las membranas presinaptica y postsinapticaifes que la corriente fluya pasivamente a
través de los canales intercelulares. Este flujdadeorriente cambia el potencial de la
membrana postsinaptica, iniciando (o en alguno®scashibiendo) la generacion de los
potenciales de accién postsinaptid®sEn la sinapsis quimica la caracteristica fundaaherst

que no hay continuidad intercelular y por lo tamtohay flujo directo de la corriente desde la
célula presinaptica hasta la célula postsindptieacorriente sinptica fluye a través de la
membrana postsinaptica solo en respuesta a lacggti@de neurotransmisores, lo cual abre o
cierra los canales i6nicos postsinapticos despeés dijacion de las moléculas receptoras.
Figura tomada y modificada del libro “Neurociendelirves et al 2007.

1.3 Plasticidad sinaptica

Se define plasticidad sinaptica como la habilidad dedasonas de arreglar su

anatomia y conectividades funcionales en respuesta aulestigel ambiente o a una
injuria celular. Existen mecanismos de plasticidad sicamiue actian tanto a nivel de
la terminacion presinaptica (control de la liberaciomedarotransmisores) como de la
hendidura sinéptica (control de la degradacion o t@tsplel neurotransmisor) y en el
compartimento postsinaptico (control del nimero y tiporateptores, del tiempo de

apertura de canales, activacion de cascadas de seftalizntracelular que regulan la

duracion de estos cambios, etc.).
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Estos mecanismos de plasticidad neuronal se activamdoula neurona recibe
un patrén de estimulacion determinado, frecuentementaraidencia temporal de dos
estimulos o la llegada de estimulo muy intenso o WpetPor lo tanto debemos
considerar a la sinapsis como estructuras altamergticpk La fuerza de conexiones
sinapticas concretas, lo que conocemos como pesotismapambia a lo largo del
tiempo dependiendo de la historia de estimulacion Gya kufrido esa neurona y de
forma mas particular esa sinapsis. Esos cambios pusegd@ransitorios y muy rapidos
(fracciones de segundos) o estables y muy duraderas;luso permanentes. Estos
tltimos estan asociados a cambios estables en latestrae la sinapsis o incluso a la
formacion de nuevas conexiones sinapticas entre laomeupresinaptica y la

postsinaptica.

1.4. Crecimiento y direccionamiento axonal

El proceso del crecimiento axonal estd involucrado estinths aspectos
fisiologicos del individuo que incluyen tanto la constiGocdel sistema nervioso
(desarrollo embrionario), como la remodelacion estmal en el desarrollo adulto
(plasticidad) y las modificaciones compensatoriagespuesta a la injuria (regeneracion
y recuperacion).

El crecimiento axonal es muy particular porque soloparée de la célula crece
activamente, esa region denominada cono de crecimiergdocsentra en el extremo
distal del axén y es extremadamente movil. Los conaxet@miento responden a una
variedad de sefiales ambientales que controlan el @vestcoceso y direccion de su
crecimiento. Estas sefiales pueden ser solubles (pomejemplo las neurotrofinas) o
unidas a sustrato (como las proteinas de adhesiérgepukesencadenar respuestas de
crecimiento (simplemente aumentando o disminuyendo la ts crecimiento)
respuestas quimiotractantes  (quimiotropismo  positivo) o imigurepeletes
(quimiotropismo negativo). Un ejemplo de quimiorrepelerstda proteasa trombina que
es capaz de generar el colapso de los conos den@em (Jalink et al., 1994). Sin
embargo la reaccion de una neurona o un cono dénieeto a un factor son muy
complejos. La motilidad y navegacion del cono deigriento en respuesta a sefales
extracelulares esti regulada por la dindmica de laaadeh citoesqueleto neuronal
(Brown et al., 2000; Kuhn et al., 2000). La elonga@&onal depende de la dindmica y
estructura tanto de los filamentos de actina (F-actinapdos microtibulos dentro del

axon y del cono de crecimiento (Figura 1.7).
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Figura 1.7- Los axones en crecimiento responden @&fmles de direccionamiento en el medio
exterior. Los lamelipodios contienen filamentos de F-acénaamblados. Los filopodios se extienden y
retraen a través de la regulacion de las tasasoliimgpizacion y depolimerizacién de actina en los
extremos positivo (+) y negativo (-) del filamemntal flujo retrogrado de F-actina. Las sefiales |syas

y atractivas influencian en la morfologia de losi@® de crecimiento por el resultado de este proceso
Figura tomada y modificada de Huber et al 2003 @deb al., 2003).

Los conos de crecimiento neuronales son ricos emdios de actina y
continuamente extienden lamelipodios y filopidios. Esthss estructuras estan
localizadas en los extremos en avance y actlan coremaasnde larga distancia
detectando sefiales de crecimiento y direccionamieng ambiente. Los lamelipodios
y filopodios son altamente moviles y constantementxpanden y retraen censando el
ambiente local y liderando el cono de crecimientoleruevo territorio. La dindmica y
morfologia de estas estructuras esta conectada con ehtdaga coordinado, flujo
retrogrado y desensamblaje del filamento de actirgui&il.7).

Siguiendo a la polimerizacién de actina en el extremo,lidef~-actina es
transportada a la region central del cono de crecimidotwle es depolimerizada y
reciclada. La tasa de crecimiento de los conos depededla tasa de este ciclo de

polimerizacion de la actina. Este procesamiento detlasaes regulado por una gran
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variedad de proteinas de unidén a actina que inclufect®r depolimerizante de actina
(ADF) y cofilina (Meberg, 2000).

La familia de las neurotrofinas influye en el citoesgteeheuronal regulando el
crecimiento y el direccionamiento axonal. Se ha olaskengue las neurotrofinas como
el factor de crecimiento neuronal (NGF), el factorra@dpico derivado de cerebro
(BDNF) y la neurotrofina 3 (NT-3) incrementan las tidades de F-actina en conos de
crecimiento de neuronas sensitivas (Paves and Sah893). Por otro lado ademas el
contacto de las neurotrofinas con sus receptoresearonas sensitivas resulta en la

formacion de filopodios, ricos en F-actina (Gallo and ugateau, 1998).

1.5. Proteinas de la matriz extracelular.

La adhesion célula-célula es mediada estructuralnmemtadiversas clases de
glicoproteinas de la superficie celular, las cuales formgamacciones heterofilicas y
homofilicas a través del espacio intercelular. Duregitedesarrollo, la adhesion
especifica entre distintos tipos celulares es requeridagaorrecta organizacion de las
células en patrones que llevardn al desarrollo ddifesentes érganos o tejidos. En el
adulto, la adhesion célula-célula no solo mantiene la id@djrestructural y funcional
de los 6rganos vy tejidos, sino que debe ser lo soferieente dindmica para permitir la
formacion de nuevas interacciones o la remodelaciolagi@iejas. En la sinapsis se
localizan varias clases de proteinas de adhesion dommiembros de la superfamilia
de las inmunoglobulinas (N-CAM, L1, nectina, synCAM);urexina/neuroliginas;
ephrin/epH; y la familia de las cadherinas. Mediante aotgones hetero y homofilicas
estas proteinas de adhesion llevan a cabo la formaciéhnnyantenimiento de los
circuitos neuronales (Washbourne et al., 2004).

Sin embargo cuando ocurre una injuria en el SNC lateipas de la matriz
extracelular cambian drasticamente principalmente a &@dugcion de proteinas
inhibitorias de la mielina (MAG, nogo, OMGP, CSPG) qukiben el crecimiento
axonal y promueven la formacién de una cicatriz inbilzit (Hu and Strittmatter,
2004).

1.5.1. Superfamilia de las Ig.
N-CAM (molécula de adhesion celular de neuronas)uoe de las primeras
proteinas implicadas en la adhesion entre neuronagnBee a la superfamilia de las

inmunoglobulinas y esta involucrada en interaccionesrdigtehomofilicas con otras
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moléculas de adhesion celular. Esta proteina se encuemtdificada por la
incorporacién de acido polisidlico (PSA). Muchas dg flanciones biol6gicas de las
proteinas N-CAM son moduladas por esta modificacian R8A, la cual parece estar
presente de una manera dependiente del desarrolfpoetdlular y la actividad de la
proteina. Mientras que en el desarrollo temprano N-CAMe encuentra modificada
por PSA, las formas con PSA se vuelven predominanteles estadios tardios del
desarrollo embrionario y registra un maximo en la faesénatal. Sin embargo después
del nacimiento las cantidades de N-CAM modificada c@A,Pvan declinando
progresivamente y solo una fraccion minoritaria poseA Bruses and Rutishauser,
2001). En el cerebro adulto, PSA-NCAM se mantienpresado en poblaciones
neuronales que muestran predisposicion a la neurdgénesgracion celular,
crecimiento axonal y plasticidad sinaptica. Ejemplogstas poblaciones se encuentran
en el flujo migratorio rostral (Lois et al., 1996), tarhacién hipocampal (Seki and Arai,
1993) y el nucleo hipotaldmico (Glass et al., 2003ab&jos recientes sugieren un rol
fundamental de las N-CAMs en la sinaptogénesis temprdassiguiente maduracion
sindptica. La importancia de las N-CAMs en la din&ade la sinaptogénesis puede
verse en ensayos de deficiencia en animales en los seafrido ver:
1) La dependencia de la expresion de N-CAMs en la aetiv&inaptica (Schuster et

al., 1998).
2) Inusual LTP yLTD en ratones deficientes de N-CAMsSARisociado (Eckhardt et
al., 2000).
3) Alteraciones en la transmision sinéptica, la dinAmicaedéculas y la maquinaria de
liberaciébn de neurotransmisores en uniones neuronasssutleficientes de N-CAM
(Polo-Parada et al., 2001).

La familia de proteinas L1 también son muy importantedralede las
proteinas de adhesion neuronal y que pertenecen auparfamilia de las
inmunoglobulinas. Esta familia, incluye las proteinasreyrofascina, y N-CAM entre
las mas destacadas. Estas proteinas forman adhedmmes homofilicas como
heterofilicas, ademas de cis o trans con respectabicacion celular. Las proteinas L1
se expresan durante el desarrollo del sistema nerwoson fundamentales en la
migracion neuronal, la direccion del axdn en crecitoignla plasticidad sinaptica. La
delecion del gen de L1 en ratones resulta en anorrdaden la morfologia neuronal,

direccionamiento del axén y comportamiento del animal. Himanos un amplio
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nimero de enfermedades de retardo mental esta aseciad#éaciones en el gen L1
(Kamiguchi et al., 1998; Kamiguchi and Lemmon, 1997).

Otras proteinas de adhesion son las synCAMS vy lasinascque estan
estructuralmente relacionadas y ambas son important&sformacion de la sinapsis y
en su funcionamiento. Las synCAM forman adhesiomaadiilicas en la sinapsis sin
embargo también pueden ocurrir interacciones helieesfi Las nectinas constituyen
una compleja familia de cuatro proteinas, cada una slecdales tiene multiples
variantes generadas por splicing alternativo. Los gobtide nectinas estan
asimétricamente localizados en la sinapsis y la deleBomno resulta en la perdida de
otra forma en la sinapsis, indicando que la adhesiomdfiéita estabiliza los pares de
lectinas (Yamada and Nelson, 2007).

Una proteina perteneciente a la superfamilia de las innamdimas (IgSF) con
la cual trabajamos en esta tesis es Thy-1. Esta preeimacuentra anclada a membrana
mediante un grupo glicosilfosfatidilinositol (GPI), y eypresion es muy abundante en
cerebro y timo (Low and Kincade, 1985). Tambiéresgresa en varios tipos celulares,
como en algunos estados de los linfocitos, fibroblastdslas endoteliales, neuronas y
células gliales (Avalos et al., 2002; Barlow et al.,2QGyton et al., 2001).

En las neuronas la expresion de Thy-1 esta reg@ladd desarrollo por lo cual
su expresion aparece en el comienzo y al términan@ho, observandose siempre la
exclusion de Thy-1 de zonas de crecimiento axonalr(l] 1992). La expresion de
Thy-1 es preferentemente iniciada hacia el final dextension del axdn, consistente
con la idea de su participacion en la estabilizaciénlat conexiones neuronales
existentes inhibiendo futuros crecimientos de las neuMasanthappa and Patterson,
1992a; Mahanthappa and Patterson, 1992b; Morris, 1808; et al., 1991). Se ha
identificado a la integrina gligl; como ligando de Thy-1 y cuya interaccion dispara la
fosforilacion en tirosinas de proteinas de adhesiorastrocitos, lo que provoca la
adhesiéon de astrocitos adyacentes sobre la supe#digieenda (Avalos et al., 2002;
Leyton et al., 2001).

1.5.2. Cadherinas.

Como otras moléculas de adhesion, las cadherinastasnbién capaces de
formar ambas interacciones, homofilicas y heterofiligapueden influenciar en la
organizacion del citoesqueleto de actina a través garsiatracelular, las cateninas. Las

interacciones de las cateninas pueden ser tantoise(lateralmente en la misma
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membrana) y etrans (a través de las membranas opuestas) (Inuzuka &O8l; Yap
et al.,, 1998). Una clasica cadherina posee cinco rdomiextracelulares bien
conservados (a través de los cuales les es conferidepsimdencia al calcio), un solo

dominio transmembrana y un dominio intracelular (Tanewa., 1998).

1.5.3. Neurexina/neuroligina

Estas moléculas de adhesion parecen no tener un eleetcto sobre el
citoesqueleto pero si influyen sobre cambios de la ofagfa sindptica. Muchos
estudios indican a neuroligina y su compafiero presamapgurexina como iniciadores
sinaptogénicos, ademas se ha visto a la neuroligina calotara de la diferenciacion
presinaptica (Scheiffele et al., 2000).

Al menos cuatro genes son lo que codifican para riguralcon todas sus
variantes de splicing (Bolliger et al., 2001; Ichtcheekal., 1995). Estas proteinas se
ubican en la membrana postsinaptica e intracelularmesete dominios PDZ (PSD-95,
disk large, zo-1) de la proteina PSD-95 de las sinapsiftatorias. La proteina
neuroligina se une a la neurexina presingptica a tragésuddominio extracelular
(Ichtchenko et al., 1995).

Las neurexinas son generadas por tres genes, caddeutwms cuales tiene
también mdultiples variantes de splicing alternativo. Egpasteinas se asocian
directamente con las vesiculas sinapticas a través deontacto directo con
sinaptotagmina y una interaccion con las proteinas de @jdapnesinaptica (Hata et
al., 1993).

1.5.4. Efrinas (Ephrins).

La familia de las proteinas de adhesién sinaptica ephiield receptor
interacting proteins) y sus receptores epH (erythropepoducing hepatocellular
carcinoma) proveen un mecanismo de comunicacionebilonal en la sinapsis. Esto
consiste que luego del contacto célula-célula y larueghrin-epH se produce una sefial
bidireccional que activa tanto al receptor como al ligagsencadenando una cascada
de sefalizacién en ambas células participantes deida.urdasta el momento se han
descripto dos clases principales de efrinas y de @@pépH, que se unen entre grupos
de la misma clase respectivamente (ephrinA/epH-A y eplepiBB). Sin embargo
también se ha visto algun grado de promiscuidad entse ela estas uniones (Yamada
and Nelson, 2007).
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1.5.5 Proteinas derivadas de la mielina: nogo, MAG, OMGP y CSP  G.

Otro grupo de proteinas para destacar son las desividia mielina del SNC,
las cuales son producidas tanto por los oligodendrogitetrocitos de la cicatriz glial.
Varios trabajos describen responsables en parte idbitacion del crecimiento axonal
dentro del SNC (Huang et al., 1999). Hasta el momsatban identificado mdltiples
inhibidores entre los mas estudiados se incluyen: nd@®G (myelin-associated
protein), OMPG (oligodendrocyte-myelin glycoprotein) $RG (chondroitin sulfate
proteoglycan) (Hu and Strittmatter, 2004).

1.6. Neurotrofinas

El desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso egidiaripor una compleja
interaccion entre moléculas difusibles (factores de cienbm) y sus correspondientes
receptores en la membrana celular. Los factores rmegracterizados de la
diferenciaciébn neuronal en mamiferos son las neuroa®fiEstas moléculas fueron
inicialmente identificadas como factores de supervivemeigonal, pero actualmente se
conoce que median un amplio rango de respuestas glugen la regulacion de la
extension de neuritas, modulacion de las propiedagl&ssinapsis, mantenimiento de la
sobrevida y la induccién a la apoptosis (Carter and Le¥887; Lewin, 1996; Lewin
and Barde, 1996).

La neurotrofina, nerve growth factor, NGF (Levi-Montalciiii987), fue el
primer y mejor caracterizado miembro de la familia ste®factores de crecimiento que
también incluyen: brain-derived neurotrofic factor @R, neurotrofina 3 (NT-3),
neurotrofina 4/5 (NT-4/5) (Snider, 1994). Con la exxiép de NT-4/5, los cuales no se
detectan en aves, las secuencias de las neurotref#té@s altamente conservadas en
vertebrados. Se han identificado dos neurotrofinas N&$/7 pero solo se han
identificado en peces y no tienen su correspondiant@amiferos (Gotz et al., 1994;
Nilsson et al., 1998) (Figura 1.8).

Los cuatro genes de neurotrofinas de mamiferos cadifigara precursores
glicosilados (31-35 kDa) que son clivados por enzimasemtasas (Furin y convertasas
1y 2) que llevan a cabo el proceso de maduracida deurotrofina (13,2-15,9 kDa). La
proteina madura posee tres puentes disulfuro que secamseiando la proteina forma
un homodimero y que es una de las zonas que pre$emtztividad de union al receptor

(Acklin et al., 1993). El sistema de sefializacion denagrotrofinas es iniciado por la
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unién del dimero maduro a dos categorias de recepteh@sres. El receptor tirosina
quinasa Trk (tropomyosin-related kinase) y el p75 recepan de neurotrofina
(P75NTR).

Precursor
. |
Region Pro
Madura

Sitio de clivaje x . .
/
Region Activa 9‘
! ! /
NGF BDNF NT-3 NT-4/5

Figura 1.8 - Representacion esquematica de las isaofhas de las neurotrofinas de
mamiferos Los tres genes de las neurotrofinas de mamifeadifican para
precursores, los cuales son clivados por convert@specificas para liberar las
neurotrofinas maduras. El precursor de BDNF tiepeesitios de clivaje, lo que lleva a
la neurotrofina y a un precursor de la digesti@oimpleta. Figura tomada y modificada
de Roux y Baker, 2002.

1.6.1. Los receptores Trk .

En mamiferos existen tres genes (TrkA, TrkB, TrkC) qoéifican para varias
isoformas generadas por splicing alternativo. Dichadoimas poseen diferentes
afinidades hacia las neurotrofinas, NGF se une petiemente trkA mientras que
BDNF y NT-4/5 muestran una alta afinidad por TrkB. N¥e3une a TrkC pero también
puede unirse a TrkB y A, a pesar de tener una biajalad (Barbacid, 1994).

Los tres receptores Trk son proteinas transmembmatipal | que pertenecen a
la superfamilia de los receptores tirosina quinasa (Mddnca et al., 1989). La unién
del homodimero de neurotrofina causa la dimerizacgmeteptor, la autofosforilacion
de residuos en el loop de activacion, seguida pofodtorilaciéon de otros residuos
tirosina internos de la proteina (Cunningham et al., 19939 tirosinas fosforiladas
dentro de la proteina actian como sitios de anclajerpaléculas de sefializacion, las
cuales regulan el crecimiento celular y la sobrevidawes de las vias de sefializacion
de las proteinas MAPK, la fosfatidilinositol quinasa3fVAkt y la fosfolipasa Cy

(PLC y) (Kaplan and Miller, 2000). La actividad de tirosinasnggas se encuentra
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elevada en conos de crecimiento durante el desar(Bikby, 2000; Bixby and
Jhabvala, 1993; Maness, 1992; Maness and Cox, 198@ygucida después de la
axotomia (Ignelzi, Jr. et al., 1992) y estimulada yaios factores capaces de modular
la extension de neuritas (Brambilla and Klein, 1995)luyendo FGF y NGF
(Henderson, 1996).

predGE proiT-3  proBDMF  prolT-4

Figure 19- Los receptores de las
neurotrofinas y sus interaccionesEsta figura
muestra las principales interacciones de cada
una de las cuatro neurotrofinas de mamiferos.
Todas las proneurotrofinas se unen al p75NTR,

pero no al receptor Trk. Luego de la
maduracioén a través de la protedlisis de las pro-
I R e h o —|| ““““ S Y neurotrofinas, cada neurotrofina madura puede
KGE T3 BONF T unirse 'y actlva,r p75NTB, pero exhiben
interacciones mas especificas con los tres

receptores Trk. NGF se une especificamente a
TrkA; BDNF y NT4 reconoce al TrkB; NT3
activa al TrkC. En algunos contextos celulares,

NT3 también es capaz de unir y activar TrkA y

I
[
I
|
[
I
[
I
1
|
I
4 @ cl @ c! ® c Trk. Splicing alternativo genera isoformas de

*.-’ J’ N \h ’{ TrkB con baja eficiencia. Para simplificar solo
1 i \H\ mostramos la principal isoforma del receptor de
LERE-3 LERI1.3 LRR13 TrkB y TrkC que tienen truncado el dominio
Rl £ 1 1 citoplasmatico por lo que carece del dominio
CR2 Ey tirosina quinasa. El splicing también genera una
CR3 Izl Il Igl isoforma de TrkC con una pequefia insercién en
CE4

12 122 I dominio quinasa que afecta la especificidad de

i E sustrato. Splicing de los exones que generan el
dominio extracelular de cada receptor resulta en
receptores que tiene un pequefio péptido
insertado que afecta la especificidad al ligando.

Hkomny Tirosina Tirosina La especificidad de ligando también es afectada
G hai fumasa por la presencia p75NTR. Figura tomada y
modificada de Reichard et al 2006.
pTSNTR  TrkA TkC TB

1.6.2. Los receptores p75.

Pertenecen a la superfamilia de los receptores TNftafFde necrosis tumoral)
que incluye a TNF1/2, fas, RANK y CD40. El recegg@6NTR esta compuesto por un
dominio extracelular de uniébn a NGF que contiene cu#brainios ricos en cisteinas
caracteristicos de la familia de TNFR. Ademas tiene unirdortransmembrana y un
dominio intracelular que no esta asociado con una aativ@htalitica inherente pero
contiene dominios FAS “death domain” también muy darésticos de la familia de
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receptores TNFR. La cola citoplasmética tiene vasi®s de union a proteinas
asociadas a la sefializacion por p75. El receptorN)/B ha sido denominado como
comun o pan NTR debido a que tiene la habilidad detadas las neurotrofinas. (NGF,
BDNF, NT-4/5 y NT-3) con similar afinidade! receptor p75NTR, también es activado
por las pro-neurotrofinas pero con una funcién opuessaneurotrofina madura (Roux
and Barker, 2002) (Figura 1.9).

1.6.3. Factor de crecimiento neuronal (NGF)

El factor de crecimiento neuronal también llamado NGFspanombre en inglés
fue descubierto por Rita Levi-Montalcini. Este factor ¢iéa habilidad de estimular el
crecimiento, diferenciacion, supervivencia y mantenimoiede neuronas periféricas
sensitivas y simpéticas durante el desarrollo y luggda injuria (Levi-Montalcini,
1987) El NGF es una glicoproteina de 118 aminoacidos quesiste en tres
subunidades (de peso molecular de 130kD), cuyosgeubica en el brazo corto del
cromosoma-1 (Levi-Montalcini, 1987; Levi-Montalcini dt,a995). En los tejidos el
NGF es sintetizado como un precursor y luego de rocepamiento post-traduccional
(clivaje intracelular por ambas serinas proteasas plasarayi matrix metaloproteasa
MMP7) se obtiene la forma activa madupaNGF (Lee et al., 2001b; Micera et al.,
2003; Micera et al., 2004).

El NGF es producido en el sistema nervioso por cglatxesorias, como los
astrocitos y oligodendrocitos, en los cuales regulaféaeshciacion y supervivencia de
neuronas principalmente a través de la formacion dmiitws paracrinos. EI NGF
también es producido y utilizado por varios tipos de aslulo nerviosas incluidas
células del sistema inmune. Por esta y muchas maohascdentro y fuera del sistema
nervioso el NGF es considerado un importante facteiofbpico (Sofroniew et al.,
2001).

El NGF se une a dos receptores celulares conocidk&,y p75NTR (Bothwell,
1995; Kaplan, 1998). TrkA tiene dos isoformas queedih en su dominio extracelular
por la inclusion de seis aminoacidos cerca del dommaiessmembrana (TrkAll). Esta
inclusién disminuye la especificidad de la activacidnrdeéptor TrkA, la sefializacion
por la neurotrofina NT-3 estd marcadamente aumentadasp® isoforma del receptor
(Clary and Reichardt, 1994).
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Ambos el factor soluble NGF y sus receptores son ymidds durante el
desarrollo, la vida adulta y la vejez por multiplggot de células de sistema nervioso
central y periférico, por el sistema inmune y por vatgislos. Durante el desarrollo la
expresion de NGF es compatible con su rol de supewia y maduracién de neuronas
aferentes. Es interesante la regulacion positiva del N&Fs receptores en varios tipos
celulares luego de la injuria. Durante la regeneradersistema nervioso las células de
Schwann liberan en el sitio de injuria factores nedficbs incluyendo el NGF. Al
mismo tiempo, la concentraciébn de receptores de NGléarlas de Schwann se

incrementa luego de la injuria (Sofroniew et al., 2001)

1.7. Injuria y regeneracion del sistema nervioso

La injuria de una neurona resulta en una serie deuestsgs tanto a nivel
molecular como celular que estan asociadas con ugeneecion exitosa y la
recuperacion de la funcion. En la neurona lesioreldgpido disparo de sefiales de
injuria y stress es seguido por la induccion de fastdee transcripcion, moléculas de
adhesién, proteinas asociadas al crecimiento y compEmestructurales necesarios
para la elongacion del axdn. Estos cambios estan afaaps por otros mayores a nivel
de la organizacion celular, como la aparicion deosode crecimiento en el extremo
proximal del axon lesionado, un engrosamiento del cuaguronal asociado con un
fuerte aumento del metabolismo celular y la sintesis peoteEstos cambios
morfologicos se denominan cromatodlisis (Hanz andzibir, 2006).

Curiosamente los axones lesionados que perteneces tattos del sistema
nervioso central (SNC) normalmente fallan en la regei@ra mientras que los del
sistema nervioso periférico (SNP) regeneran exitosemeBste hecho es auln
ampliamente estudiado en la neurobiologia tanto cos farapéuticos como cientificos.
Se han descripto varios factores, internos y exterrm®o posibles responsables de
impedir la regeneracion en el SNC (Chen et al., pé6ife los que pueden mencionarse:

e Lacicatriz glial, la cual presenta una barrera fisizdnibitoria del crecimiento.

e Los inhibidores especificos presentes en la mielina (MAGgo, CSPG y
OMGP).

e La probable disminucién general de la capacidad denciento de los axones

adultos del SNC.
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En contraste, el SNP regenera exitosamente debido iecippy a factores
ambientales diferenciales que siguen a la injuriardstos de mielina son limpiados y
las células de Schwann dediferenciadas, regulandexpaesion de proteinas de la
mielina, todos estos cambios generan un ambiente peongara la regeneracion del
axoén. Un gran nimero de trabajos han demostradooguexbnes del SNC son capaces
de crecein vivoen un tejido implantado del SNP (Aguayo et al., 1991).

Otra diferencia entre el SNC y el SNP son las proteiada thatriz extracelular
(MEC) como la laminina. Esta proteina se expresa emlgsacantidades en SNP tanto
en nervios intactos como en los lesionados. Existeepwid que apoya el importante rol
que juega la laminina en el crecimiento de neuritagitro (Luckenbill-Edds, 1997).
Ademaés luego de la injuria del nervio periférico s@hgervado que laminina 2 y 8 son
reguladas positivamente indicando un rol en la regeiderg®oyu et al., 1993;
Wallquist et al., 2002). Cuando la produccion de lzenad en las células de Schwann
es ablacionada por la generacién de un knock owgxpaesion de la mayoria de las
lamininas e abolida y la regeneracion axonal luego deinjoria del nervio ciatico es
incompleta (Chen and Strickland, 2003).

Los receptores de laminina que se expresan en lo®sigreriféricos incluyen
integrinas y distroglicanos. Consistente con la nocionlguaminina participa en la
regeneracion axonal periférica, el receptor integrsdadaminina es inducido tanto en
el cuerpo celular como en los axones de las motoonasrluego de una injuria
periférica (Hammarberg et al., 2000).

A pesar de que la laminina puede promover el crecitoi de neuritas, la
regeneracion axonal y el direccionamiento, los menars de accibn aun no estan
claramente definidos. La unién de la laminina a las imagrproduce la activacion del
receptor desencadenando la fosforilacion y activad@&ta quinasa PI3, la cual activa
AKT. A su vez, AKT activada inhibe la actividad de GS[K+Bediante su fosforilacion
y gatilla a las proteinas de unién del citoesqueletganizar la elongacion del mismo
(Figura 1.10).

Pero no todo estd dado por el ambiente ademas el BNE tina mayor
capacidad innata de iniciar el programa de regeiggrapie hace que este proceso se
lleve a cabo exitosamente. Un ejemplo claro paraavdiférencia en la regeneracion de
ambos sistemas son las neuronas primarias del gatglla raiz dorsal (DRG). Las
neuronas del DRG son pseudo-unipolares tienen uaaa&ol de axon desde el cuerpo

celular. El axon tiene dos brazos: una rama perdégue inerva los érganos sensoriales
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en el tejido periférico y una rama central que entria emedula espinal y asciende por la
columna vertebral terminando en el cerebro. Las doms axonales del mismo cuerpo
celular presentan diferencias fundamentales en suastspal la injuria (Figura 1.10). La
rama periférica regenera espontaneamente luego diajuda, resultando en la
restauracion de su funcionalidad, pero la rama cenwalpwmede hacerlo. Estas
diferencias en la capacidad regenerativa son engaee debido a sus ambientes, asi
como también a una capacidad intrinseca de activaatpuinaria de regeneracion. La
activacion de la capacidad de regeneracion se puedeugado la injuria en la rama
central ocurre después de una lesion en la rama nx=if&n este caso, se observa que
la rama central puede regenerar venciendo el ambidntstorio el en sitio de la injuria

y la medula espinal. Este fenbmeno se conoce como Ipsitférica pre-condicionada
(Neumann and Woolf, 1999). Una caracteristica delskacke la lesion pre-condicionada
es que produce que el SNC pueda crecer en un ambi@stiesin la neutralizacion se
las sefales inhibitorias como CSPG y nogo. Se ha@zseque hay un incremento de

AMPc luego de este tipo de lesion (Neumann et @02p (Figural.10).

1.8 Mecanismos involucrados en la regeneracion neur  onal

Ante la injuria de un nervio existen multiples sefiafésadas por la injuria que
desencadenan la activacion del sistema de crecimierittsgto en el cuerpo celular. La
injuria de un axén induce la descarga de los potenaiesccion, la interrupcion del
suministro del transporte retrogrado de factores trofiseBales negativas de la injuria),
ademas de la activacion de sefales de injuria quenviejedgradamente desde el sitio
de injuria hasta el cuerpo celular (sefiales positigamjdria). El transporte retrogrado
de sefiales de injuria es uno de los mecanismoslideen la regeneracion. La
coordinacion entre varios caminos de sefializacion dguga es necesaria para regular
los genes apropiados para promover la superviveradinal e incrementar el estado de
crecimiento intrinseco de la neurona dafiada. Cuandizanas a nivel ambiental la
injuria vemos que la diferenteaccion local que ocurre luego de la injuria esaatof
importante en la habilidad del axdn para regenerarsaxtente. Luego de la injuria en
los nervios periféricos el extremo distal del axdén gaeencuentra desconectado del
cuerpo celular comienza a degenerar, por un proceEsmminado degeneracion
Walleriana. De esta manera se logra crear un micresameb favorable para el

recrecimiento axonal, mediante la eliminacion por partecélalas de Schwann y
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macrofagos infiltrados de los restos de mielina (StallMnller, 1999). En el sitio de la
lesion se genera un proceso inflamatorio donde krdiddon de citoquinas y otros
factores que difunden sirven para atraer macréfagosu/vez activar y rediferenciar a
las células de Schwann logrando asi una limpieza aiéores inhibitorios del
crecimiento axonal. Proximal al sitio de lesién los sode crecimiento emergen de los

axones inducidos por factores locales, y crecen sicgeertian un terreno favorable.

1.8.1. El rol del AMPc .

La injuria del nervio periférico induce el aumento d&8PPc que puede inhibir a
la proteina rho y antagonizar de esta manera contilzagiéon de ella por moléculas
inhibitorias asociadas a la mielina. Mientras que un inenéaen los niveles a neuronas
del SNC puede activar su capacidad intrinseca aungunenalesta muy claro su
funcionamiento. En algunos trabajos en neuronas aejligade la retina no se observo
que la alteraciéon de los niveles de AMPc logre favaresl estado de crecimiento
(Goldberg et al., 2002). Sin embargo, estudios reaiz&t el pez zebra muestran que
inyecciones de AMPc en neuronas espinales posnlesiducen una regeneracion
funcional (Bhatt et al., 2004). Estos resultados denmaresjue el AMPc activa la
capacidad intrinseca de crecimiento pero el éxito degeneracion depende ademas del

ambiente al que se enfrenta el axén en regeneracion.

1.8.2. El rol del calcio.

Las primeras sefiales relacionadas con la injuria @stdciadas a cambios en las
concentraciones iénicas y la actividad eléctrica deelarona dafiada. En modelos de
invertebrados se ha demostrado que la axotomia indudaeceemento local de la
concentracion de calcio, la cual es necesaria y safeipara inducir la formacion del
cono de crecimiento (Chierzi et al., 2005; Chu and Ta@01; Rehder et al., 1992; Ziv
and Spira, 1997). Las altas concentraciones de catcazéiular activan quinasas, como
la proteina quinasa A (PKA) y proteinas quinasaslae@s por sefiales extracelulares
(ERK), las cuales inducen modificaciones en el citoelfo y desencadenan la sintesis

de proteinas axonales (Chierzi et al., 2005).
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Figura 1.10- Regeneracion axonal en nervios perifi&os. Luego de una injuria en un nervio periférico, lestos
de mielina son rapidamente removidos por célulasSdewann y macrofagos. Las células de Schwann
dediferencian y regulan negativamente todas lateimas de mielina generando un ambiente permidigs.
proteinas de la matriz extracelular como laminkrd)(se une a los receptores de integrina presentes @no de
crecimiento y activan localmente a la quinasa Pi8sultando en la acumulaciéon de Akt activa en itiessde
contacto de los axones con laminina. Akt fosfodlanactiva GSK-B. La inactivacion de GSKfBregula las
proteinas de union a citoesqueleto, promoviendmshmblaje del citoesqueleto. La injuria de nerpesféricos
también incrementa la capacidad intrinseca de creda neurona. Localmente facilita la maquing@daa el
ensamblaje del citoesqueleto acoplado con la aibinacapacidad intrinseca de crecimiento en laadiderado
por un rapido crecimiento del axén a través detld®s de lamina basal. Las neurotrofinas (NT) témbi
participan en la promocion de la regeneracion géhaa través del receptor TrK a través de una ivides al
camino de sefializacion por laminina. La activadpacalad intrinseca de crecimiento axonal en el $NC
antagonizada por las moléculas inhibitorias asasiadla mielina (MAG, OMG, Nogo, y CSPGSs). Figuramada
y modificada de Chen et al 2007.

1.8.3. El rol de las neurotrofinas

Los factores neurotréficos juegan un papel muy mambe en la supervivencia
neuronal luego de la injuria nerviosa (Koliatsos etl#193; Wiese et al., 1999; Yan et
al., 1992). Trabajos recientes muestran que fact@esomoficos como NGF, NT-3 y
BDNF inducen el crecimiento axonal a través de la coas@n de la polaridad celular
(Zhou et al., 2004; Zhou et al., 2006).

Neurotrofinas, como NGF o BDNF, son reguladas pa@sitente luego de la
injuria de un nervio periférico pero su rol en la regecién del axdn no esta totalmente
clara (Makwana and Raivich, 2005). Sin embargo luegaorh lesion se interrumpe el

normal suministro de moléculas como las neurotrofiesis, falta actia como una senial
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de injuria para el cuerpo celular. Trabajos con NGk demostrado que la interrupcion
del transporte retrogrado de esta neurotrofina indiesaeaiones en la expresion génica
similares a las producidas en una axotomia (Shadiackl., 2001), ademas se ha
observado que la infusion de NGF en el cuerpo aeldtasa la regeneracion en

neuronas lesionadas (Gold, 1997).

1.9 Senalizacion axonal de la injuria
1.9.1. Sefales positivas de injuria

Las sefiales positivas de injuria son identificadasiccaun amplio grupo de
proteinas funcionalmente diferentes que incluyen mienteda familia de las quinasas
activadas por mitdgeno (MAPK), citoquinas y sus factdeefranscripcion rio abajo, asi
como también la proteina localmente traducida importihariacipal regulador de
importacion y exportacion nuclear. El transporte axdeaVarias quinasas juega un rol
importante al llevar informacion desde la terminal @dmsta el cuerpo celular. La
injuria induce la activacion local y el transporte retrdgrale varias MAPKs que
incluyen erk, c-jun (JNK) y la proteina quinasa G. iDeba que la activacién de estas
proteinas estd dada por una fosforilacion reversibdesquuna proteccion apropiada no
podria llegar al cuerpo celular. Un mecanismo deepmidon es proteger la sefial con
proteinas de andamiaje como los filamentos intermedioscéatwa (Perlson et al.,
2005).

La injuria axonal activa varios factores de transcrip€pil30) a través de la
liberacion local de citoquinas inflamatorias. La sefial ate ditoquinas a través del
receptor gpl30 y del camino de sefializacion via $AKT es el que lidera la
fosforilacion de STAT3 y su translocacion a nucleeififch et al., 2003). Pero también
es muy importante la sintesis de novo de proteinas ennfdnal axénica como las ya

mencionadas importina-beta y vimentina (Perlson e2605).

1.9.2. Factores de transcripcion.

Con la injuria axonal, se produce enseguida la adfimadel camino de
sefializacion de MAPK, con la fosforilacién y locatidm nuclear de factores de
transcripcion que incluyen c-jun, jun D, ATF3, P3%bx11 y STAT3 (Herdegen et al.,
1991; Schwaiger et al., 2000). Por otro lado disminay&xpresion y actividad de otros
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factores de transcripcibn como islet-1, ATF2 y eltdacnuclear kappd (NF«f)
(Povelones et al., 1997). Estos cambios en los factieréisanscripcion contribuyen a la

expresion de las proteinas necesarias para una ragéneexitosa.

1.9.3. Sefales negativas de injuria.

Un importante mecanismo para disparar una respuestanatarla axotomia es
la perdida de sefiales negativas. Las moléculas fidizzcion negativa son liberadas
por las células blanco o por otros elementos del mido@ente que luego son
transportadas retrogradamente al cuerpo celular, dygmeeran una sefial inhibitoria del
crecimiento axonal. Estas moléculas de inhibiciéncdetimiento son las que permiten
la maduracién de las sinapsis y la formacién de redesonales estables en el sistema
nervioso (Abe and Cavalli, 2008).

1.10. Expresion de genes asociados al crecimienton  euronal

Normalmente la regeneracion neuronal estd acompafadaa expresion
diferencial de ciertas proteinas que regulan las interses celulares entre la membrana
y el citoesqueletoUn grupo de proteinas presentan aumentada su exptesgp de la
injuria son GAP-43, MARCKS y CAP-23 (GMC) (Bomze et @001, Frey et al., 2000;
Verhaagen et al., 1986). Estas proteinas tienen cestics particulares en su
asociacion a la membrana como la co-distribucion cefafidilinositol 4,5 bifosfato
(P1(4,5)R) en las regiones rafts de la membrana celular (leaat., 2000). Ademas sus
funciones son intercambiables ya que se asocian tantsfalifidos acidos como
PI(4,5)R, calcio/calmodulina, proteina quinasa C y filamentos deéaacTambién
regulan la polimerizacion del citoesqueleto de actif@grganizacion del desensamble,
teniendo un rol importante en la formacion de filopsdy micro espinas en el proceso
de crecimiento de neuritas (Caroni, 2001).

Otra familia de proteinas involucradas y aumentadas eedaneracion son
moléculas de desensamblaje de microtubulos (SGathngn y RB3) (lwata et al.,
2002); sus contrapartes asociadas como la proteina CR(d#lapsina response-
mediated protein) (Suzuki et al., 2003) y el grupgueeinas asociadas a microtubulos
(MAP1B) (Bouquet et al., 2004).
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Un tercer grupo de proteinas son la superfamilia dpriaginas G pequenas, la
cual estd conformada por al menos 50 proteinas moitamiéte unibn a GTP. Los
miembros de esta superfamilia estan involucrados erhasufunciones celulares,
incluyendo regulacion del crecimiento y diferenciacidético intracelular y control del
citoesqueleto (Downward, 1990; Downward, 1991; Kahn ef 4892). Cinco
subfamilias se han descripto basandose en similitudesbésite estructurales mas que
funcionales. Tres de las mas importantes son las siilafaestrechamente relacionadas:
ras, rab y rho.

La familia de las rho GTPasas, cuyos miembros mésriamges son rho, rap,
rac y cdc42, actian regulando la estructura y dindrdalacitoesqueleto (Etienne-
Manneville and Hall, 2002). La activacién de las GTBa=sa mediada por moléculas
adaptadoras que estdn conectadas con receptores sigddicie celular como la
proteina slit-robo de activacion de GTPasa (Madura.e004). La familia ras tiene
tres genes identificados en mamiferos, llamados NéNjaHarvey (H) y Kirsten (K)
los cuales codifican para proteinas altamente homologapbximadamente 21 kDa

gue juegan un rol central en el control del crecitoi€Barbacid, 1987; Hall, 1990).

1.11. GAP-43

La proteina GAP-43 también denominada histéricamenteomadulina, B-50,
P-57, F1 y pp46 (Benowitz and Routtenberg, 1997)jrficealmente identificada como
una de las proteinas mas abundantes de los conosdimiento neuronales, asi como
de las terminales nerviosas adultas. Funcionalmenéevie involucrada en la extension
de neuritas, plasticidad neuronal y en la regulac®ladiberacion de neurotransmisores
(Dekker et al., 1989).

En trabajos de delecién se observo que la pérdidgetefjue codifica para la
proteina GAP-43 en ratones resulta en la muerte temprarel periodo postnatal
(Strittmatter et al., 1995). Los ratonesockout (KO) para GAP-43 presentan defectos
en mapas corticales del cerebro (Kruger et al., 1888er et al., 1999; Shen et al.,
2002; Sretavan and Kruger, 1998; Zhu and Julien, 1989ue es atribuible a un
defectivo direccionamiento axonal. Debido a esta imptatabhservacion seealizaron
ratones transgénicos para GAP-43, con expresion svalen las células de Purkinje
bajo un promotor especifico para estas células elBsfa sobre-expresiéon modifico

sustancialmente la respuesta a la axotomia, mediaatandoccion del proceso de

41



crecimiento y una disminucion de resistencia a la mjusin embargo la presencia de
esta proteina no es suficiente para activar completamemgtanneuronas el complejo
programa de regeneracion axonal (Buffo et al., 199%#hs estudios a nivel celular, han
demostrado que los conos de crecimiento depletadG#\&e43 fueron deficientes en la
extension, ramificacion y adhesion (Aigner and Cart8b5). Todos los resultados de
la delecion génica sugieren un rol fundamental de @3Pen el desarrollo y
mantenimiento del sistema nervioso.

Otro importante rol de esta proteina es ser uno de losigales sustratos de la
proteina quinasa C (PKC) en el cerebro (Widmer andral993), en la serina 41 en el
dominio efector de unién a calmodulina. Cuando GARed3Josforilada por PKC se
elimina la unién de la proteina a PI(4,5b)# la membrana (Laux et al., 2000) y a la
proteina calmodulina (Chapman et al., 1991), tambiénopgoeambios en la interaccion
de GAP-43 con los filamentos de actina (He et al., 1999 )serina 41 fosforilada de
GAP-43 estabiliza filamentos de actina y promueveadimiento axonal. En contraste,
GAP-43 defosforilada reduce el largo de los filamemte actina (Dent and Meiri, 1998;
He et al., 1997). La defosforilacion es llevada aocpbr varias fosfatasas incluida la
calcineurina.

GAP-43 también afecta la plasticidad sindptica y meglas propiedades
presinapticas aumentando dramaticamente la potenciadéngaplazo o LTP (long-
term potentiation) y el aprendizaje (Hulo et al., 200&sihger et al., 1986; Routtenberg
et al., 2000). La LTP es un proceso complejo camamo como un mecanismo que lleva
al almacenamiento de algunos tipos de memorias, comoelaoria explicita. El
fendmeno se ha estudiado en diferentes tipos de sinsjgsido las del hipocampo una
de las més exploradas. La LTP es la consolidaciécidoal y duradera de la conexion
entre dos células nerviosas y es tipicamente indugataestimulaciones de alta
frecuencia del estimulo excitatorio llevando a unada@gievacion de la concentracion
de calcio en las espinas dendriticas. Algunos trabajobién han descripto otras
funciones de GAP-43 como la interaccidn con proteinasrdteteéricas G y la

activacion de receptores acoplados a proteinas G (Strittratttk, 1993).
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1.12. Familia de proteinas src ( SFKSs)

Esta familia consiste en un grupo de diez enzimas daézea la fosforilacion
en tirosina y forman parte de muchos caminos de sefidiz en las células de
mamiferos (Thomas and Brugge, 1997). Sus principaliembros, lyn, hck, Ick, blk,
src, fyn, yes, y fgr muestran similitudes en su modoadlivacion y a través de los afios
fueron implicadas en el control de las redes de seit@iz de la regulacion del
metabolismo, viabilidad, proliferacion y diferenciaciéalular en un sin niamero de
linajes celulares (Frame, 2002; Ingley, 2008). Cincestas enzimas (src, fyn, Ick, lyn 'y
yes) juegan importantes funciones en el sistema rgenadentral, particularmente en la
plasticidad sinaptica mediante la regulacion de loslesrzalcio voltaje dependientes
(Ca(V)) y receptores NMDA (Chen et al., 2010; Kalialgt2004).

Todos los miembros de esta familia comparten similanegjlas de dominios
(Boggon and Eck, 2004), las cuales poseen una aegian N-terminal de una alta
variabilidad entre los miembros de la familia, perongiee con un sitio de miristoilacion
y a veces uno de palmitoilacién (Koegl et al., 1994; Re399)1 Seguido a esta region
N-terminal se encuentra un dominio de 50 amino Acidgo®minado dominio src de
homologia 3 (SH3) el cual tiene una asociacion direespgcifica con motivos ricos en
prolina relacionados al sitio consenso PXXP (dondessPprolina y X cualquier
aminoacido) (Koch et al., 1991). Le sigue a esta setetra de aproximadamente 100
aminoacidos que componen el dominio src de homodiaH?2), el cual provee a la

proteina interaccion con motivos fosfotirosinas. El uUltidmminio es el de quinasa

(~300 residuos), o de homologia de src 1 (SH1), resglle de la actividad enzimatica

(Koch et al., 1991) (Figura 1.11).
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Activo

Quinasa

Figura 1.11- Esquema general de la estructura de familia de proteinas src quinasas es las
configuraciones activa e inactivaA la izquierda se muestra la configuracion inagtien la que el
domino SH2 interactta con el extremos C-terminsididlado en tirosina (pY508). El dominio SH3
interactia con el dominio conector del SH2 el doaina un a bolsillo de poliprolinas de tipo Il
hélice, y el loop de activacién defosforilado (Y3%e pliega sobre en sitio unién de sustrato. A la
derecha se muestra la configuracion activa condominios SH2 y SH3 liberados de sus
interacciones intramoleculares y capaz de unirratasty moléculas regulatorias. El extreme C-
terminal se encuentra defosforilado en su tirog¥&08), y el loop de activacién es fosforilado y
acomodado lejos del sitio de unién de sustrato iendo a los dos I6bulos (N y C) de la quinasa
formar la hendidura catalitica. Figura tomada y ificatia de Ingleyet al 2008.

1.13. Trombina y receptores activados por proteasas (PARS)

La trombina es una serina-proteasa esencial en ladeadeacoagulacion, cuya
funcion es convertir al fibrinbgeno en fibrina (Coughlit998). Esta proteina es
sintetizada como protrombina y es clivada por el factogéherado la trombina activa.
Esta funcion no es la Unica descripta para esta protainapmbina puede inducir
alteraciones morfoldgicas en neuronas y células gliddegue ha llevado a especular
gue esta proteasa regula procesos de crecimientorgraifacion (Beecher et al., 1994).

Su funcién en la injuria cerebral es aun controvergialque luego de una
hemorragia cerebral o de la ruptura de la barreraateamcefalica la trombina es
producida inmediatamente en el cerebro (Lee etl@bgF). Evidencias de trabajas
vivo, e in vitro indican que en altas concentraciones la trombina gua®nquima
cerebral puede causar lesion (Lee et al., 1996; Strigg al., 2000; Xi et al., 1998). Sin
embargo otros trabajos describen que la trombinanabmjas concentraciones puede
tener efectos neuroprotectores. Esta dicotomia enfémsos de la trombina puede

reflejar sus multiples y complejas acciones.
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Principalmente las funciones de la trombina en elmstaervioso las cumple
mediante la activacion de los receptores activados pategwas (PAR) que estan
ampliamente distribuidos en el SNC. Estos receptoregrtieun mecanismo de
activaciéon muy particular, la trombina cliva un exodomimaireo terminal y el nuevo
extremo amino es capaz de interaccionar con el @geqttivandolo. La trombina cliva
los receptores PAR-1, 3 y 4, mientras que los PABsR activados por tripsina
(Noorbakhsh et al., 2003). En células del sistema r&wvia activacion de estos
receptores acoplados a proteinas G, gatilla variognoande sefalizacion intracelular,
incluyendo el incremento del calcio, la disminucion ddP¥ y la activacion de la
proteina quinasa C (Smith-Swintosky et al., 1995; Waiad ,€2002; Yang et al., 1997).

1.14. Thy-1

Otra proteina involucrada en la regeneracién neuronial gkcoproteina Thy-1
(CD90), perteneciente a la superfamilia de las inmwihedinas (Williams and Gagnon,
1982). Esta proteina se encuentra asociada a la menblemméatica externa mediante
un ancla GPI (glicosilfosfatidilinositol), y esta espeuiahte localizada en dominios
membranales tipo rafts (Williams and Gagnon, 1982y-T'kse expresa en fibroblastos
humanos, neuronas, células madre de la sangrellgcéndoteliales; como asi también
en células T murinas (Craig et al., 1993; Haeryfat Hoskin, 2004; Saalbach et al.,
1998; Saalbach et al., 1999).

Las funciones de esta proteina son muy variadas, Tiepd tanto importantes
funciones inmunoldgicas en la activacion de las céllilasmo también muchos otros
roles como por ejemplo la inhibicibn del crecimiente deuritas; sefializacion
apoptotica; adhesion y migracion en células de melanprscocitos; supresor de
tumores y la migracion de fibroblastos. Todas estagdnas en su conjunto indicarian
que Thy-1 es un importante regulador de las interaesicglula—célula y célula-matriz
(Rege and Hagood, 2006a; Rege and Hagood, 2006b).

Cuando se analizaron las funciones de Thy-1 a trdeés creacion del raton
knockout (K.O.) para esta proteina, se observo quet@h era viable y aparentemente
neurolégicamente normal. Sin embargo mostraba uces&sa inhibicion GABAérgica
en el giro dentado y una inhibicion regional de léepoiacion de largo plazo (Hollrigel
et al., 1998; Nosten-Bertrand et al., 1996). El fenotipbraton K.O. para Thy-1 ademas
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incluye una deteriorada respuesta inmune cutédnea y anralés anormal de la retina
(Beissert et al., 1998; Simon et al., 1999).

Ademés de servir como ligando, Thy-1 ha sido ingglec en sefalizacion
celular, posiblemente mediante el incremento de caltiacelular (Barboni et al., 1991)
y la estimulacion de fosforilacion de tirosinas (Garnétale 1993). Thy-1 es una
proteina anclada a la membrana mediante un glicolipido (@Rt posee un dominio
transmembrana. No se conoce exactamente como se teadseal de activacion hacia
el citoplasma celular.

Varios trabajos han postulado como muy importante pasefializacion por
Thy-1 su ubicaciébn en microdominios lipidicos o raftuiando el ancla GPI de la
proteina es reemplazada por la secuencia del domamisniembrana de la molécula de
adhesion celular (NCAM), la funcion inhibitoria del draiento neuronal de Thy-1 fue
bloqueada (Tiveron et al., 1994). Esta modificacion &Pnecesaria para su ubicacion
en los microdominios correctos de la membrana qupefteniten interaccionar con
determinadas proteinas adaptadoras para, de esta mantvar la cascada de

sefializacion celular.

Astrocitos: Formacion de adhesion focal
y fibras de stress

Figura 1.12. Esquema de la via de

FAK S : ;
A sefializacion de Thy-1 por integrinas.

4 pi30Cas Thy-1 interacciona con ambas integrinas
4 Activacién de RhoA B2 y B3. La asociacion de Thy-1 neuronal

con la integring3; en astrocitos induce la
activacion de FAK, vinculina, paxilina,
‘ p130Cas y rhoA, promoviendo la adhesién

- LEUCOCIICS, ¥ focal y la formacion de fibras de stress.
Células de melanoma:

Migracién celular.

Reclutaiento de vinculina y paxilina

Esta interaccién induce la sefalizacion de
manera bidireccional provocando la
inhibicién del crecimiento de neuritas en
neuronas maduras. En células endoteliales

E Thy-1 también interacciona con Ila
integrinaB, de leucocitos \Bs en células

Thy-1 de melanoma promoviendo la migracion
L3 transendoteliailn vitro.
Figura tomada y modificada de Rege et al
2006.

Neuronas:
Inhibicién del crecimiento de neuritas 77
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En astrocitos el ligando de Thy-1 esta bien identificadmocda integrinafs
(Avalos et al., 2002; Dreyer et al., 1995; Leyton et 2001). En este tipo celular, la
interaccion de la proteina con su ligando induce la activat#dla quinasa de adhesion
focal (FAK, focal adhesion kinase F-actin), pl30CasrhpA, lo que lleva al
reclutamiento de paxilina, vinculina y FAK en el contactoafo@romoviendo la
adhesion focal y la formacién de fibras de stres&l@ds et al.,, 2002; Leyton et al.,
2001; Rege and Hagood, 2006a) (Figura 1.12).

El crecimiento de neuritas es un proceso muy importaateo para el
crecimiento neuronal como para la formacion de laspsisaComo los axones no
pueden repararse ante una lesion sino que debenagemeuritas y crecer hasta
reconectarse, el conocimiento de la sefializacidnaeulaleen la extension de neuritas es
fundamental para el tratamiento de lesiones cereboatspinales, asi como también

para enfermedades neurodegenerativas (Luo and §'l2645).

1.15 Modelo de Sinaptosomas

Como hemos descripto anteriormente el tejido neurorsth dormado
principalmente por dos tipos celulares: las neurgras células de la glia. Las neuronas
se caracterizan por tener una forma muy elaborad®epdargas y generalmente muy
ramificadas prolongaciones. Estas células no sol@evintactas una homogenizacion
mecanica del tejido, los cuerpos celulares son dedjgies de sus prolongaciones las
cuales se rompen en fragmentos discretos. La memplasraédtica de estos fragmentos
celulares puede sellarse y formar particulas osmogioeem activas denominadas
sinaptosomas (Gordon-Weeks, 1987). Con el desadellesta técnica la liberacion de
neurotransmisores pudo estudiarse independiente dacicittnes multineurales o glia-
neurona (de Belleroche and Bradford, 1972a; de Belerand Bradford, 1972b; Levy
et al., 1976).

Los sinaptosomas tienen usualmente porciones de la tdduinco adheridas a la
superficie externa, por lo tanto las terminales presirggpposeen parte de la fraccion
postsingptica (Figura 1.13). Los sinaptosomas contidaenterminales sinapticas
completas con toda su maquinaria de exocitosis, incluyerittwondrias y vesiculas
sinapticas, asi como también la membrana postsinapticadgnisidad post-sindptica
(PSD). Esta morfologia puede observarse claramentenpcroscopia electronica

(Figura 1.3.). Debido a que poseen toda la maquiniberacion y almacenado de
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neurotransmisores, los sinaptosomas fueron durantedmdseinta afios el modelo
utilizado para el estudio de la funcién sinaptica (Cotretiral., 1976). Algo muy

importante a resaltar es que los sinaptosomas poseapatidad metabdlica intacta lo
que hace a estas particulas funcionar metabolicamemnte células, en las cuales las
mitocondrias estan presentes en un citoplasma fisiolégiementado por caminos

metabdlicos y produccion de ATP por las mitocond(fidisholls, 2010).

Mediante pequefias modificaciones en la técnica ddqawibn de sinaptosomas
pueden obtenerse otras particulas relacionadas comeotms de crecimiento. Los
conos de crecimiento estan definidos como la zomalagle crecimiento de los axones,
y solo pueden purificarse en animales en desardgdoido a que en el adulto el
crecimiento de axones es minimo en el sistema nerviestral. Los conos de
crecimiento son de gran utilidad para el estudio demlakculas involucradas en el
desarrollo y la regeneracion neuronal (Gordon-Wet887; Landis, 1983).

rA. N . | - . .. e f\b‘B

Figura 1.13- Micrografia electrénica de preparacioes terminales nerviosaslLas fracciones de
conos de crecimiento de cortezas cerebrales de dmtaestadio postnatal 5 (A, B) contienen
particulas que muestran el caracteristico retienttbplasmatico liso (cabeza de flechas), y algunas
particulas que contienen pequefias cantidades feilasssinapticas [(B), Flechas]. La fraccion
sinaptica de la misma edad esta enriquecida eftylagt que contienen vesiculas (C), las cuales en
algunos casos aparecen acumuladas en la zona apiinsta a la densidad postsinaptica (no
mostrada). Sinaptosomas adultos (D) contienen peqreticulo endoplasmatico liso, pero varias
vesiculas sinapticas se concentran en la membgate zbna activa. Escala barra Qra. Figura
tomada y modificada de Patterseral 1999.
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1.16. Dominios membranales ricos en colesterol

En el modelo del “mosaico fluido” de Singer y Nicols@s® propone a la
membrana plasmética como un mosaico de proteinas iletedtatando en un mar
fluido de lipidos (Singer and Nicolson, 1972). Mas neiemente, se ha propuesto una
vision en la cual los lipidos no estan distribuidos homeggente o al azar sino
conformando dominios lipidicos de diferentes tamajidempo de vida media. La
hipétesis original propone que los dominios lipidicasmiados en la membrana
plasmética estan integrados por grupos de esfingolipidogesterol mayoritariamente
(Brown and London, 2000). El estado fisico de estapag es presumiblemente similar
a fases liquido ordenadas en modelos de membrangse Ipuede conferir resistencia a
detergentes tanto a los lipidos que lo forman como lateipas que se encuentran en
ellos. Basado en este concepto los DRMs o dominidsteates a detergentes son
considerados funcionalmente un reflejo de los rafese)ypstentes, aunque no sean

exactamente los rafts persistentes en la célula viva (Br2002).
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Figura 1.14- Modelo de organizacién de raftsEsfingolipidos altamente
empaquetados enriquecen la fase lo de los rafssdgro) en la membrana
plasmatica rica en colesterol. Grupos de protejonagienen afinidad por los
rafts (se indican con flechas) puede causar taefjogrios y dispersos rafts
conteniendo la proteina como unirse en grandes (@fto incrementar sobre
todo la afinidad de los rafts por los clusters detginas suficiente para
reclutarla en los raftsB). La formacion de grupos de proteinas puede
también inducen la formacion de rafts. Figura toanad modificada de
Brown, D.A. y London, E. 2000 .
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Otro tipo de dominio submembranal son las invaginaciagesa membrana
plasmatica denominadas caveolas. Estas estructuras disgidas por proteinas
denominadas caveolinas. Por la técnica de clonado utalede han descripto tres
genes distintos de caveolina (Glenney, Jr. and Sofd®®&2; Scherer et al., 1995;
Scherer et al., 1996) y dos isoformas de caveoliral-1o. y cav-13) derivadas de una
iniciacion alternativa de la transcripcion.

Las caveolinas interactian con ellas mismas para fornm@moh u
heteroligdmeros (Monier et al., 1995; Sargiacomo et &95) los cuales se unen
directamente a colesterol y requieren de colesterol garmsercion en modelos de
membranas (Li et al., 1996b; Li et al., 1996a; Muratal.etl995). Los oligdbmeros de
caveolina también interactian con los glicoesfingolipifles et al., 1995). Estas
interacciones proteina-proteina y proteina-lipido son i&s dpn la fuerza para la
formacion de la caveola (Sargiacomo et al., 1995).

Caveolina-1 tiene una inusual topologia, posee un dorhidirofébico central
que forma una horquilla dentro de la membrana. Comosemwuencia del
posicionamiento de este dominio tanto los extremos N-tatrnomo C-terminal estan
orientados hacia la cara citoplasmatica. Ademas posgesitios de palmitoilacion, los
cuales no presentan importancia para su asociacion anaems. Esto sugiere que estos
grupos palmitoil pueden servir tal vez para otrasimas como la interaccion con otras
proteinas caveolares (Dietzen et al., 1995; Uittenbogaat@&mart, 2000).

1.17. Acilacion de proteinas

Desde que las proteinas son sintetizadas, tanto emmilagslibres como en el
reticulo endoplasmético rugoso, tienen la potencialidac g@r modificadas por
fosforilacion, ubiquitinacion, glicosilacion, acetilacion ipidacion. Estas
modificaciones postraduccionales juegan un rol cruarala respuesta de la célula a
estimulos externos. Las modificaciones lipidicas no sdtieran la estructura de la
proteina sino también su interaccibn con membranas Bgidicotras proteinas. Cuatro
tipos principales de lipidacion se han identificado: Matoilacion, prenilacion, S-
palmitoilacion y glipiacion (Patterson, 2002).

La N-miristoilacion es la adicién covalente de un dgdaso de cadena corta, de
14 carbonos o miristato, a un residuo glicina N-termwial una unién amida. El

mecanismo enzimatico es bien conocido, consiste emlaaién de la metionina inicial
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por una enzima metionina aminopeptidasa y luego e@oagraso es incorporado
mediante una enzima especializada, la N-miristoil traasée(NMT). Esta modificacion

se realiza de manera simultanea con la traducciongtetidina, o co-traduccionalmente
(Taniguchi, 1999).

La prenilacion es la adicion de un grupo isoprenaigediante una unién
covalente, tioeter. El grupo adicionado puede teneratbooos, grupo farnesil o 20
carbonos, grupo genanilgeranilo. Esta modificacién odermanera postraduccional, y
se realiza en la cisteina c-terminal (Sinensky, 2000).

La palmitoilacion es la adicion covalente de un acidms@rde cadena larga,
preferentemente palmitato a un residuo de cisteina ntediama unidn tioester,
denomindndose S-palmitoilacién. Sin embargo la palmiiditatambién puede ocurrir,
aunque en mucha menor frecuencia, mediante una estable como la amida a un
residuo cisteina o glicina, N-palmitoilacion. Un ejemgi@n conocido de esta

modificacion es la proteina Sonic hedgehog (Pepintshly,e1998).

Grupo y unién

Localizacionde la
modificacién

Reversibilidad

Asociacion con la
sintesis proteica

Enzimologia
Tipo de asociacion
Tipo de proteinas

modificadas

Efecto de 1a
modificacién

N-Miristoilacion
Acido graso y union
Amida

Glicina N-terminal

Unién estable

Cotraduccional

Un paso, NMT

Con proteinas

Spdmitoilacion

Acido graso y unién
tioester
Cisteinaen cualquier
lugar de la proteina

Unién reversible

Postraduccional

Desconocido

Insercién en la
membrana

Prenilacion

Grupo isoprenoide y
uniéntioeter
Cisteina
C-terminal

Unién estable

Cotraduccional

Dos pasos GGtasa

Con proteinas tal vez
insercién a membrana:

Proteinas intracelulare Proteinas intracelulare Proteinas intracelulare

Asociaciones
reversibles inter o intra
proteicas

otransmembrana

Localizacion de

proteinas a los rafts y

compartimentos en
células polarizadas

Las proteinas se
asocian
reversiblemente con
varias proteinas
intracelulares o
membranas

Glipiacion

Polisacarido unido a
fo sfati dilino sitol

Aminoacido
C-terminal luego de
la sefial de clivaje.

Unién estable con
remodelacion del acido
graso.

Cotraduccional y
postraducional

Complejos de sintesis

Insercién a membranas

Proteinas de la
supefficie celular

Las proteinas se
localizan alos rafts de
los dominios
membranales apicales
0 axonales.

Tabla 1- Caracteristicas de las cuatro mayores clases de acilacion proteica. Abreviaciones: NMI, miristoiltransferasa; Ftasa,
farnesiltransferasa; GGtasa, geraniltransferasas. Figura tomada y modificada de Patteson Biol Res 35, 2002.
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La glipiacibn es la incorporacion a la proteina de un andma
glicosilfosfatidilinositol, (GPI) (Englund, 1993), formadaor un fosfatidilinositol
conectado a través de un carbohidrato a la proteitentxlificacion se lleva acabo en
el reticulo endoplasmastico (ER), y una vez modificattea en el tréfico de proteinas a

través del via secretora hacia la superficie celulag(Sen, 1999).

1.18. S-palmitoilacion de proteinas

A diferencia de las otras formas de acilacion, la Sipaillacion, es la Unica
modificacion lipidica descripta hasta el momento quenegroceso dinAmicm vivoy
puede de esta manera regular la funcion y localinadi$ proteinas. La naturaleza
reversible de la palmitoilacién permite a la proteina @atebiarse entre el citoplasma y
la membrana plasmatica o entre organelas de acutadseanales extracelulares.

A la S-palmitoilacion se le ha atribuido numerosos roiegicos ya que afecta
la localizacion y actividad de numerosas proteinas delizacion, incluyendo la
proteina asociada al crecimiento GAP-43 (Skene and)VIrg289), la subunidad alfa de
la proteina G (Degtyarev et al., 1993; Linder et al93)9proteinas tirosina quinasas no
receptores (Robbins et al., 1995), numerosas protettgdadas a proteinas G (Bouvier
et al., 1995) y proteinas involucradas en la sinapsiscBSD-95 (El-Husseini et al.,
2002).

Como ya mencionamos la palmitoilacion es una modificacdindmica y
reversible, capaz de ser regulada por sefiales exiaaes| (Hess et al., 1993). Debido a
esta sensibilidad de regulacién esta modificacion es comun dentro de las familias
de proteinas de sefalizacion. En ciertos casos laitpgdmion confiere una fuerte
adhesién a membrana y en otros casos también puesgeepruna sefial para la
localizacién en dominios tipo rafts (Arni et al., 19%bbins et al., 1995; van't and
Resh, 1997). En el caso de las proteinas transmembedma encontrado que influye en
su actividad y localizacion en los microdominios memHbemapor ejemplo la
enfermedad de Huntington. Se ha demostrado que preltnianpalmitoilacion de la
proteina hungtingtina mutada causa una elevacion deilzidad neuronal (Huang et
al., 2004). Lo que sugiere un rol preventivo de lanjtailacion en la enfermedad de
Huntington. Por otro lado estudi@s vitro con la proteina sindptica SNAP-25 también
sugieren que la palmitoilacion puede intervenir directaenesn las interacciones
proteina-proteina (Fukata et al., 2004; Washbourne @08l1,; Washbourne, 2004).
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La palmitoilacion juega un importante rol en el direcciniemto de axones
tréfico de proteinas neuronales y en las interaccideeseceptores con proteinas de
andamiaje en las sinapsis (El-Husseini and Bred22Guirland et al., 2004; Guirland
and Zheng, 2007). Un ejemplo bien estudiado esretdbnamiento de la proteina
PSD-95 a la membrana postsinptica a través de latp#dmion y el anclaje de los
receptores AMPA a la post-sinapsis excitatoria. louete la estimulacion con
glutamato, la depalmitoilacion de PSD-95 es aceleradsty proceso disocia a la
proteina PSD-95 y a los receptores AMPA de los sitistgnapticos, contribuyendo a
la regulacion negativa de los receptores AMPA (E$$dini and Bredt, 2002).

Debido a la importancia de la palmitoilacion, las pra@teigue catalizan esta
reaccion son de especial interés como nuevos blancasep&ratamiento de muchas
enfermedades y desordenes neuronales en los queimadducradas tanto proteinas
palmitoiladas como las enzimas palmitoil-transferasasHOH Por ejemplo en la
enfermedad de Huntington se ha descripto la enzima OHH{OP14 como la
responsable de palmitoilar la proteina hungtingtinaa @agumulacion es la responsable
de los sintomas de la enfermedad (Singaraja et 82, 3@nai et al., 2006).

A pesar de que la palmitoilacion de proteinas estdliovada en importantes
funciones fisiolégicas, las enzimas que agregarakhifato a las proteinas, palmitoil-
aciltransferasas (PATS) y las que clivan el enlacestar, palmitoil-proteina-tioesterasa
(PPTs), aun después de 30 afios del conocimiensa @gistencia (Fukata et al., 2004;

Greaves and Chamberlain, 2007) .

[ | Proteina f |
/ 0 Acil-Transferasa /0

¢ PAT

SH I — s | EscieH)pH,
4 COASCOH)OH, ———— | L

| ) Proteina

Palmitail-CoA Palmitoil-Tioesterasa

/ \ F
- 1('5?’ EPFT} - a\%
Figura 1.15- Dinamica de la palmitoilacion de protenas La palmitoilacion de
proteinas es dinamica y llevada acabo por enzispecificas (PATS), las cuales
han sido recientemente descriptas como una fadgligroteinas conocidas como
proteinas DHHC. Estas catalizan la adicién del jtatm (del palmitoil-CoA) a
residuos cisteinas a través de una union tioddtegrupo de enzimas diferentes,
palmitoil-Tioesterasas (PPTs) remueve el palmitd¢olas proteinas. Figura
tomada y modificada de Drisdel et al 2006.
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Numerosos trabajos bioquimicos han tenido muchas difitedtan el desarrollo
de un especifico ensayo de palmitoilacion y purificarditénticas enzimas PATS.
Algunos resultados han sugerido que la palmitoilaeidte célula ocurre de manera no
enzimética (Duncan and Gilman, 1996) debido a qfrtaacion de la union tioester en
proteinas puede ocurrir espontdneamantatro en presencia de palmitoil-coenzima-A.
Otro punto que puso en duda la real existencia de estzimas es la falta de una
secuencia consenso conservada en las proteinas pabhaioila

Por mucho tiempo se cuestiond la existencia real denlzimmas responsables de
la palmitoilacion y depalmitoilacion, pero recienteteenumerosos estudios realizados
en levaduras han echado luz sobre este tema tan emigm&tediante estudios
genéticos se identificaron las proteinas erf2/erf4 (pratefectora de ras) (Bartels et al.,
1999; Lobo et al., 2002) y Akrl (proteina que contiergeeticiones de ankirina) (Roth et
al., 2006) como las palmitoil-transferasas de levadpeaa la proteina ras2 y yck2,
respectivamente. Deleciones en los genes de erf2/lerffAkrl previenen la
palmitoilacion de ras2 o yck2, respectivamente. Taméstas enzimas recombinantes
son capaces de palmitoiliar vitro sus sustratos especificos.

Resulta interesante que erf2/erf4 y Akrl tienen cuatreses dominios
transmembrana y comparten un dominio al que se deaddtHC, un domino rico en
cisteinas en el que estd conservada la secuencigadsihstidina-histidina-cisteina.
Este dominio es necesario para la actividad de PATadprdteina erf2 y Akrl,
sugiriendo que el dominio DHHC que contienen estatefiras puede tener funciones
generales de PATs. En los siguientes afios se hanfickedti varias proteinas DHHC
con funciones de PATs en levaduras, por ejemplo paffaf4 que median la
palmitoilacion de las proteinas vac8 y chs3 respectivan{eiate et al., 2005; Lam et
al., 2006; Roth et al., 2006; Smotrys et al., 2005).

Otra gran duda es la existencia de otra clase de PASrsésdde la DHHC en la
célula y si el mecanismo no enzimético tiene importabicitdgica dentro de ella. Estas
preguntas fueron respondidas por el trabajo de priatadsisteméatica realizado por el
grupo de Roth (Roth et al., 2006). En este trabajo ablestd un método para purificar
palmitoil-proteinas y subsecuentemente analizarlas p@cgemetria de masa. Ellos
identificaron 35 nuevas palmitoil-proteinas en levadademas de las 12 conocidas.
Aplicaron este método de proteGmica a cepas mutantadgsasiete proteinas DHHC
de la levadura. Cuando se delecionan seis de lts genes DHHC, 29 de las 30

palmitoil-proteinas no se detectaron palmitoiladas (Ro#l.e2006). Estos resultados
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demuestran que las proteinas DHHC pueden ser cordddeeuténticas PATs que
catalizan la palmitoilacién de la mayoria de las progef@mitoiladas en levaduras.
También en estudios de pérdida de funcién se obspreda familia DHHC tiene una
discreta y parcial superposicion de especificidgResh et al., 2006).

La familia DHHC posee siete genes en levaduras perdid¢amesta muy
conservada en otros organismos como el nemaBasdmorhabditis eleganfl5 genes
predichos), la mosdarosophila melanogastg3 genes predichos) y en mamiferos (23
genes predichos). Es de esperar que la funcién e fesiilia de proteinas este
conservada en muchas especies (Tsutsumi et al., 2008).

En el genoma de mamiferos (humano y ratén), fueredighas 23 clases de
proteinas DHHC. Luego varias de estas proteinas fuegentificadas con enfermedades
humanas. Por ejemplo mutaciones en la proteina DHI@3kdo encontrada en varios
tipos de canceres colorectales (Oyama et al., 200Q)rdtaina DHHC17 la contraparte
homologa de Akrl en levaduras, fue identificada comoptoteina HIP14 que
interacciona con hungtingtina en vertebrados (Huang,&08l4; Singaraja et al., 2002).
Otras palmitoil-transferasas como DHHC9 y DHHC15 tamkfueron reportadas por
estar asociadas a enfermedades de retardo metal asalccidmosoma X (Mansouri et
al., 2005; Raymond et al., 2007).

Trabajos donde se analizé la perdida de funcién wadigas demostraron una
cierta especificidad de sustrato (Roth et al., 2006)aeerdo a esta especificidad se
pueden clasificar las DHHC en subfamilias, debidyua estas especificidades pueden
deberse a similitudes estructurales de las misDB$IC3 y DHHC7 palmitoilan las
proteinas @, SNAP-25, subunidag?2 del receptor GABA (GABAARy2), PSD-95 vy
GAP-43, sugiriendo que DHHC3 y DHHC7 muestran uplamtampo de especificidad
de sustrato. DHHC3 es también conocida como GODZ, OHH como HIP14,
DHHC11 como NIDD, y DHHC2 como la proteina ream (fF&gl.16) (Tsutsumi et al.,
2008).

La palmitoilacién puede ocurrir en cisteinas ubicaglasliferentas partes de la
proteina: la region amino terminal en PSD-9%, YsGAP-43; en una region interna en
SNAP-25 y GAD-65; en la region carboxiterminal enrdd-y rhoB y en la region
yuxtamembranal en proteinas transmembranas. Se espewatrar una secuencia
consenso para cada subfamilia de DHHC, pero hast@amlento solo se pudo ver en

resultados preliminares que la DHHC21 favorece dostreon cisteinas cerca de la
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glicina miristoilada, como las proteinas Ick, fyn y eNOQyFa 1.16) (Tsutsumi et al.,
2008).

El fino balance entre la palmitoilacién por PATs ydkpalmitoilacion por PPTs
determina los niveles de palmitoilacion de un sustrat@almitoilacion puede ser vista
como una segunda sefial fuerte de unibn a membranaeydeaipe haber alguna sefial
primaria que permita la unibn a membrana para la finadion por las enzimas PATS.
Debido que hasta la actualidad las proteinas identificadaso cPATs fueron
Unicamente las proteinas transmembranas de la familia DIgE@, que ocurra la
palmitoilacion debe haber una primera union a membizsta asociacion de la proteina
sustrato a la membrana puede ser tanto electrostatida proteina y los lipidos
cargados de la membrana, como por otros gruposdgsdireversibles (miristoilacién o

prenilacion).

DHHCA CHHCS

g\
oo "E-
II|l-‘l..'-'|'--. E 2 s
G, SNAP-25, CABA,RYZ, £ _,1%‘
PS0-95, GAP-43 SNAP-25

Figura 1.16- Familia de proteinas DHHC en mamiferasa- Estructura representativa de los
dominios de las proteinas DHHC, DC y DEstas proteinas tienen cuatro dominios
transmembrana y un dominio rico en cisteinas canédo el dominio DHHC en el Loop
citoplasmatico. La secuencia DHHC es esencial lpaaatividad enzimatica de palmitoilacion.
b- Arbol filogenético de la familia de proteinas DHHI@ raton y un resumen las enzimas
PATs candidatas para algunas proteinas sustrafwbéll esta basado en el alineamiento de los
dominios DHHC. Figura tomada y modificada de Tsmiiset al.2008
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CAPITULO 2

Materiales y métodos



2.1. Animales

Se utilizaron ratas de la cef@prague Dawleyprovistas por el Bioterio del
Instituto de Embriologia e Histologia, IHEM-CONICET. Seano® indistintamente
machos o hembras, adultos jévenes de una edad minindandeses con un peso
aproximado de entre 200-300g. El protocolo de axotasidigica fue aprobado por el
Comité de ética de la Facultad de Ciencias Médicas dailetdidad de Cuyo. Segun
regula este Comité las operaciones deben ser llevadabm por personal médico
idéneo, en nuestro caso fue un estudiante avanzalhocderera de medicina entrenado
en cirugia y anestesia de animales de laboratorio.oDi@bajo fue realizado por el

actualmente médico Luis Savastano.

2.2. Reactivos

El medio de cultivo para bacterias L@uria-Bertoni) fue preparado con
reactivos comercializados por la empresa Britania (BsieAwes, Argentina). El
antibiotico utilizado para la seleccién del plasmido &mepicilina comercializada por
BAGO Argentina. El medio de cultivo F12 fue de GIBCQufidnt Mixture-Invitrogen
Corporation, USA). Los marcadores de peso molecestéindar utilizados fueron de
BOSTON BioProducts Inc. (Worcester, MA, USA) y de GEalthcare Yppsala,
Swedel. La columna de intercambio i6nico QXL prearmadaapa@KTA fue de GE
Healthcare (ppsala, Swedén El reactivo ProLont)!, Gold Antifade Reagent, fue
adquirido en de Invitrogen (Life Technologies). Llipéddos usados en la preparacion de
los liposomas fueron de Avanti Polar Lipids Inc.(l#daa, USA). La enzima acil-CoA
sintetasa fue de Boehringer, Alemania y la coenzimel palmitato y la palmitoil-CoA
deSigma Chemicals, (St. Louis, MO, USA).

Todos los otros reactivos que se utilizaron fuerogrdelo analitico y obtenido de
Sigma Chemicals, (St. Louis, MO, USA), de ICN Biochemicalsr¢raj OH, USA), USB
Corporation (Cleveland, Ohio, USA) o GE healthcare (Uppsaimeden). También se
usaron reactivos de empresas locales como Chemeia (Mendoza, Wgggntiaboratorio
Andes (Mendoza, Argentina). El agua utilizada en los essty de calidad analitica y
purificada con un sistema purificador de agua (Barnstead EASY pure;

Barnstead/Thermolyne Corp., Dubuque, IA).
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2.3. Preparacion de sinaptosomas

El protocolo utilizado es una modificaciéon del desaad®l y descripto por
Gordon-Weeks en 1987 (Gordon-Weeks, 1987). Sefisacon las ratas por medio de la
administracion de anestesia en forma intraperiton@alsyerior decapitacion. La mezcla
anestésica elegida fue ketamina 70mg/kg y clorhidtatilacina clorhidrato 5mg/kg de
peso corporal. De los cerebros separamos el matentitad quitando el material
subcortical de ambos hemisferios. Las cortezas fuepomogeneizadas mecanicamente
en buffer SHE a 4 (0.32M sacarosa, 1mM EDTA, 5mM Hepes pH7.4) con
homogenizador de vidrio-teflén. Luego se centrifugch@mogenato (1,00@xpor 5
minutos), se transfiri6 el sobrenadante a otro tubogesespendio el pellet en igual
volumen de SHE y se centrifugaron ambas alicuotas nwawen(1,000xg por 5
minutos). Se juntaron los sobrenadantes y se volvieracentrifugar a una mayor
velocidad (17,500x por 15 minutos). Finalmente se resuspendieron losetpell
suavemente en un volumen equivalente de SHE y sefegaton otra vez los tubos
(17,500 por 15 minutos). Se colectaron los pellets en 12 nBldE el material con
jeringa (aguja 16gx1.5”), el material recolectado ee gmso se denomina fraccion
postnuclear 2 (5.

Sobre un gradiente de Ficoll previamente armado yibcado a 4C (8ml
12.5% (p/v) y 18ml 7.25% (p/v)), se sembro en la psufeerior la fraccion Fobtenida.
Se separaron los sinaptosomas de impurezas commangr ultracentrifugacion a
27,000 durante 60 minutos. Luego se colectd el material detdafase inferior (entre
7.25% y 12.5%), se procedié a diluir en 5 volimenes medio de cultivo F12
(GIBCO) agregando gota a gota durante aproximadam®énteirditos, permitiendo asi
que el equilibrio osmotico sea lento. Finalmente se roioi® lavados rapidos a alta
velocidad (17,500x por 5 minutos) para remover todo resto de Ficod baya en la
muestra final de sinaptosomas.

La concentracion proteica se midi6 mediante el ensay8radford (Bradford,
1976) y se ajusto la concentracion a 1mg/ml. Finalmsatactivaron los sinaptosomas
incubando la suspension a 37°C por 30 minutos. Darestara el material quedd listo
para la marcacién coii-palmitato o andlisis ultra estructural. Para analisis/pestern
blot de los sinaptosomas se lavan 3 veces con PBS/EDWA. Se disolvio el
sobrenadante en buffer de siembra (Tris-HCl pH6.Bm/Glicerol 10%/SDS 2%)
conteniendo 1mM EDTA y 10mM DTT con calor (98-2Q0).
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2.4. Preparacion de membranas resistentes a deterge  nte DRMs.

A partir de los sinaptosomas purificados, 100mg de pemedo, se hicieron dos
lavados con PBS/EDTA. Se resuspendio el materialrahde TNEX (25mM Tris,
150mM NaCl, 5mM EDTA, 1% v/v Triton X-100, pH6.5)4&C con inhibidores de
proteasas. Se incubd &CGpor 20 minutos, mezclando cada 5 minutos suavencente
pipeta. Se transfiri6 1ml del material tratado con TN&Xin tubo conteniendo 90%
(p/v) sacarosa/TNEX y se mezclas con vortex hastaogeneidad total. A dicho tubo se
agregd (desde la parte superior para evitarla mezcla)saheion de 35% (p/v)
sacarosa/TNEX (5ml), y luego otra solucién de 5% (pAgarosa/TNEX. Se centrifugo
20 horas a 100,00@xy finalmente colectaron fracciones de 1ml desde la sofeesfi
resuspendio el pellet en 1ml TNEX + 2% SDS.

2.5. Electroforesis en gel (SDS-PAGE)

Se utilizaron mini-geles (equipos Hoefer, Inc: SE25 Mini-VE) de
poliacrilamida segun protocolo de Laemmli (LaemmlQ7Q@). Las muestras se
mezclaron con un volumen adecuado de buffer debsgm se calentaron a 98-100°C
durante 2-3 minutos. Las corridas electroforéticaseaéizaron con buffer de corrida
(glicina 1.5% /Tris base 0.3%/SDS 0.1%) a un amp@&@jstante de 20-25mA por gel,

hasta lograr la separacion deseada de las proteinas.

2.6. Western Blot

Luego de la separacion electroforética los geles tiacptamida se transfirieron
mediante una electro-transferencia a una membrand@rdeefulosa de un tamafo de
poro de 0.4pm, en buffer de transferencia (Glicina 1.5%/Tris H&886/Metanol 20%)
durante 120 min. a 25 voltios constantes.

La sefial inespecifica se bloque6 con solucion de ldekeremada al 5% con
TBS-Tween 20 (Tris-HCI 50mM, pH8; NaCl 150mM; Twedh@1% (v/v)), incubando
15 minutos a temperatura ambiente. Se agreg6 eluanpic primario, realizando las
diluciones con TBS (Tris-HCI 50mM, pH8; NaCl 150mktn leche al 5% y se incubd
durante 90 minutos a temperatura ambiente. Se lawEcet@ de anticuerpo con TBS-

Tween 20 al 0.1% (v/v). Finalmente se incub6 con &taerpo secundario apropiado
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conjugado a peroxidasa a la dilucion adecuada, rdaliea TBS con leche al 5% y se
incubd 60 minutos a temperatura ambiente. Por Ultimo,ob86va lavar con TBS-
Tween 20 al 0.1%( v/v).

2.7. Quimioluminiscencia

Durante la realizacion de la tesis doctoral se usaanios kits comerciales de
quimioluminiscencia como ECL (GE healthcare) y Westeightning (Perkin Elmer).
Finalmente optamos por preparar el reactivo quimiolunenigcen el laboratorio. Este
reactivo consiste en la mezcla de voliumenes iguales siesalociones, la solucion 1
(Tris 100mM pH8.5; luminol 2,5 mM; acido cuméariccbM) y la solucién 2 (agua
oxigenada al 0,1% en Tris 100mM pH8.5). Obtuvimosekres resultados en la
intensidad de la sefial con la preparacion fresca sleelactivos quimioluminiscentes
antes de su uso.

La deteccion de la sefial se realiz6 con un sistemaumeiaduminiscencia y
siguiente exposicion en una placa fotosensible. Seautlizdos marcas diferentes de
placas con similares caracteristicas HyperFilm TM ECighHperformance (GE
healthcare) o CL-XPosure (Pierce, Tecnolab, BuenossAArgentina). También en los
ultimos experimentos se utilizé un sistema de deteccigquaheioluminiscencia digital,
LAS Fuji.

2.8. Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales anti-GAP-43, fueramdpcidos y donados por el
laboratorio del Dr. David J. Schreyer, Universidael S$lackatchewan, Canada. Los
anticuerpos policlonales de conejo anti-fyn, rhoBryfueron adquiridos de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Los anticuerposi dahy-1 fueron de BD-
Pharmingen (California, USA) (mAb OX.7). Los anticues@mnti- SNAP-25, VAMP y
sintaxina fueron adquiridos en Synaptic System (Goettjf@ermany). Para detectar la
enzima PKC se utilizé6 un anticuerpo solamente contrsuletipo alfa producido por
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Lagcaerpos de las subunidades
de las integrinas, (Clon F4, Pharmingen) f§5 (Clon F11, Pharmingerfyeron donados

por la Dra. Leyton. Los anticuerpos secundarios a@ide raton y anti-lgG de conejo
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conjugados con peroxidasa de rabanito fueron comgradolaboratorio LETH,

Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, Argentina.

2.9. Cepas de E. coli

Para la amplificacion del plasmido se utilizé la cepaEdeColi TOP 10, de
genotipo: Fend Al recAl galE15 galK16 nupG rpalacX74 ®80lacZAM15 araD139
A (ara, leu) 7697 mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) . Para la expresion de la proteina
GAP-43 se utilizé la cepa de.Coli BL21 (DE3) de genotipo: FompT gal dcm lon
hsdS (rs”" mg) A (DES3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]).

2.10. Plasmidos

Para la expresion en bacterias de la proteina GAP-ARils el plasmido
pkr172/GAP-43(McLeod et al., 1987), generosamentedoedor el Dr. Diaz Guerra
(Departamento de Biologia Molecular, Facultad de GaesndJniversidad Autbnoma de
Madrid, Espafia). Este plasmido tiene insertada la seruecodificante para la
expresion de la proteina GAP-43 de rata, bajo ladiba de un promotor regulado por

IPTG (Isopropilp-D-1-tiogalactopiranosido

2.11 Preparacion de bacterias Competentes

Se prepararon las bacterias competentes para la m@eepemplificacion del
pladsmido pkrl72/GAP-43, por la técnica de Ga&# parti6 de un cultivo de 10 ml de
medio LB de la cepa bacteriaBacoli Topl0, crecido durante toda la noche 4Q37
Luego se diluy6 con un factor de 1/50 el cultivo creddmnte toda la noche y se crece
hasta obtener una densidad oOptica de 0,4s(04). Se centrifugaron las células y se
resuspendieron en ST1 (KCI 10 mM, MOPS 10 mM pHZjeWwhmente se centrifugod, se
resuspendio en ST2 (KCI 10 mM, CaGD mM, MOPS 100 mM, pH6.5) y se incubd
en hielo durante 20 minutos. Finalmente se centrifug@syspendid en ST2 para

transformar en el momento o en ST2 con 10% (v/v) demli para guardar a -80°C.
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2.12. Transformacion de bacteria E.coli competentes

La transformacion se realizé agregando el ADN plagmidh las células
competentes e incubando 1 hora en hielo, para luedi@aareun shock térmico de 45
segundos a 42°C. Se crecieron las bacterias en mB@jtucosa 2% 1 hora a 37°C con
agitacion, y se centrifugaron para sembrar en medidoshB-Ampicilina lo que nos
permitid seleccionar a las bacterias que habian incalpoet plasmido por su

resistencia al antibiotico.

2.13. Extraccion de ADN plasmidico

Se utilizé el método alcalino, el cual consisti6 en inocutani5de medio LB-
Ampicilina (10Qug/ml) con una colonia bacteriana que posea el ptisngue
desedbamos aislar. Crecimos a 37°C durante todaclee nose cosecharon las células
por centrifugacion. Luego se resuspendio en 2ml gellecion | (Tris-HCI 25mM, pHS8;
EDTA 10mM), se agregaron 4ml de la solucion Il (Na@BR M; SDS 1%) y se mezcld
suavemente por inversion. Se dejé 10 minutos en hiséoagregaron 3ml de la solucién
lll (Acetato de potasio 3M, pH 5.2). Se mezclé suavem@or inversion, se dejo 10
minutos en hielo y finalmente se centrifugd 20 minut®6,800xg a 4C.

Al sobrenadante, se le agregaron 20 ml de etanol 308&oincubd durante 10
minutos a una temperatura de *20Pasada esta incubacion se volvieron a centrifugar
20 minutos a 10,000xg. Se secaron los pellets y sspesdieron en 0.5ml de buffer TE
(10 mM Tris-HCI pH8; 1mM EDTA). El producto obtenido satdé con RNAsa en una
concentracion final de 2@/ml y se incubd a 3T durante 30 minutos. Se realizaron 2
extracciones fendlicas agregando un volumen de felowbformo (1:1), se mezclé por
inversion, y se separaron las fases por centrifugati@m{nutos a 5,00@j. Se tomé la
fase acuosa y se precipitd el ADN con el agregadane dilucion de 1:10 de la solucion
Il antes mencionada, dos volimenes de etanol 100%cedd a -20C durante 20
minutos. Se centrifugé 10 minutos a 12,0810 lavo el pellet con etanol 70%, para

eliminar restos de sales y se resuspendi6 en 0 &rajda estéril.
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2.14. Expresion y purificacion de la proteina GAP-4 3

Se parti6 de un cultivo de toda la noche &3#n LB-ampicilina, inoculado
desde el glicerol. Luego se realizo la expansion dévoudl dia siguiente realizando
una dilucién 1:100 en medio LB-ampicilina y se creciGtadlegar a una densidad
Optica (DO) de 0.4-0.6. Para la induccion se agrégddector de la expresion IPTG a
una concentracion final de 0.4mM, se incubdé &C22iurante toda la noche. Se
cosecharon las células a la mafana siguiente centrifoga 3,000 10 minutos y se
resuspendio en buffer de lisis (Tris Cl 50mM pHERTA 2mM, EGTA 1mM, NaCl
100mM, PMSF 1mM y DTT 50mM). Para la lisis se utillaésonicacion (8 pulsos de 1
minuto neto, 2 minutos totales 80%). Se centrifugd paririutos a 14,000xy se trata
el sobrenadante con calor °8) durante 5 minutos y se centrifuga nuevamente 10
minutos a 14,000x Luego se tratdé con acido perclorico a 2.5% (v/sg entrifugo 30
minutos a 14,00aGx Finalmente el sobrenadante se precipitdé con TCAddéac
tricloroacético) al 15% (p/v) final, y se centrifugd 3@ minutos a 14,00@x Se lavo el
pellet 2 veces con la mezcla etanol: eter etilich)(Jpara lavar los restos de TCA. Se
resuspendio el pellet en el volumen adecuado y seébrdemn una columna de
intercambio i6nico fuerte QXL para el equipo de peaifion FPLC modelo AKTA-GE.
Se eluy6 con un gradiente de Tris 50mM pH7.4, haggarle Tris 50mM, 1M NacCl y
se tomaron alicuotas de 1ml. Luego mediante SDS-PAG&hakzaron las alicuotas

eluidas para ser utilizadas en el resto de los ensaydGAIR#3.

2.15. Fosforilacion in vitro de GAP-43

2 ng de proteina GAP-43 fueron incubados durante 40 n3@°& con 2 mM
DTT, 5mM CbMg, 10 pM ATP marcado conl00uCi/ml v*P (NEN PerkinElmer,
Migliore Laclaustra), 100M Cl,Ca, 14@M fosfatidilserina, 325nM forbol 12-miristato
13-acetato (PMA), PMSF 1mM, 20mM Hepes pH7.4, ersgmeia o ausencia de 0,6
U/ml de PK@II (Calbiochem). Las muestras se resolvieron en einSipS-PAGE al
12,5%, este fue tefiido con Coomassie blue, sechtimy expuesto en una placa Pierce
CLXPosure.

64



2.16. Palmitoilacion in vitro de GAP-43 o BSA

La incorporacion del palmitato a las cisteinas libres deptateinas se realizo
incubando la proteina con palmitoil-CoA en buffer Hepe@nild a un pH determinado
(7 u 8) a una temperatura de’@0durantes dos horas. La relacién molar palmitoil-CoA

proteina fue variable como se describe en cada ensayo

2.17. Preparacion de *H-palmitoil-CoA.

Se evapord una alicuota dd-palmitato (en etanol) y luego se resuspendié en
10ul de Triton X-100 al 1%. Se agreg6 coenzima-A 1mMPALOmMM, MgC} 10mM y
la enzima acil-CoA sintetasa (Boehringer, Alemaniajufidad/ml), en buffer Hepes
10mM pH7.5. La reaccion se realizd en 200ncubando a 37 durante 2 horas, para
detener la reaccion se agregd 1ml volimenes de clonof metanol (1:1). Para hacer
evidente la transformacion se tomo6 una alicuota la aidlesé a un volumen final
100ul, se agrego 2748 de agua y 500 cloroformo, separ6 las fases organica y acuosa
mediante centrifugacion. Sobre las fases separadasls® una cromatografia en capa
delgada (TLC) con una fase mévil compuesta por bifgaido acético/agua (5:2:3). Se
realizé la fluorografia con PPO (2,5-difeniloxazole) ¢er étilico al 10% (p/v) y se

expuso a una placa sensible a°@0

2.18. Fluorografia de geles SDS-PAGE

Se tifié el gel con Coomassie blue (solucion de AzuCdemassie R-250 0.1%
en metanol 40%, &cido acético 10%) y se destifié cacéico/ etanol (5% / 30%).
Luego se tratd el gel con una solucion APEX (55% a€&tico, 2% PPO, 30% Xileno,
15% etanol) durante una hora. Se lavo dos vecest®#28 minutos con agua destilada.
Finalmente se tratd con una solucion de metanol/gliq@@¥/10%) y se secO para

exponer a una placa fotosensible &0
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2.19. Preparacion de liposomas

Los lipidos se disolvieron en solvente organico (ctmmb o cloroformo:
metanol dependiendo del lipido) asegurando una meaoladggénea y se armaron asi las
diferentes composiciones. Luego la mezcla de lipidosesd suavemente inyectando
nitrégeno liquido con una aguja. Para asegurar uneet@tporacion del solvente se dejo
en una cdmara de vacio toda la noche. La hidratatgbrilm de lipidos se realizd
agregando lentamente el medio acuoso con agitacioringantLa temperatura de
hidratacion debia estar por encima de la temperaturaageidion (Tm). Para la
hidratacion de las vesiculas se utilizé buffer Hepes pHprdgelucto de la hidratacion
fueron vesiculas multilamelares (LMV) con una estrucamaloga a las capas de una
cebolla. Una vez que la muestra estaba totalmente tddrase cargé en una de las
jeringas del equipo y colocamos cuidadosamente eextramo del extrusor (Avanti
lipids). Seempujé suavemente el embolo de la jeringa para qeell@ion de lipidos
pasara por la membrana y las vesiculas pasen a imelares (LUV). Se paso6 10
veces la misma muestra de lipidos hasta que la sugpessivolvid una solucion

transparente.

2.20. Resonancia paramagnética electronica (EPR)

Los marcadores de espin liposolubles utilizados fuéspril2 y 16 SASL
adquiridos a Sigma. Se prepararon soluciones ma&iy (mM) en etanol 100%
(Merck), que se conservaron a —70 °C. La incorp@mnadel marcador de espin en las
muestras se realizé de la siguiente manera: primeremesith en un eppendorf una
cantidad de la solucion madre conteniendo como méaxinidoemolar de los lipidos
totales a marcar y se dejo evaporar el solvente (eatsoluto). Luego se incorporo la
suspension de membranas y se incubd la mezcla a termpeaatbiente, durante 30
minutos. Cumplido el tiempo de incubacion, las muassfueron centrifugadas y el
sobrenadante fue descartado de manera de eliminaarehdor no incorporado. Los
espectros de EPR fueron registrados a 2B°C y a 9.7 GHz (banda X) en un
espectrometro Bruker ER 200. Las muestras fueron déican capilares de vidrio,
sellados en un extremo y ubicadas en tubos de cdardanm de didmetro exterior. La
frecuencia de modulacion del campo fue de 100 KHz wnhplitud del campo de

modulacion se mantuvo siempre por debajo del 30%slarichos de linea, para evitar
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distorsionar los espectros por sobre modulaciércaiipo central fue de 3340 G y se
barrieron 100G en 200 segundos.

2.21. Marcacion metabdlica de sinaptosomas con  *H-palmitato.

Luego de su purificacién en el gradiente de Ficollasaron los sinaptosomas
con medio F12, dos veces. Se diluyeron a una otmaosdn de g/l final se
incubaron los sinaptosomas crpalmitato a 1mCi/ml, a 3 por 30 minutos o una
hora. Luego se precipitaron las proteinas con la t&cdé cloroformo metanol, se
resuspendid en buffer de muestra y se realiz6 unfRSE para analizar la sefial por

fluorografia.

2.22. Ensayo de intercambio quimico del acido graso (ABE)

2.22.1. Blogueo con N-etilmaleimida (NEM)

Se bloquearon las muestras durantes toda la noch€,acdn NEM a distintas
concentraciones. Se utilizaron diferentes buffers patdoqueo: para la fraccion Be
uso un buffer de lisis (PBS/EDTA 1mM/Triton 1% (vAr)para el bloqueo de BSA se

probaron varios buferes PBS, Tris y Hepes como seritée en el capitulo 2.

2.22.2. Clivaje de palmitatos con Hidroxilamina

Se trataron las muestras con hidroxilamina 1M, pH7pgmeela en el momento)
durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego de ratdeniento las proteinas se
precipitaron con TCA al 15% vy el pellet se lavo con &zate de etanol:éter etilico (1:1)

antes de resuspender en buffer de siembra para 8B&-P

2.22.3. Marcacion de cisteinas libres con biotina-m  aleimida

Se resuspendién 200 ul de 50 mM Tris pH7.4, 1 mM EDTA, inhibidores de
proteasas y 20 pl de 4 mM biotina-maleimida disueltaD&450 y se mezclaron
suavemente por una hora a temperatura ambiente. Leqgeapitaron las proteinas a
temperatura ambiente con la técnica de cloroformo:metaRktnalmente se
resuspendieroan 200 ul de buffer de siembra. Las muestras se analizarokMastern
blot.
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2.22.4 Revelado de las biotinas con estreptavidina  -peroxidasa

La membrana se bloqued con leche descremada ah5EB®-Tween 20 (Tris-
HCI 50mM pH8, NaCl 150mM; 0.1% Tween20(v/v)) durai@@ minutos, luego se
agregd la estreptavidina conjugada a peroxidasa y @&bdndurante una hora.

Finalmente se lavo con TBS-Tween y se revel6 por qlumimiscencia.

2.23. Axotomia unilateral

Se expuso el nervio ciatico mediantea incision cutdnea en el segmento medio
del muslo, y se procedio a la identificacion del necidico entre los haces musculares.
Una vez localizado el nervio, se utilizé6 una pinzanderocirugia (n°7) con la cual se
comprimié el nervio intensamente 2 veces durante @jQnskvs, produciendo de esta
manera una axonotmésis (o0 lesion axonal por commjedbdrealizar los pinzamientos
podemos observar una contraccion refleja del mienmtbesiar ipsilateral (lo que indica
que realmente se estd comprimiendo el nervio ciéti&ste procedimiento es
equivalente a una neurotomia, pero con la ventaja jde id&acta la vaina y los tejidos
de sostén del nervio permitiendo la regeneracion axhavés de la lesion. Una vez
finalizado el procedimiento se cerrd la piel con pargeparados con hilo seda o con
grampas. Se administré por Unica vez durante lasepasr48hs un analgésico potente

(0,1ml de Ketorolac 15mg/ml) por via intraperitoneal.

2.24. Preparacion de las muestras para Western Blo t

Luego de 2, 7 o 14 dias de la cirugia las ratas @éisaron por anestesia y
posterior decapitacion para la extraccion del segmemdular lumbo-sacro con sus
respectivas raices, ganglios y el nervio ciatico. Dichasstras de tejido se procesaron
sumergiéndolas en buffer de siembra (Tris-HCI pH&BmM, glicerol 10%, SDS 2%)
y se trituraron con ultraturrax durante 30 seg. a \@docmedia. Luego fueron tratadas

por ciclos de calor y sonicacion en bafio parasia tbtal del tejido.
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2.25. Preparacion de las muestras para inmunofluore  scencia
indirecta (IFI)

Luego de 2, 7 o 14 de la cirugia, las ratas fuerastaniadas, prefundidas
intracardiacamente con una solucion de lavado para fuefiondir con una solucion de
fijado (paraformaldehido al 4% v/v). Luego se extejsegmento medular lumbo-sacro
con sus respectivas raices, ganglios y el nervio cidBieosumergio el tejido durante
24hs en paraformaldehido al 4% completando la fijagiama vez finalizado dicho
tiempo fue sumergido en sacarosa al 30% durantept8hdograr la crioproteccion.

Las muestras para IFI (médula espinal de la zon&d3,4DRG control, DRG
crush, nervio ciatico control y nervio cidtico crush rfzode lesion]) fueron
diseccionadas, colocadas cuidadosamente sobre peduagiogentos de nitrocelulosa,
de un tamafio aproximado al del tejido, luego se cudsié con alcohol polivinilico
(Frozen Section Medium, StepHen Scientifjc que sirvi6 para proteger el tejido y
facilitar su manipulacién; a continuacion las muestrasssomergidas en isopentano a -
80°C durante 2 minutos. Después, las mismas sonaddscen tubos de plastico
enfriados y guardadas a -80° C, hasta el momento d#ligacion.

En el momento de montar las muestras sobre portaobgstias fueron llevadas
al crigstato (-27° C) y dejadas durante 20 minutosa permitir que se equilibre la
temperatura. A continuacion se colocaron la muestra® sobtaco de aluminio, y se
cortaron secciones transversales (médula) y long#ietinnervios y DRGs), de 18n
de espesor. Las secciones fueron luego colocades gotiaobjetos cubiertos con poli-
lisina (médula) 6 gelatina 1% (nervios y DRGs). Lasestias fueron guardadas en
freezer a -20° C, en cajas de pléstico y con gradeasilica gel (para mantener un

ambiente seco) hasta su utilizacion.

2.26 Preparacion de portaobjetos para montaje de se  cciones

Los portaobjetos se sumergieron durante 60 minutosnper@tura ambiente
(RT) en HCI 2N para limpiarlos, luego se enjuagarajo lagua corriente durante 20
minutos, y se realizaron 2 lavados mas con agua batistiA continuacion se secaron
en estufa durante 1 hora. Los portaobjetos para cudmr poli-Lisina fueron
sumergidos en una solucion 1/10 de poli-L-Lys (Signhdriéh™, concentracion stock:
0.1% (w/v), P.M: 150,000-300,000) durante 5 minuteegados en estufa durante una

hora. Para los portaobjetos con gelatina 1%, se grapa solucion de 2,5 gr. de
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gelatina (Merck) y 0,25 gr. de dicromato de potasiterCk), en agua bidestilada a
60°C, se sumergieron los portaobjetos en la soluci€m dejaron secar toda la noche a

temperatura ambiente.

2.27 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Las muestras fueron sacadas de -20°C y se lastalegr temperatura
ambiente en su caja cerrada. Luego los portaobjettimadids fueron colocados en
camara humeda e hidratados durante 5 minutos con louffano-Tris pH6.9 (Tris-HCI
1 M, NaCl 5 M). A continuacién fueron llevados a 12Dy 2 atmésferas de presion en
buffer citrato pH6 (citrato de sodio 0.1 M). Se enjuagdaninutos en buffer inmuno-
Tris, se hicieron 2 lavados. Después, las muestrascabaron con NECI 50 mM
durante 20 minutos, seguidos de 3 lavados de 5 minatizss uno. A continuacion las
muestras se incubaron con la solucién de bloqued (B% p/v; Tween- 20, 0.01% v/v
y suero de la especie animal de la cual se obtuanteluerpo secundario, 10% v/v; en
buffer inmuno-Tris), durante 20 minutos. Luego se ilacoh las muestras con
anticuerpos primarios en solucion carrier (misma caiggim que el bloqueador, sin el
suero animal) reactivo para: Thy-1 (1:1000, monocjpraibunidada, de integrina
(1:500, cabra o 1:1000, monoclonal), subunifade integrina (1:500, cabra o 1:1000,
monoclonal), GAP-43 (1:1000, monoclonal), , GFAR2QD;, cabra) y control negativo
(sin anticuerpo primario). La incubacién se hizo a 4°Gudie toda la noche en camara
himeda.

Al dia siguiente se retir6 la cAmara de la heladesargalizaron 3 lavados de 20
minutos cada uno con inmuno-Tris, y 2 lavados de futes cada uno con la misma
solucion. Luego se incubaron las muestras (con emmisarrier del anticuerpo
primario) con el anticuerpo secundario conjugado wotiluoréforo: Ig de conejo anti
raton-Alexa 488 (verde, 1:600), Ig de burro antirea®y3 (rojo, 1:800), Ig de burro
anti cabra-Alexa 488 (verde, 1:300); o bien, un aetipo secundario conjugado a
biotina: 1g de caballo anti raton-biotina (1:200) o dg caballo anti cabra-biotina
(1:200). El tiempo de incubacion de los anticuerposrstamios fluorescentes fue de 90
minutos a temperatura ambiente. En el caso de los argms! conjugados a biotina,
terminada la incubacion, se realizaron 3 lavados deifdtos cada uno y se incubd la
muestra con un conjugado estreptavidina-FITC (verd#)0), o bien estreptavidina-

Texas Red (rojo, 1:400) durante 1 hora mas; el prapdsi este método, se basa en la
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afinidad de la estreptavidina por la biotina, lo que ehda localizacion mas
especifica.Todas las incubaciones, lavados y tratamigristeriores se hicieron en
oscuridad, para no agotar los fluoréforos.

Terminada las incubaciones de anticuerpos secundgfsconjugados de
estreptavidina, se realizaron 3 lavados de 20 minutds €ao y 2 mas de 15 minutos
cada uno, con inmuno Tris, seguido de un lavadoanas"BS o bien con un buffer de
equilibrio (Molecular Probes), durante 5 minutos, sede#l liquido y se dejo secar
levemente. A continuacion se realizo el montaje de lassiras, en este paso se agrego
a la muestra un medio de montaje, que por un ladadenfa deshidratacion y
contaminacion de la muestra, y por otro contiene amptiesto que impide que la
muestra pierda fluorescencia rapidamente, el masoudacdcestos compuestos es el n-
propil galato.

Entonces se agrego el medio de montaje, que puegeeparado por nosotros
(glicerol 80% (v/iv), PBS 1M 16% (v/v) y n-propil galla# (p/v), 6 comercial
(ProLong™, Gold Antifade Reagent, de Invitrogen), este Ultimo iemwet ademas 2%
(w/v) de DAPI (colorea nucleos, azul fluorescentedalGuiera de los dos medios
contiene 0.001% (p/v) de azida sddica, para prevanitaminaciones bioldgicas. A
continuacién se coloco el cubreobjetos, con el cuiddgllno dejar burbujas, y sin
presionar el centro del portaobjetos, ya que se poddf@ar las muestras, y se sellaron
los dos vidrios con esmalte comun para ufias, se deggoar 20 minutos y se
guardaron hasta su uso a 4°C en oscuridad.

Las imagenes se tomaron con un microscopio conftikah EZ-C1™ y fueron
analizadas con el programa Nikon EZ-C1 freeviewer™®grmoun microscopio confocal

Olympus FV-1000™ y con el programa FV10-ASW™ viewer.
ymp

2.28. Analisis estadistico

Las diferencias entre las condiciones experimentatesityoles se analizaron por el test
ANOVA de una via 0 el Test T de student. También sezdatél test de Tukey-Kramer
post hoc para el ANOVA. Las diferencias seran camaidas significativas con un

p<0,05 entre los grupos experimentales.
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CAPITULO 3

Regulacion de la
composicion de complejos
submembranales en
respuesta a sefales
relacionadas con el
desarrollo y la regeneracion

neuronal.
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3.1 Introduccion al capitulo 3

Desde hace varios afios que se ha planteado un debgata de las ventajas y/o
desventajas del uso de las diferentes técnicas paidelatificacion de los dominios
lipidicos presentes en la membrana plasmatica. Estosidsntipidicos pueden ser
identificados mediante distintas técnicas, que pueéenb®quimicas, fisicas o de
microscopia. El debate sigue abierto en la actualidaren a si los microdominios
observados por las diferentes técnicas tienen sulade como dominios biolégicos
similares dentro de la membrana en la célula vivanfielu2003).

En el desarrollo de esta tesis por razones historinatgdologicas utilizamos la
técnica bioquimica de solubilizacion de proteinas en bnamas con detergente no
ionico. Esta técnica consistio en el tratamiento denlsbranas con Triton X-100 en
frio (ver seccion 2.4) y posteriormente purificar last@inas de los dominios resistentes
a detergentes (DRMs) mediante ultracentrifugacion egradiente de sacarosa. De esta
manera se pueden separar las proteinas extraidamdmlarana por su densidad, que la
ubica a distintas densidades del gradiente deperalidadla cantidad y calidad de
lipidos asociados a la proteina. Cuando la solubilizacidnes total debido a la
naturaleza de los lipidos que acompafan a la protetianda que su densidad sea
menor por lo tanto en el gradiente se ubica en fraesicsuperiores del mismo. La
resistencia, parcial o total a la solubilizacion por deteegeren frio estd dada
principalmente por el grado de ordenamiento lipidicdodedominios en los que estan
presentes las proteinas en la membrana (Brown, 2006).

Los lipidos que conforman las membranas puedennenacse basicamente en
tres estados de ordenamiento: 1) gel o sdlido, 2jdiiqaristalino también llamado
desordenado y 3) liquido ordenado. La fase de ondienéo o estado adoptada por los
lipidos en la membrana depende en gran parte detrlactesa lipidica (longitud y
saturacion de las cadenas de carbono) como asi tashiEntemperatura del medio.
Por ejemplo la esfingomielina tiene cadenas de cartemgad y saturadas por lo que
mezclas lipidicas ricas en esfingomielina tienden a tadojases solidas (gel), las
cadenas insaturadas que se encuentran en los glicfadiffidos tienden a enriquecer
las fases liquidas de la membrana (van Meer et @D8)2 Sin embargo también es
importante para el ordenamiento lipidico las estructond@s complejas como los grupos

prenoides o esteroides presentes en una gran vadedguidos celulares. Por ejemplo
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tanto los esteroles como el colesterol, en una bicajuictipformada presentan una fase
liquido ordenada (van Meer et al., 2008).

El alto grado de empaquetamiento de las cadenas amlse)presentan en los
estados gel y liqguido ordenado es considerado Ixipal causa de la resistencia a
detergentes en frio que presentan estos dominios. Podiegais a comparar a los
DRMs con los dominios de la membrana en fase liquiderada (Lo) similares a las
balsas lipidicas funcionales conocidas como ‘“rafts’nd@emos que los dominios
identificados como DRMs no son exactamente los mistoosinios “rafts” existentes
en la célula intacta, pero a nivel funcional puedenceesiderados equivalentes. Esta
técnica de purificacion de DRMs nos permite estudiarproteinas presentes en estos
dominios lipidicos y su importancia funcional, desdenfoque bioquimico.

La ventaja de la utilizacién de aparatos de baja ¢gjiipd en el desarrollo de
esta técnica se ve opacada por la desventaja quetpraseprotocolo bastante extenso
donde la manipulacion del operador es fundamenitaler8bargo en nuestro laboratorio
esta técnica estaba muy bien descripta y utilizada exitosantPatterson, 2002)
Teniendo en cuenta las limitaciones, la técnica defigagion de dominios por
resistencia a detergente como en Triton X-100 frio estaatefy utilizada en muchos
trabajos para la caracterizacion de proteinas ubical&stos dominios membranales
(Edidin, 2003; Gil et al., 2006; Patterson, 2002).

Cuando analizamos la funcionalidad de los dominidgitips podemos ver que
existen muchos ejemplos de proteinas involucradas dramsduccion de sefiales
presentes en estos dominios membranales. Un ejengMe eh nuestro estudio es la
proteina relacionada al crecimiento neuronal, GAP-4& ge presenta en niveles
elevados en los DRMs de sinaptosomas de cerebraad@ackawa et al., 1997; Meiri
and Gordon-Weeks, 1990) de manera dependiente galdatoilacion (Arni et al.,
1998; Trenchi et al.,, 2009) sugiriendo la importand@a estos dominios en el
funcionamiento de las terminales nerviosas.

Si analizamos la maduracion de las terminales nervidsade los conos de
crecimiento hasta la sinapsis madura, podemos obsgueaocurre un cambio en la
composicion de las proteinas encontradas en los DRM% Estins cambios podemos
mencionar una regulacion negativa de GAP-43, y ugalaeion positiva de proteinas
sinapticas palmitoiladas como VAMP y SNAP-25. La paditacion de proteinas tiene
un papel importante en el reclutamiento de las moléddasefalizacion a complejos

membranales y un rol fundamental en la biologia drdmacion de las terminales
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nerviosas en el adulto. La identificacibn de nueyasteinas blanco para esta
modificacion es esencial para el estudio del sistemaase tanto durante el desarrollo
embrionario como en la adultez en la regeneracionoludg la injuria neuronal
(Patterson, 2002; Patterson and Skene, 1999).

Varios grupos las proteinas que han sido descripto® dovolucradas en la
regeneracion y desarrollo neuronal, entre los grgpedrabajaremos en este capitulo se
encuentran las proteinas asociadas al crecimiento AR43, la familia src (las
quinasas fyn y lyn), la superfamilia de pequefiadefmas G (rho) y las proteinas
SNARES (SNAP-25 y VAMP).

La proteina asociada al crecimiento GAP-43, es una slepiateinas mas
abundantes tanto en los conos de crecimiento neuronafee ea las terminales
nerviosas adultas. Es uno de los principales sustratiosnades de la proteina quinasa C
(PKC) y es defosforilada por la fosfatasa calcineurinau@er et al., 1989). Otra
caracteristica importante es que GAP-43 posee dos cst@alaitoiladas cuya
presencia es en principio fundamental para su ubitaen diferentes dominios
membranales como los DRMs (Arni et al., 1998; Tremtlal., 2009). Funcionalmente
GAP-43 esta involucrada en la extension de neuritasasd en la plasticidad neuronal
y se sobre-expresa luego de una injuria neuronarfRe006; Skene, 1989).

En sistemas celulares como la linea celular PClihdaccion a fenotipo
neuronal por el tratamiento con NGF es acompanadarpararcado incremento en los
niveles de GAP-43, asi como cambios es su ubicanémbranal (Van Hooff et al.,
1986; Van Hooff et al., 1989). Se ha visto que estaemtio de GAP-43 podria ser
debido a que el NGF regula el tiempo de vida medidRt\#\ mensajero que codifica
para la proteina (Irwin et al., 2002). Resultados ntéegedescriben a la fosforilacién de
GAP-43 por la quinasa PKC en serina 41 como un pase wmodula los
comportamientos de crecimiento de neuronas mediante i@areb la distribucion
membranal (Nguyen et al., 2009). Por otro lado témtse ha demostrado que la
fosforilacion de GAP-43 se ve estimulada por el tragahoi con la neurotrofina NGF en
conos de crecimiento (Meiri and Burdick, 1991).

La familia de proteinas src (SFKs) presenta cinco pritespaiembros (src, fyn,
Ick, lyn y yes) que juegan un rol fundamental ersddializacién celular dentro del
sistema nervioso. Entre los numerosos procesos gudose encuentra involucrada esta
familia podemos destacar su importancia en la pidatic sinaptica, a través de la
regulacion de la actividad de los canales Ca(V) gptres NMDA (Kalia et al., 2004).
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Una funcién llevada a cabo por este grupo de protginalevante para este trabajo es la
sefializacion en el crecimiento de neuritas durante fresta a la neurotrofina NGF en
neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Tucker e2@08).

Un tercer grupo de proteinas relacionadas es lafaupiba ras conformada por
al menos 50 pequefias proteinas monoméricas de uniducidtido GTP. Los
miembros de esta superfamilia estan involucrados erhasufunciones celulares,
incluyendo regulacion del crecimiento y diferenciacidético intracelular y control del
citoesqueleto (Downward, 1991). Cinco subfamilias se hestripto basandose en
similitudes bésicamente estructurales mas que furlemn®e las subfamilias mas
importantes existen tres estrechamente relacionadagNress, H-ras y K-ras), rab
(numerosas isoformas) y rho (rho, rac y cdc42, eoias isoformas de cada una). Todas
las proteinas miembros de la superfamilia ras se emaneisopreniladas, pero solo
algunas son ademas palmitoiladas (Hancock et al.,; 1&8%ock, 2003). Entre las méas
estudiadas se encuentran las proteinas ras, mientrasofasmas H y N-ras son
farneciladas y palmitoiladas, la isoforma K-ras es imége prenilada. Muchas de las
isoformas de la subfamilia de proteinas rho tambiérpabnitoiladas, entre las mejores
descriptas se encuentran rho-B, rac-1 y cdc42. Similarfosforilacion de proteinas la
palmitoilacion es un proceso reversible dinAmicamenteladg por estimulos celulares
especificos. De esta manera la palmitoilacion provee ung@atenecanismo de control
de la sefalizacion celular por factores neurotréfigtuang and El-Husseini, 2005).

Muchas proteinas miembros de este grupo son traduderdss caminos de
sefalizacion de los receptores de neurotrofinas cokno p75NTR. Por ejemplo el
receptor trk activa una via de sefalizacion a travésisleue regula la supervivencia
neuronal y la diferenciacion a través de la acttvacile los caminos de quinasas
activadas por mitégenos (MAPKS) y la quinasa reguladdgpsefal extracelular ERK
(Huang and Reichardt, 2003). Las vias de sefalizat@breceptor p75NTR son menos
conocidas pero también se ven involucradas en susa@suhe activacion varias de estas
pequefias proteinas G como racl, rhoA y cdc42 hastomlento (Roux and Barker,
2002).

Las proteinas SNAREs son proteinas unidas a membraeaingervienen
activamente en el proceso de fusidbn de membranas reethdiormacion de complejos
SNARE. Basicamente el complejo SNARE esta formadotpes proteinas: VAMP
(vesicle-associated membrane protein) también coaocmdno sinaptobrevina, SNAP-

25 (synaptosome-associated protein of 25kDa) y sirdaxias SNAREs asociadas a
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neuronas son VAMP-2, SNAP-25 y sintaxina-1 (Duman Bode, 2003). La proteina

sintaxina posee dominios transmembrana para anclarsenabrana mientras que
SNAP-25 y VAMP se encuentran ancladas a través desgrhsos de cadena larga
como el palmitato. La S-palmitoilacion en estas y en girateinas presinapticas regula
su tréfico intracelular y funcion celular (Prescottlgt2009).

En este capitulo nos propusimos identificar factores Idigicos vy
farmacoldgicos que activen las cascadas de sefiélizawiolucradas en el crecimiento
y regeneracion axonal. De esta manera analizaremdsdacion submembranal en los
dominios membranales resistentes a detergentes (DRMgjistietas proteinas de
conocida intervencibn en el crecimiento neuronal anteerafifes estimulos
farmacologicos vy fisiologicos.

Para llevar a cabo nuestro objetivo utilizamos el modelsidaptosomas de
corteza cerebral de rata utilizado en varios trabajodatbelratorio (Patterson, 2002;
Patterson and Skene, 1999) Este modelo nos permattuglio de aspectos fisioldgicos
y farmacolégicos de la funcién sindptica de una naasample sin ser necesaria la
utilizacion de dificultosos cultivos primarios de neusna

Luego aislaremos las fracciones resistentes a detesger®RMs mediante la
extraccion de las proteinas por detergente no ionicp dricuestro caso utilizaremos
Triton X-100 y la separacion por ultracentrifugacion gmadiente discontinuo de
sacarosa. Finalmente por la técnica de Western blbzammos las distintas fracciones
del gradiente especificamente cada una de las protgileasos interesa estudiar (ver
capitulo 2.4y 2.7).

3.2 Resultados y discusion
Nuestro primer objetivo especifico era el estudio de Idaalizacion

submembranal de ciertas proteinas palmitoiladas quevieiien en la plasticidad y
regeneracion neuronal. Para llevar a cabo esto asaiz una estimulacion de
sinaptosomas con determinadas sustancias relacionad@ssgatas de sefializacion.
Elegimos agentes fisiolégicos y farmacoldgicos invidos de alguna manera en el
desarrollo embrionario y la extension de neuritasadnoltos. Luego analizamos la
ubicacion submembranal en dominios DRMs de proteinaduicradas en la traduccion

de sefiales asociadas con crecimiento y plasticidad.
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La primera estimulacion que realizamos fue con ungotriina como el NGF
(nerve growth factor) que actla a través de los receptelulares de neurotrofinas (trk
y p75NTR) presentes en la membrana de los sinaptosdmabién elegimos utilizar
una proteasa extracelular trombina, que esta descripta icoportante en la funcion de
la reaccion a injuria neuronal y es activadora de rixeptores celulares PARs
(receptores activados por proteasas).

Por otro lado decidimos utilizar agentes estimulangel®sl mecanismos internos
como el ion6foro A23187 que aumenta la permeabilidadakio aumentando las
concentraciones intracelulares del ion activando lasatkas gavilladas por él. Otro
estimulo interno fue un ester de forbol como en acetattorbol miristato (PMA) que
activa a la proteina quinasa C (PKC). Por ultimo usashdgutiril AMPc el cual es un
analogo permeable del AMPc capaz de activar la patgimasa A (PKA).

La glicoproteina Thy-1 es un conocido y utilizado marcade dominios
membranales DRMs. En nuestro trabajo utilizamos estaipepocomo marcador de las
fracciones del gradiente para la identificacion dedominios DRMs de una manera
mas precisa y evitar las diferencias entre experimefsts proteina no solo fue un
marcador para la identificacion de los dominios DR¥® que también fue utilizada
como un control positivo del método de extraccioepesacion de los DRMs.

Analizamos las fracciones del gradiente de sacaroshante la técnica de
Western blot utilizando anticuerpos especificos paractigtéas proteinas adecuadas.
Mediante el programa Image J cuantificamos las irdedsis de las bandas
correspondientes a dichas proteinas ubicadas en los DR¥kulamos el porcentaje
normalizando sobre el total de la sefial de la proteirtadenel gradiente de sacarosa.
Numerosos trabajos han responsabilizado directa oettdmente a las anclas
hidrofébicas como palmitatos, glicosilfosfatidilinositol (gRhiristatos u otros lipidos
de ubicar a las proteinas en los subdominios DRMsaldetia membrana (Arni et al.,
1998; Greaves and Chamberlain, 2007; van't and Red$9).1&n nuestro trabajo
muchas de las proteinas analizadas estan modificadés ipoorporacion de lipidos en
su estructura como por ejemplo 4cidos grasos de céatgaacomo es el caso de la S-
palmitoilacion. De esta manera el objetivo final de estbaip fue analizar la
importancia de la palmitoilacion en la ubicacién subnramds y sus cambios ante
determinados estimulos.

Con este trabajo quisimos identificar los estimulos @tigean la palmitoilacion

de determinadas proteinas neuronales relacionaddasceias de sefializacion que estan
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involucradas en el desarrollo, plasticidad y regenénade manera indirecta al estudiar
cuales son las palmitoil-proteinas que cambian su loc&lizaen DRMs ante los
estimulos utilizados, podemos identificar las proteinas datadi a tener un papel
importante en la regeneracion neuronal. La expresidtasl proteinas candidatas seria
luego analizada en el modelo de lesion del nendtica con el fin tratar de esclarecer

este complejo y tan misterioso proceso como es la regade neuronal.

3.2.1 NGF (Nerve Growth Factor)

Comenzamos por analizar el sistema de sinaptosomas rtezacaerebral
aislados ante el tratamiento con la neurotrofina, Nd#hiamos leido en trabajos que la
estimulacion con otro factor de crecimiento como el IGirdulin-like growth factor o
factor de crecimiento de tipo insulina) se habia observadestimulacion de la
fosforilacion de la proteina caveolina-1 presente enctasolas. Esta fosforilacion
producia la translocacion de sustratos del receptt®Eé como IRS-1 y src a los rafts
lipidicos (Biedi et al., 2003; Maggi et al., 2002).

Nosotros elegimos para trabajar la neurotrofina NGF qu amplio rango de
expresion central y por su papel en el desarrollo pldaticidad neuronal (Campenot,
1994; Freed, 1976; Zou et al., 1999). Ambos NGF yreoeptores (trk y p75NTR) son
producidos durante el desarrollo, la vida adulta y cdanawejez por muchos tipos
celulares tanto en el SNC como en el SNP, sistemanane inflamatorio y en varios
tejidos (Bonhoeffer, 1996; Sofroniew et al., 2001). laielg la estimulacion con NGF
analizamos varias proteinas palmitoiladas involucraddssnrias de sefializacion de
esta neurotrofina, comparando su ubicacion en los ®RE§ntra un control sin
estimulacion.

Brevemente podemos decir que el ensayo realizadsistionen la purificacion
de los sinaptosomas segun el protocolo descript@&tielen materiales y métodos (ver
seccion 2.3). Luego estos sinaptosomas son estimuladd$@F (100ng/ml) durante 30
minutos previos a la extraccion de los DRMs (ver isec@.4) y se analizan las
fracciones por técnica de Western blot (ver secci@esy 2.7). En la eleccion de la
concentracion de NGF utilizada tuvimos en cuenta quafisaturante, para una
estimulacion maxima y rapida de los sinaptosomas aebps de diferenciacion y
supervivencia neuronal, extension de neuritas y activatdoadenas de sefializacion
intracelular (Meiri and Burdick, 1991).
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Finalmente mediante densitometria cuantificamos las barelad/estern blot
expresando el porcentaje de la proteina total que seeminga ubicada en DRMs,
identificados por la proteina Thy-1. Ya que la sepéradie la proteina dentro de las
fracciones livianas nos garantiza una correcta separale las fracciones dentro del
gradiente y debido a que esta técnica es larga y comsiids pasos es muy importante

un control que la misma ha sido realizada correctamente.
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Figura 3.1- Analisis de la ubicacion de las proteas en los DRMs aislados con Triton X-100 de
sinaptosomas estimulados previamente con NGHel tratamiento se realiz6 sobre los sinaptosomas
aislados durante 30 minutos a°B7 en una concentracion final de 100 ng/ml. Enifadgenes de la
izquierda se muestran los Western blots represesgate varias proteinas de sefializacion (Thy-1P A,

fyn, lyn). Las fracciones del gradiente de sacadas&quierda-derecha se muestran de la supeafiédmdo

del gradiente (1 al pellet-P). A la derecha seicgedn los porcentajes en las proteinas ubicaddesen
DRMs con respecto a su sefial total en el Westetn ldoproteina Thy-1 se utiliz6 como marcador de la
posicién de los DRMs en el gradiente. NOTA- La ierage la proteina lyn que se muestra corresponde a
otro experimento donde la proteina Thy-1 se ubitaambos gradientes en las fracciones 5 y 6, que
corresponde a los DRN

Los resultados se graficaron en la figura 3.1, en gilmdemos ver que las
proteinas fyn y GAP-43 aumentaron levemente su distdhuen los DRMs, aunque
este cambio no llega a tener significancia estadistit&sseporcentajes de asociacion a
DRMs en cuanto al tratamiento con NGF de los sinaptasorfiambién se puede

observar la correcta separacion y posicionamienta earla de los DRMs de la proteina
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marcadora Thy-1 en el gradiente, no asi la proteinadya distribucion es amplia en la
segunda mitad del gradiente.

No podemos confirmar la razon de esta distribuci@no pplanteamos la
posibilidad de estados intermedios de asociaciérdoaminios resistentes a detergentes.
Estos estados pueden depender del detergente utilinddoegtraccion ya que cuando
se utilizan otros detergentes como Brij 98 o Lubrol WXlistribucion de proteinas en
los DRMs presentan diferencias notables (Gil et al06R0Esta hipdtesis de estados
intermedios es la que proponemos para explicar los réssltabtenidos en varios
trabajos donde la proteina Thy-1 se distribuye correcttamen los DRMs y algunas
proteinas presentan esta distribucién amplia en el gtadé®mo observamos en este
caso con la proteina lyn (Gil et al., 2006; Patterso®2p0

Otro dato a tener en cuenta es la concentracion de N{&fadsi en el ensayo,
nosotros decidimos utilizar la concentracién de 100nganjue en bibliografia previa
(Meiri and Burdick, 1991) demuestra que esa conaeidtn es la saturante de su efecto.
Sin embargo nuestro sistema de estudio podria norméspale la misma manera al
tratamiento con NGF. También debemos conciderar giengho de estimulaciéon pudo
no haber sido suficiente o demasiado para lograumeefecto en la translocacion de
proteinas a DRMs en nuestro sistema. Basandonos @ghilfila previa consideramos
que 30 minutos era suficiente pero una curva de teyngoncentraciones podria haber
confirmado el efecto del NGF en la translocacion desgsroteinas a DRMs (Meiri and
Burdick, 1991). Con otras concentraciones de la nefitwdry tiempos de estimulacion
los resultados podrian haber cambiado. También debemneilerar la poca estabilidad
del NGF en solucion, lo que dificulta la total determidacde la dosis efectiva. El
problema de estabilidad no se evidenciaria en lagiBQtos de incubacion en el ensayo
pero si en la preparacion y almacenamiento de loksstddizados.

Una de las principales proteinas candidatas a seradsqgb@r el tratamiento con
NGF era la familia de proteinas ras. Hicimos varios yass#atando de analizar estas
proteinas pero no pudimos sacar un resultado concrbidoda la mala sefial de los
anticuerpos anti-ras (pan-ras, H-ras, K-ras y N-8asta Cruz, USA) que disponiamos
en ese momento en nuestro laboratorio. Por la fltaesultados 6ptimos con estos
anticuerpos Y las dificultades técnicas de la activitlddNGF principalmente decidimos

no continuar con esta neurotrofina sino cambiar compétge el estimulo utilizado.
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3.2.2. Trombina

Decidimos utilizar la proteasa trombina, trabajos prewmlBcaban que esta
involucrada en la regulacion de los procesos de creimy diferenciacion celular en
neuronas y células gliales (Beecher et al., 1994;kJahd Moolenaar, 1992; Zoubine et
al., 1996). Ademés esta proteasa esta ampliamente exprersadl cerebro durante el
desarrollo y hasta la adultez (Dihanich et al., 19®i)rante la injuria cerebral la
trombina es inducida inmediatamente lo que pone en eaeue tiene un rol en la
regeneracion, regulando este proceso ya sea de ameranpositiva 0 negativa. Como
describimos (ver seccion 1.13) el efecto de la tromiéneontroversial y dependiente de
su concentracion. Cuando se encuentran presentesa@iizantraciones la trombina en
el parénquima cerebral puede causar lesion, pews dtabajos describen que la
trombina a muy bajas concentraciones puede tener gfeetvoprotectores. Este efecto
dicotomico es una clara evidencia de la complejidathdefializacion de la trombina.

Los receptores activados por trombina (PARs) estanlatop a pequefias
proteina G que activan varios caminos de sefalizacidm igaluyen segundos
mensajeros como AMPc, la activacion de la fosfolips@4P_ A.), el aumento de calcio
intracelular y la activaciéon de la proteina quinasa Cegtli., 1999; Lents et al., 2009;
Yang et al., 1997). En plaquetas humanas se ha @lgeque existe relacion entre la
trombina y la induccion de la S-palmitoilacion de proteplaquetarias (Huang, 1989).

En nuestro trabajo analizamos la ubicacion en los DREsdos proteinas
palmitoiladas, GAP-43 y fyn, luego del tratamiento cemtrina. A estas proteinas ya
las habiamos analizado para el tratamiento con NGF yhiarhas obtenido diferencias
significativas en la translocacion a estos dominios. timekcion de los sinaptosomas
se realizo con trombina (0,2 unidades/ml) durantenButos previos a la purificacion

de los DRMs y analisis de las proteinas por Westetn blo
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Figura 3.2 -Andlisis de la ubicacién de las proteinas en los IM& aislados de sinaptosoma
tratados con trombina. El tratamiento de los sinaptosomas aislados diohss 0,2 unidades de
trombina/ml, durante 30 minutos a una temperateré8dC. En las imagenes de la izquierda se
muestran los Western blot contra varias proteimassefializacion (Thy-1, GAP-43, fyn). Las
fracciones del gradiente de sacarosa de izquiedssida se muestran de la superficie al fondo del
gradiente (1 al pellet-P). Los sinaptosomas fuératados con trombina o vehiculo. A la derecha se
grafican los porcentajes en los DRMs de cada pratahalizada con respecto a su sefial total en el
Western blot. Thy-1 se utiliz6 como marcador de DRMs

Pudimos observar que la proteina GAP-43 fue transéonagdy eficientemente a
los subdominios membranales DRMs luego del tratamiesmotrombina (Figura 3.2).
Aunque los resultados de este ensayo no dan certezl gumento de la palmitoilacion
de GAP-43 por el tratamiento con trombina sea la regbesle ubicar a la misma en
estos dominios resistentes a detergentes, es una pruiteta dado que muchos
trabajos responsabilizan a la palmitoilacion del andajeroteinas a DRMs (Arni et al.,
1998; Skene and Virag, 1989).

En cambio para otra proteina palmitoilada analizada patéffeblot como la
quinasa fyn observamos que los porcentajes de ubicacid®RMs con respecto a la
proteina total no presentan diferencias significativas antestémulo con trombina
(Figura 3.2). Estos resultados al igual que en la seaierior con el tratamiento con
NGF, coinciden con la idea de que no todas las pratgiabmitoiladas responden de
manera similar ante un determinado estimulo celulaqueshace interesante el estudio
de la palmitoilacién debido a que ante un estimulo algionas proteinas especificas que
se encuentran palmitoiladas se ven modificadas enb&acdibn submembranal en
DRMs.

De este ensayo podemos concluir que en nuestro aiséériratamiento de
sinaptosomas con trombina es capaz de estimular la tao&lo a DRMs de la proteina

GAP-43 de una manera significativa, pero este tratammngorodujo el mismo efecto

84



sobre la proteina quinasa fyn. La translocacion dé>-@3 a DRMs es una manera
indirecta de analizar su estado de palmitoilacion, sibaggo es necesaria una
confirmacién de su estado de S-palmitoilacion de lo gseotupamos en el proximo

capitulo de esta tesis.

3.2.3. lon6foro de Calcio, A23187

En los siguientes ensayos nos enfocamos en tratameemtogl intracelular, y
estudiamos como varia la ubicacion de ciertas proteinastpiéddas en los dominios
resistentes a detergentes (DRMs) luego de la estimulasidnrc agente de activacion
intracelular como el ion6foro A23187. Esta sustanciaianel intercambio electro-
neutral de cationes divalentes por protones (Reed_ardl, 1972). Este ion6foro ha
sido usado para disipar gradientes de calcio a tdeama variedad de membranas y
para simular fend6menos dependientes de calcio elaséttomo por ejemplo la reaccion
acrosomal en espermatozoides o la fusion de vesisimagticas en neuronas (Hutt et
al., 2002; Katsuragi and Su, 1980; Kuromi et al., 200dng-et al., 1985; Onofri et al.,
2007). En sinaptosomas el ionéforo A23187 ha sido ulitizpara el estudio de la
liberacion de neurotransmisores (Colburn et al., 1€dman et al., 1976; Fairhurst et
al., 1975; Levy et al., 1976) y del flujo de calcio geder a través de la membrana
plasmética sinaptosomal (Schaffer and Olson, 1976; Atmtnet al., 1978).

La eleccion de esta droga para tratar nuestro sistemasseen el hecho que
durante la injuria axonal, una de las primeras seftplesdisparan la maquinaria de
regeneracion en el cuerpo celular es el aumento d® ¢alracelular. Con la lesion del
axén se produce una despolarizacion de la membranmatles y la subsiguiente
entrada de calcio extracelular, esto dispara unadastm sefalizacion que transmite la
sefal de injuria hasta el soma celular (Chen et &7;2@akwana and Raivich, 2005).

Inicialmente nos planteamos como objetivo estudiar loggsos de injuria y
regeneracion, por lo tanto la utilizacion de este iondfi@®permitid simular en algunos
aspectos las condiciones de una sefial de lesion a¥dreisayo consistio nuevamente
en la purificacion de los sinaptosomas de corteza @dreler rata adulta segun el
protocolo descripto anteriormente en materiales y do&to(seccion 2.3). Los
sinaptosomas fueron estimulados conp M de A23187 durante 30 minutos, luego
purificamos los subdominios DRMs con Triton X-10fy analizamos la ubicacion de
algunas proteinas palmitoiladas (GAP-43, fyn, lyn, VANBRIAP-25) por Western blot
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dentro del gradiente de sacarosa fraccionado @igw8). Utilizamos nuevamente a la
proteina Thy-1 como marcador de las fracciones resistaal detergente o DRMs y
ademas como un control del mismo proceso de purifioaci
En la figura 3.3 se puede observar las imagenes deWestern blot

representativo del gradiente de sacarosa donde poiifogetion se separaron las
fracciones livianas resistentes al detergente o DRMserRosl ver en la figura 3.3 que
aungue existen diferencias en la ubicacién ningunasiproteinas analizadas presenta
una clara translocacién a los dominios DRMs luegardéhmiento con el ion6foro. La
proteina Thy-1 se localizé perfectamente en las fraesidinianas, lo que no ocurrio
con las demas proteinas. La utilizacién de esta protesaanfirma que no fue un error
en el procedimiento de la técnica la no separaciétadacen los DRMs de las proteinas
sino que la causa es otra. Como anteriormente hemosomato creemos que esta
distribucion amplia dentro del gradiente se debe a la eristele estados intermedios
de asociacion de las proteinas a distintos dominiogiotds dominios que no podemos

extraer eficientemente con este detergente a baja temmpgi@tLet al., 2006).
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Figura 3.3-Analisis de la ubicacién de las proteimaen los DRMs aislados de sinaptosomas
tratados con ionéforo de calcio, A23187.En la imagen se muestran los Western blot
representativos de varias proteinas de sefializ&tignl, GAP-43, fyn, lyn, rhoB, VAMP, SNAP-
25). Las fracciones del gradiente de sacarosa ¥&-4f¢ izquierda-derecha se muestran de la
superficie al fondo del gradiente (1 a pellet- B)s sinaptosomas fueron tratados con A23187
(20uM) (+) o vehiculo (-). Thy-1 se utiliz6 como marcadonocido de DRMs en el gradiente.



Podemos concluir con este experimento que el tratéonieon el iondforo
A23187 en las condiciones utilizadas no logra deseneadambios importantes como
para ser detectados por la técnica de Western bla &arslocacion de las proteinas
analizadas a DRMs en sinaptosomas. Esto podria deberse la estimulacion con un
ionéforo de calcio como A23187 es un tratamiento mrAstico que activa varios
caminos de sefalizacién y podria estar enmascarandantdotacion efectiva de una
proteina en particular a DRMs. Por esta razon a catién decidimos trabajar con otro
camino de sefializacion como el AMPc (adenosina moraifosiclica), aunque esta via

de sefializacion posee conexiones con otras vias (zi&s

3.2.4 Anélogo de AMPc, Dibutiril AMPc

La adenosina monofosfato ciclica o AMPc fue el primensagero intracelular
descripto y el mas estudiado en todos los sistemalam=uA nivel neuronal interviene
en la regeneracion axonal inhibiendo la proteina riaolilcrada en la depolimerizacion
de actina como ya hemos descripto en la introducciémaSésto que los niveles de
AMPc estan incrementados durante la denominada lesgdoomdicionada, que consiste
en una lesién previa en el sistema nervioso periféf8§P), que hace al sistema
nervioso central (SNC) capaz de una mayor regeneradidemas experimentos de
inyeccion del analogo permeable de AMPc, dibutirii R& (dbAMPc), logra un
aumento en la regeneracion de neuronas del SNC sl observada luego de una
lesién en el SNP (Neumann et al., 2002; Neumann armf\\l®99).

Nuestro ensayo fue similar a los anteriores, pero aktimdo los sinaptosomas
con dibutiril AMPc 1mM durante 30 minutos previos a laifizacion de los DRMs.
Analizamos la ubicacion en DRMs de dos de las prasgialmitoiladas involucradas en
regeneracion y crecimiento neuronal, GAP-43 y la aganfyn. En la figura 3.4 se
muestran las imagenes de los Western blot de losSegted de sacarosa de estas
proteinas y Thy-1 como marcador de los DRMs. Nuevé&neamos que la proteina
GAP-43 mostré un aumento significativo de su ubicaeidtos DRMs, ante el estimulo
de los sinaptosomas con el analogo de AMPc. La protgimasa fyn, también mostro
una eficiente translocacidn a los dominios DRMs, assée tratamiento. Ambas
proteinas estan palmitoiladas y en varios trabajos see$onsabilizado a esta
modificacion lipidica del anclaje de las mismas a DRMmi(et al., 1998; Liang et al.,
2001; Wolven et al., 1997).
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Podemos concluir que el tratamiento con dbAMPc desipaptosomas logra
translocar eficientemente estas proteinas palmitoild@#¢>-43 y fyn) a dominios
membranales resistentes a detergentes. Sin embaagdlisis por Western blot no nos
permite diferenciar el estado de palmitoilacion de tatgina, por lo que no podemos
afirmar que una activacion de la palmitoilacién de latgira lleve a su diferencial

ubicacién ante un estimulo como dbAMPc.
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Figura 3.4- Andlisis de la ubicacion de las proteinas en losRMs aislados de sinaptosomas tratadc

con Dibutiril AMPc. En las imagenes de la izquierda se muestran |lageWeblot de las proteinas de
sefializacion ( GAP-43, fyn). Las fracciones debigrate de sacarosa de izquierda-derecha se mudstran
la superficie al fondo del gradiente (1 a pellgt-®s sinaptosomas fueron tratados con dibutikPE
(ImM) o vehiculo. A la derecha se graficaron lospotajes en los DRMs de cada proteina analizada con
respecto a su sefial total en el Western blot. Thg-1tilizo como marcador de DRMs. Db- dibutiril
AMPc.

3.2.5. Esteres de forbol, PMA ( Forbol 12-miristato, 13-Acetatp

Para analizar otra de las vias involucradas en la eeggian, utilizamos un ester
de forbol como el PMA (Forbol 12-miristato, 13-Acetap@ra la estimulacion de los
sinaptosomas. EI PMA puede atravesar la membranaacefuk descripto como un
fuerte activador de la proteina quinasa C (PKC) y desksma su correspondiente
cascada de sefalizacion intracelular. La proteina GARs uno de los mayores
sustratos de PKC a nivel neuronal.

Este ensayo fue similar a los anteriores y consistiéaeputificacion de los

sinaptosomas que luego fueron estimulados con PMA 108wminte 30 minutos vy
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finalmente purificamos los DRMs. Analizamos la ubicacida varias proteinas
palmitoiladas (GAP-43, fyn, SNAP-25) y la isoformaaatle la proteina quinasa C
(PKC-o) por Western blot (Figura 3.5). Utilizamos nuevamente aroteina Thy-1

como marcador de los DRMs.
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Figura 3.5- Anadlisis de la ubicacion de las proteinas en losRMs aislados de sinaptosoma
tratados con PMA (acetato de forbol miristato).En las imagenes se muestran los Western blot de
varias proteinas de sefializacion (Thy-1, GAP-43), f§NAP-25, PK@). Las fracciones del
gradiente de sacarosa de izquierda-derecha seramuést la superficie al fondo del gradiente (1 a
pellet- P ). Los sinaptosomas fueron tratados ddé BP+) o vehiculo (-). Thy-1 se utiliza como
marcador conocido de DRMs.

No pudimos observar diferencias significativas debalés estimulacion de los
sinaptosomas con PMA en la translocacion de las prsteimalizadas hacia dominios
membranales resistentes a detergentes (DRMs). Ladfalidferencias observadas tanto
en las proteinas analizadas, en especial en la proteirgsaui) nos desalentd para
seguir con el andlisis del tratamiento de los sinaptosaoa PMA. Esperdbamos ver

cambios en la PKC que es una proteina candidata a e¢asuhihicacion submembranal
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a DRMs (Dr. A.F.G.Quest, comunicacion personal). Edta fle cambios puede deberse
a varias causas pero la mas importante es que sal@aanos una de sus isoformas
(PKCua), pero existen varias isoformas de esta enzima a maegbnal. No descartamos
en un futuro analizar por Western blot la ubicaciobnsembranal de las demas
isoformas de esta enzima ante un estimulo activadda aeisma como el ester de
forbol, PMA. Por otro lado cabe resaltar que existe umglia bibliografia que
encuentra que el tratamiento con PMA produce una re@dulanegativa a DRMs de
varias proteinas transportadoras de neurotransmisomes leonorepinefrina, dopamina
y glicina (Fornes et al., 2008; Foster et al., 2008adthy et al., 2004)
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3.3. Conclusiones generales del capitulo 3

El objetivo especifico de esta primera parte era &stud localizacion en
dominios de la membrana plasmatica de proteinas estienulos fisioloégicos vy
farmacoldgicos. Pusimos un interés especial enrtateipas palmitoiladas y que segun
la bibliografia hayan sido propuestas de estar dieotdirectamente involucradas en la
regeneracion neuronal. Realizamos las distintas estionles de los sinaptosomas con
sustancias relacionadas con cascadas de sefialescindalsl en el desarrollo y
extension de neuritas en situaciones de plasticidadgspuesta a la injuria.

Dentro de los estimulos utilizados podemos diferendartighos: 1) los externos
como los estimulos con la neurotrofina NGF y la proteasacelular trombina, y 2) los
intracelulares como dbAMPc, PMA y A23187. Dado queréssiltados obtenidos con la
estimulacion con NGF no fueron significativos para lagginas analizadas deberiamos
a futuro estudiar otras condiciones de estimulacibnsuAvez también seria muy
interesante analizar otras familias de proteinas conm ntas

En cambio con el tratamiento con trombina logramos wea efectiva
translocacion de GAP-43 a los dominios DRMs de TriXeh00. Este resultado nos
indicaria GAP-43 esta involucrada de alguna manera ezspuesta de los sinaptosomas
a la trombina. Hay que tener en cuenta que GAP-4hagpalmitoil-proteina y dicha
modificacion ha sido descripta como muy importantéaeasociacion de esta proteina a
dominios lipidicos tipo rafts. Por otra parte a la tramatse le ha adjudicado la funcion
de estimulador de la palmitoilacion en plaquetas hum&mase ambos datos aun queda
por demostrar en nuestro sistema si el hecho que faipaoGAP-43 transloque a los
DRMs luego del tratamiento con trombina sea debidm aumento en su estado de
palmitoilacion.

Y por otro lado usamos otros tres estimulos intid@eds que desencadenan
mecanismos de traduccion de sefiales dentro de la s#&hilares a los activados por los
receptores externos. Entre estos estimulantes usanw®#dro de calcio A23187 que
aumenta los niveles de calcio intracelular activanda@dassadas sensibles a calcio, un
ester de forbol (PMA) que activa la proteina quinasaP&(Q) y sus cascadas de
sefializacion, y un analogo permeable de AMPc (dibAtMPc) que activa la proteina
quinasa A (PKA). Cabe sefalar que existe un crossetatlie los distintos caminos de
sefializacion. En nuestro sistema pudimos ver laltreension significativa a DRMs de

dos proteinas palmitoiladas, fyn y GAP-43, ante el esticuicdbAMPC.
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Cuando tratamos con los demés estimulos la mayoria geolieeinas se ubicaron
en dominios intermedios por lo que no tenia sentilizar su translocacion a DRMs
extraidos con Triton X-100 en frio. En este trabajo nosaodo hemos usado para la
purificacion de los DRMs el detergente Triton X-1@h los Ultimos tiempos ha ido
creciendo la evidencia de la existencia de heterodedeintre los rafts o microdominios
lipidicos, los cuales difieren en su composicion dedipiy proteina, propiedades fisicas
y funciones biolégicas (Drobnik et al., 2002; Madoralet1999). A pesar que el Triton
X-100 es el detergente mas usado para el aislamienttbosdeafts, dos nuevos
detergentes con propiedades Unicas han sido introdud@temente: Lubrol WX
(Roper et al., 2000) y Brij 98 (Drevot et al., 2002)r Potanto apoyando la existencia
de varios tipos de rafts, diferentes tipos de microdomibasados en colesterol fueron
identificados y caracterizados por su insolubilidad eral pero no asi en Triton
(Roper et al.,, 2000). Los rafts con Lubrol estabarigeacidos en fosfatidilcolina
insaturada y tiene una relacion significantemente menooldsterol/colina-fosfolipidos
que los rafts insolubles al Triton (Drobnik et al., 2082nson et al., 2003). Otro
detergente que ha capturado el interés de los investigaeo g 98, debido a que la
extraccion de los microdominios con este detergentiese a cabo a 3T (Drevot et
al., 2002). De esta manera evitando trabajar a bajgsetaturas evitamos la asociacion
de componentes lipidicos no especificos (Brown and conii998). La estructura del
Brij 98 con una cabeza abultada e hidrofilica y una edifdtica monoinsaturada,
explicaria su comportamiento Unico a la temperaturialdgica. Analizando estas
diferencias en la extraccion de microdominios pos flistintos detergentes seria
interesante repetir los ensayos realizados en este loap@ln estos detergentes. De
acuerdo a los trabajos anteriormente mencionados,s#sepque la utilizacion de estas
técnicas nos permitan observar translocaciones deipasta estos DRMs con los
estimulos utilizados y con la extraccion con Tritolagramos observar diferencias.

En este capitulo vimos como dos proteinas palmitoiladas teanslocadas a
DRMs ante algunos estimulos relacionados con la regederaeuronal. En los
siguientes capitulos nos planteamos la necesidad tiesankesde distintos abordajes la
asociacion de las proteinas a dominios lipidicos. Porersel siguiente capitulo nos
enfocaremos en la implementacion de una nueva téamécaanalisis de la S-
palmitoilacion. Luego en el capitulo 5 trabajaremos cqurdéeina GAP-43 heterdloga
purificada y estudiaremos su interaccibn con membramtficiales (liposomas) de

distinta composicion utilizando técnicas fisicas, comoR® Eresonancia paramagnética
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electronica). Y finalmente analizaremos la expresionival central y periférico de
proteinas palmitoiladas ante un modelo de injuria p&éomo lo es la lesion del
nervio ciatico.

Con estos ensayos no podemos relacionar un aumenta palmitoilacion
directamente con la ubicacién en DRMs, pero los retndt@abtenidos en este capitulo
son el primer paso para analizar como varia la pdladton de proteinas antes estos
estimulos. Debido a que varios trabajos describencon@lacion entre el estado de
palmitoilacion y su ubicacion en dominios DRMs en lambena plasmética,
podriamos relacionar la translocacion a DRMs con un atarge la palmitoilacion.
Unos trabajos muy interesantes del laboratorio de DBwedlt han evidenciado una
relacion entre los dominios de palmitoilacion y la loc&liza intracelular en células
polarizadas. Estos trabajos consistieron en fusicmmpftoteinas GAP-43 y PSD-95
cuyos transportes son muy selectivos axonal y dendeticoeuronas hipocampales
(Goslin et al., 1990). Ambas proteinas son palmitoilagasa de su region N-terminal y
este motivo parece ser necesario, aunque para P8D &% suficiente, para determinar
sus respectivas localizaciones celulares (El-Husseinl.,eR@01; Liu et al., 1991).
Cuando se cambia la regién palmitoilada de PSD-9%ap@gion de GAP-43, resulta en
una proteina que se distribuye en ambos compartimegoslguna preferencia por los
axones (Goslin and Banker, 1990). Cuando se le agregaregion de aminoé&cidos
bésicos cerca al sitio de palmitoilacion la proteina PSi@ementa su distribucion en
axones. Diferente ocurre si se remueve los aminoabidsisos presente en GAP-43, lo
que reduce su ubicacion axonal. Estos trabajos owmanfir lo complejo de la
palmitoilacion y sus residuos cercanos en la orgaidimaespacial de las proteinas en

células polarizadas.
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CAPITULO 4

Implementacion de dos
técnicas para el analisis de

la S-palmitoilacion
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4.1. Introduccidn al capitulo 4

Los primeros ensayos desarrollados para el estweia galmitoilacion fueron
de marcacién metabdlica de proteinas celulares con dipatbactivos comdH, *'C o
129_palmitato. El ensayo consiste basicamente en la uiiimage células en cultivo o
fracciones celulares metabdlicamente activas, que sbanan un medio que posee el
palmitato radiactivo. En nuestros trabajos hemos usadpdeiculas metabolitamente
activas como lo son los sinaptosomas. Los lipidos sgtados por las células (o
fraccion celular), donde son metabolizados e incorpsradlas proteinas. Mediante la
lisis y extraccion de proteinas, podemos analizar lapocacion de marca radiactiva
por SDS-PAGE vy posterior fluorografia. La sefial radiactesm detectada por
fluorografia y exposicién a placas radiograficas

Este método de marcacion tiene tres principales venkajpsmera es que la S-
palmitoilacion puede monitoreargevivo, ya que la marcacion de la proteina se realiza
de manera metabdlica con toda la maquinaria celutaselgunda es que mediante esta
técnica puede determinarse la palmitoilacion esped#égaroteinas. Y la Ultima ventaja
es que las tasas de palmitoilacién y depalmitoilacion depusteina puede analizarse
por ensayos de marcacion en pulsos (“pulse-chases”

Sin embargo esta técnica tiene varias desventajpsini@ra es que involucra el
manejo de isétopos radiactivos, con el conocido riemgo su manipulacion. Otra
desventaja son los muy largos periodos de exposip&ma obtener una sefial
suficientemente fuerte para ser detectada y cuantifi€ld@mpo de exposicion puede
ir desde unas semanas hasta varios meses. Otr@idald® esta técnica es que la
cantidad de palmitato radiactivo incorporado y su a#élacdependen de multiples
factores, por lo tanto este método no provee un datingrte de la estequiometria de la
acilacion.

Recientemente se ha descripto un novedoso método tlterpara estudiar la
S-palmitoilacion de proteinas denominado “Intercambionico del grupo acilo” (Fatty
Acyl Exchange Chemistry) o “Intercambio del grupo Agdor Biotina” (Acyl Biotin
Exchange, ABE). En este ensayo el &cido graso itiel de S-palmitoilacion es
intercambiado por una marca facilmente detectable (8risdal., 2006; Drisdel and
Green, 2004). Como primer paso todos los grupoddsids libres de las cisteinas son
blogueados con agentes como la N-etimaleimida (NEM) ad@macetamida (1A).

Luego con el tratamiento con hidroxilamina neutra (1M7)ps€ clivan la union tioester
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que unen al &cido graso a la cisteina en el sitio heitpdacion, removiendo el grupo
acilo. El clivaje deja en donde previamente estaba lamassgilada un grupo sulfidrilo
libre. En un tercer paso se marca con reactivos taeedficos el sitio libre creado por el
tratamiento con hidroxilamina, comtH-NEM, o biotina-maleimida (btn-BMCC).
Entonces la sefial en las proteinas puede analizars8O#HPAGE y revelada por

fluorografia o quimioluminiscencia segun correspondguf@ 4.2).
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Figura 4.2- Ensayo de intercambio de grupos acil ela palmitoilacion de proteinas.Este
método esta basado en la habilidad especificardever palmitatos con el tratamiento con
hidroxilamina dejando los grupos sulfidrilos libres los sitios de palmitoilacién. Previo al
tratamiento con hidroxilamina se bloquean los gsupdfidrilos con NEM. La unién covalente
de NEM a los grupos sulfidrilos de las cisteinaseasensible a hidroxilamina. Los grupos
sulfidrilos generados por el tratamiento con hides®rina son reaccionados con agentes
alquilantes comdH-NEM o btn-BMCC (reactivo modificado comercialmersinilar a la
biotina-maleimida) para marcar los sitios. Una wvearcados los sitios de palmitoilacion
pueden ser analizados con una variedad de ensageadiendo que la marca sea radiactiva o
biotina. Figura tomada y modificada de Drisdell2096.
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Este nuevo método tiene varias ventajas sobre los aeteriona de ellas es el
incremento en la sensibilidad, que permite la detecciandjisis de proteinas de baja
expresion muchas indetectables por los otros métodassdgunda ventaja para
mencionar es la posibilidad de usar reactivos codpg@on biotina evitando el uso de
material radiactivo. Otra ventaja que podemos mencigna& esta técnica ofrece la
posibilidad de un marcado no metabdlico, donde puedalizarse fracciones celulares
(aunque no sean metabdlicamente activas) o proteindiEgras. De esta manera se
puede analizar el estado de S-palmitoilacion de una ipsoten un determinado
momento. Este método también tiene algunas limitacioo@socpor ejemplos el
aumento de falsos positivos debidos la union de inespedifel reactivo para la
marcacion.

Varios estudios han identificado un rol funcional de lpaBnitoilacion en los
procesos fisioloégicos normales de la célula. Entres elicestro grupo en trabajos previos
ha estudiado el crecimiento de axones usando a lainioa como inhibidor de la S-
palmitoilacion y consecuentemente la extension de nsweitacélulas PC12 y cultivos
primarios de neuronas (Patterson and Skene, 1994h dan esta evidencia y trabajos
posteriores donde se vio que la palmitoilacién de tasemas del axén es regulada
durante el desarrollo (Patterson and Skene, 1999s@man una importante evidencia
del rol de la S-palmitoilacion en los procesos cedslaMientras se conoce que muchas
de las proteinas involucradas en el crecimiento axamabcGAP-43, SNAP-25, fyn,
G,, racl H-ras y NCAM son palmitoiladas el estado dmijpailacion se desconoce. Se
ignora si la pérdida de la palmitoilacion de algunas prageexplicaria la inhibicién del
funcionamiento de los conos de crecimiento. Es de gngortancia el desarrollo de
técnicas sensibles de analisis del estado de la S-p#doido de proteinas, ya que
varios trabajos han adjudicado a esta modificaciGnimportante rol en procesos

celulares.

4.2. Resultados y discusion

La técnica para la preparacion de terminales axénisiados de corteza
cerebral de rata, y su marcacién con lipidos radiactbenso *H-palmitato ha sido
descripta en varias publicaciones previas del grupotraleajo (Patterson, 2002;
Patterson and Skene, 1994). Como primer intento de mlasc@roteinas modificadas

con este lipido se realizé una marcadidsitu con*H-palmitato (ImCi/ml) seguido por
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el analisis de proteinas por SDS-PAGE y posterior tratamjgmtdluorografia para
detectar la marca radiactiva. La finalidad del tratamieptdwbrografia es convertir la
sefial radiactiva emitida por el tritio a una sefial lurain&paz de impresionar una placa
radiografica fotosensible.

En nuestros primeros ensayos tuvimos muchos problgmaas lograr la
incorporacion del palmitato radiactivo en las proteinasamales de los sinaptosomas.
Trabajamos mucho tratando de lograr la incorporag@la marca radiactiva cambiando
las condiciones de ensayo. La primera fuente deasiéri que pensamos que podia
incidir en la falta de marcacion era el medio en @l ¢a realizadbamos, debido a que
podria estar sucediendo que los sinaptosomas no estébalicamente activos. Por ello
decidimos cambiar el medio utilizado para la marcad&itos sinaptosomas pasamos de
usar “Hanks glucosa” un medio fisiolégico minimo preyar en el laboratorio a un
medio comercial para cultivo celular como “F12” (coomdizado por GIBCO), pero
tampoco obtuvimos marcacion metabdlica de las prateina

También nos parecié muy adecuado aumentar el tiemjsealeacion con €lH-
palmitato de los sinaptosomas, para aumentar asi gldiee incorporacion del mismo
(“uptake”) por estas particulas. Pasamos de 20 a B0tosi la incubacion a 3C, pero
aun asi no obtuvimos una marca radiactiva eficienta®proteinas. Las exposiciones
de las fluorografias también fueron mas largas enyré2 semanas para asegurarnos la
deteccion de la sefial cuando esta era muy baja.

Debido a las fallas en este ensayo decidimos analzastado o calidad del
palmitato que utilizabamos. Realizamos dos ensayosvesfaar el estado del lipido
radiactivo utilizado, ya que por su alto costo el lstotilizado tenia varios afios en el
laboratorio. Para ello realizamos una conversién’dgdalmitato a palmitoil-CoAin
vitro utilizando la enzima acil-CoA sintetasa, luego se zéalina extraccion con
solventes organicos como cloroformo: metanol (veri8ec.17). Se separaron las fases
por centrifugacion y se analizaron cada una en cromadtagn capa delgada (TLC). En
la fase acuosa se ubicara la gran mayoria del proghatioitoil-CoA y en la fase
organica el palmitato (Patterson and Skene, 1997).

En la figura 4.2 se puede observar como a partpadi@itato a tiempo cero se
logro la conversion a palmitoil-CoA a los distintos tiempdambién puede observarse
que la separacion de fases no fue total ya que sevalysgmitoil-CoA en ambas fases.
Sin embargo no se observa presencia de no palmitajo tieela hora de reaccion lo que

confirma una muy buena eficiencia de conversioniaipzl-CoA.
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Palmitato~> |
Rf=0,85
PR s < Palmitoil-CoA
Rf=0,63
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Figura 4.2- Conversionin vitro de *H-palmitato en *H-palmitoil-CoA - Cromatografia en fase delgada
(TLC) con fase movil de butanol: acido acético: aadb:2:3) se analizaron las distintas fases de la
reaccion a distinto tiempos (0, 1 hora y 2 hor@sjle 1- alicuota de la fase organica a tiempo; caibe

2- alicuota de la fase acuosa a tiempo cero; 8aliicuota de la fase organica a una hora deidg
calle 4- alicuota de la fase acuosa a una horaabeion; calle 5- alicuota de la fase organicdarads de
reaccion; calle 6- alicuota de la fase acuosa 2 fesas de reaccién. El Rf (ratio of front) secald como

el cocinte entre la distancia de recorrida por una sustaabre el la distancia total del frente de car.

El segundo ensayo para la verificacion del estado ad#l/palmitato, consistio
en la marcacién metabdlica c-palmitato (1mCi/ml de medio de cultivo, incubando
1 hora a 37C) de células de una linea celular como CHO (dei@ae hdmster chino).
Luego lisamos las células y analizamos sus lipidosacekiextrayéndolos con solventes
organicos y separandolos por TLC. A su vez tamhm&tizamos las proteinas por SDS-
PAGE, con tratamiento con fluorografia. Ademéas como airdrol también analizamos
por TLC el medio de cultivo y los lipidos extraidos amlventes organicos (Figura 4.3).
La fluorografia de las proteinas analizadas por SDSHPA@ totalmente en blanco
luego de 6 semanas de exposicion, (datos no mosjrado

En las calles 4 y 5 del TLC de la figura 4.4 se puegteclaramente como el
palmitato marcado radiactivamente es incorporado piaxeie a los lipidos celulares.
En la calle 4 donde se corri6 la fase acuosa de laceibn de los lipidos celulares se
ven dos bandas predominantes con marca radiactiva B=y 0,5). Teniendo en
cuenta que el Rf de una de estas bandas es muy certapalmitoil-CoA, podriamos
pensar que esa sea su identidad. Habria que haaepotiebas para definir la identidad

lipidica de esas bandas, de todas maneras esa infommaxcies relevante para nuestro
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objetivo. En la calle 5 donde se analiza la fraccibnracgase pueden ver varias bandas
definidas siendo la mas abundante la mas cercanen& file corrida (Rf=1; 0,67; 0,61,
0,55 y 0,49). Podemos hipotetizar que dicha bandamtaya (Rf=1) pertenece aH-
palmitato que fue incorporado por las células peronetabolizado completamente en
otros lipidos.

En este ultimo ensayo pudimos ver que la incorporad@ta marca radiactiva
en los lipidos celulares fue buena pero nuevameateudimos observar marca
radiactiva incorporada en las proteinas celulares. Quediborado que efH-
palmitato utilizado tenia algin grado de degradacionxidacion lipidica que no
pudimos identificar pero que lo hace incapaz de ingcarpe metabdlicamente a las
proteinas, no asi a los lipidos celulares. A partir kead@n del problema con este
reactivo fundamental, decidimos cambiar por complestoek de’H-palmitato por uno
nuevo, recientemente adquirido para que no tengaonessdle su calidad y capacidad

de incorporacion metabdlica.

< Frente de Figura 4.3- Marcacién de células CHO
corrida con®H-palmitato- La marcacion se realizé
con 1mCi/ml de medio de cultivo (sin
suero), incubando 1 hora a°g7 luego se
lisan las células y se extraen los lipidos con
cloroformo: metanol (2:1). Se realiza una
cromatografia en capa delgada (TLC) con
fase movil butanol : &cido acético : agua
(5:2:3). Calle 1- 2@ del medio de
marcacion de las células; calle 21Pdel
extracto organico con cloroformo:metanol
del medio cultivo celular luego de la
marcacion; calle 3- 20 de la fase acuosa
de la extraccién de los lipidos celulares;
calle 4- 2Qul fase organica de la extraccion
de los lipidos celulares. ElI Rf (ratio of
front) se calcula como el cociente entre la
distancia de recorrida por una sustancia
sobre el la distancia total del frente de

. corrida.
« Siembra
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Con nuevo stock d&H-palmitato comenzamos nuevamente con los ensayos de
marcacion de las proteinas de los sinaptosomas y ldegios meses de exposicion
pudimos obtener sefial de las proteinas marcadas btoitapa radiactivo (Figura 4.4).

De esta manera trabajando cotH-palmitato nuevo logramos incorporarlo
metabdlicamente a las proteinas sinaptosomales (ver se2@@h Pero para su
deteccion luego del tratamiento por fluorografia fue retesun largo tiempo de

exposicion (8 semanas) a una placa radiograficadogible

1 2

62- Figura 4.4- Marcacion metabdlica con
*H-palmitato de las proteinas de
sinaptosomas de cerebro de rata

417- adulta. La marcacion de las proteinas
sinaptosomales se realiz6 durantes 30

32- a minutos a 37C con una concentracion
final de marca radiactiva de 1mCi/ml. Se

25.- corrieron sendos geles por SDS-PAGE

al 10% y se analizaron de dos maneras
distintas. Calle 1- SDS-PAGE tincién
con Coomassie blue. Calle 2-
procesamiento del gel por fluorografia, 8

16- ‘ I| semanas de exposicion a0

Sin embargo no pudimos observar diferencias cuandantos el gel con
hidroxilamina (1M, pH7) para remover los palmitatosdosi a las proteinas por unién
tioester (S-palmitoilacion). Adjudicamos la falla encdivaje de los palmitatos por
hidroxilamina, al estado de conservacion de este reagdvgue también tuvimos
problemas en otros ensayos del laboratorio.

Debido a los problemas descriptos anteriormente cotndarporacion de
palmitato radiactivo y luego con el clivaje con la hidiaxina, estuvimos varios meses
trabajando sin resultados. Nada nos garantizaba no ¢&res los problemas en el
protocolo y debido a los largos periodos de examsinos harian trabajar varios meses
hasta obtener un resultado que no necesariamente a#sfactorio. Por esta razén
decidimos cambiar la técnica y poner a punto una ndevele los tiempos de los

ensayos son significativamente menores a los anteriores.
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Por lo tanto, nos enfocamos en la utilizacion de la ¢éculie intercambio
quimico del grupo &cido graso (descripto en la introiduncdel capitulo), poniendo a
punto cada paso. Esta técnica tiene grandes ventajasespacto a la marcacion
radiactiva como su alta eficiencia y rapidez deltesdn de los resultados y ademas de
la posibilidad de no usar material radiactivo.

Lo primero que analizamos fue el buffer utilizadoagpel bloqueo de los grupos
sulfidrilos libres de la proteina con N-etiimaleimida (NEMg pueden utilizar otros
agentes como la iodoacetamida (IA). Nosotros probaghddoqueo utilizando ambos
agentes pero evaluamos resultados preliminares (strados) y observamos que NEM
bloqueaba mas eficientemente las cisteinas libres denapnela de proteinas. Por esta
razon decidimos seguir utilizando NEM para el resttbdeensayos.

Una de las condiciones criticas de esta reaccion pbl @n el que realiza el
bloqueo de las cisteinas libres de las proteinas &M.NEs fundamental mantener el
pH éptimo de reaccién ya que la estabilidad del readliE es muy dependiente del
pH. La tasa de hidrélisis del NEM en solucién acusaigsficativamente dependiente
del pH siendo su vida media expresada en horas & @d6L60, de 9 a pH7,5yde 1,7 a
pH8 (Nishiyama and Kuninori, 1992). Utilizamos tresferd que tienen una buena
amortiguacion del pH7 para estar cercano al fisiolégem @ su vez tener una vida
media aceptable para el ensayo. Elegimos especifitartrabajar con Tris 100mM
pH7, PBS pH7 y Hepes 100mM pH7. Las condicionesladeeaccion fueron a
temperatura de°€, para evitar la actividad de proteasas y duranteléodache, para
lograr un bloqueo total de las cisteinas libres.

Utilizamos la proteina BSA (albumina de suero bovina) @qratron para el
analisis de las Optimas condiciones para este ensayopiseina posee 35 cisteinas y
aungue no podemos estar seguros de cuantas destfladibres al ser un nimero impar
no todas pueden estar formando puentes disulfuro eltie Al trabajar con una
proteina pura y comercial tenemos la ventaja de laodisjidad comercial de las
cantidades necesarias y ademas al ser una proteinanpsr permite observar y
cuantificar mejor la banda Unica.

Cuando analizamos las curvas del logaritmo de conocétrde NEM (mM) y
la incorporacion de biotina, vemos que el buffer Hefmga un mejor bloqueo
comparado con los buffers Tris y PBS (Figura 4.5).deds concentracion mas baja de
NEM utilizada se logra un bloqueo cercano al 50%,ual wva aumentando con el

aumento de la concentracion de NEM. Cuando utilizambsiféér Hepes llegamos al
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80% del total de las cisteinas de la BSA bloqueadas p NI® mM sin observarse
diferencias cuando utilizamos NEM 200 o 250 mM.
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Figura 4.5- Curva de blogueo de las cisteinas libse

de la proteina BSA por NEM. Se cuantifico la sefial
obtenida de la marcacién con biotina, se normalizé
por la cantidad proteina. Luego se graficé la daati

de sefial de biotina relativa tomando como valoa 1 |

0.5 incorporacion sin el agregado de NEM. Las
M concentraciones de NEM ([NEM]) se expresan en mM
y van de 0-200mMA- Buffer Tris 100 mM pH7B-
 RERRE PBS pH7; C- Buffer Hepes 100 mM pH7. Los

T
00 05 10 15 20 25 30 ensayos se realizaron por cuadriplicado se grafean
Log 1o(mM NEM) media y el desvio estandar.

=
o

Incorporacion relativa de biotina

Para los primeros ensayos utilizamos BSA por las razoeetisponibilidad y
costos anteriormente mencionadas. Pero una vez eglalldas concentraciones de
NEM para una proteina Unica decidimos analizar lasex@raciones de NEM para una
compleja mezcla de proteinas como es la fracciérodeza cerebral posnuclear 2)P
(segun seccion 2.3). Este nuevo ensayo consistidogudar las cisteinas libres del
extracto proteico £ con cantidades crecientes de NEM para logrartiaazon (0, 10 y
100mM) durante toda la noche a una temperatura & 4uego se realizo
selectivamente el tratamiento con hidroxilamina (1M, pHifadte 1 hora a temperatura
ambiente (25-3T) para la hidrdlisis de los palmitatos con unionegstieres a la
proteina. Posteriormente se marcaron con biotina-maleilmideisteinas liberadas por
la hidroxilamina o no bloqueadas por el tratamiento emtexon NEM. Finalmente

mediante SDS-PAGE se separaron las proteinas deZelanse transfirieron a una
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membrana de nitrocelulosa y se revelaron con estdpta conjugada a peroxidasa y

quimioluminiscencia.

NEM 0mM 10 mM 100mM

Figura 4.6- Bloqueo de las cisteinas libre
con NEM. Se realiz6 el blogueo de las

e 4 cisteinas libres de una muestra de fraccin P
con distintas concentraciones de NEM toda la
noche a 4C (0, 10 y 100 mM), se trataron o
no con hidroxilamina (1M, pH7) durante 1
. hora a temperatura ambiente y luego se
marcaron las cisteinas libres (no bloqueadas
con biotina-maleimida (1 hora a temperatura
ambiente) para ser reveladas por Western
blot con estreptavidina conjugada con
20- peroxidasa y quimioluminiscencia.
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El resultado de este ensayo se muestra en la figurdoh@e se puede ver
claramente como la marca de biotina disminuye hast@pdescer con el agregado de
concentraciones crecientes de NEM (0,10 y 100mM)n@aase llega 100mM NEM se
ve un bloqueo casi total de las cisteinas libres, ldessan liberadas de sus palmitatos
con el tratamiento con hidroxilamina y marcadas connaatmaleimida. También se
puede observar en las calles con 0 mM de NEM la peesee cisteinas libres en la
fraccion proteica, las cuales aumentan cuando las raseston tratadas con
hidroxilamina la cual libera las cisteinas palmitoiladas.

Cuando se usan cantidades intermedias de NEM (10ndereamos un
bloqueo incompleto de las cisteinas libres inicialmente &adaion B. A partir de este
ensayo podemos calcular el porcentaje de cisteinas litpalmitoiladas presentes en la
muestra inicial. Mediante densitometria de las calles dglaa 4.7 calculamos los
porcentajes sobre el total de cisteinas. Pudimos ver qu&lBfo del total de las
cisteinas estan libres en la muestra glarfles del tratamiento con hidroxilamina. Dicho
porcentaje fue calculado en la condicién donde hulguielo con NEM (cisteinas libres)
sobre el total de cisteinas libres y palmitoiladas calasladel tratamiento con

hidroxilamina sin bloqueo con NEM (Figura 4.6, primersegunda calle).
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También vimos que el 42,9% estan palmitoiladas y §eados estos palmitatos
con hidroxilamina. Dicho porcentaje lo calculamos aersando en el caso donde el
bloqueo de cisteinas libres fue total (NEM 100mM) laab&$ solo de las cisteinas
palmitoiladas. Vale la pena aclarar que el  total de cateimo suma un perfecto
100% ya que los porcentajes fueron calculados de miantie@endiente.

Otro factor a controlar en esta nueva técnica era lxaoni@én con biotina,
estando seguros que no se estaba subestimando leidrangar un problema de baja
concentracion de la biotina-maleimida utilizada para &cacion final. Ya que si
utilizamos cantidades inferiores a las requeridas pemaar todas las cisteinas libres
estaremos detectando menores cantidades de cisteinaitoifstlles presentes en la
muestra. Para ello realizamos una curva con cantidadeigntes de biotina-maleimida

desde una concentracion final de 0,1 a 0,6 mM ensaly® (Figura 4.7).

Figura 4.7- Marcacion con biotina- maleimida.

97- Se marcaron las cisteinas libres de fraccicoR
“ biotina-maleimida durante una hora a temperatura
ambiente utilizando distintas concentraciones
-

66- finales de biotina maleimida. Luego se realiz
una electroforesis SDS-PAGE revelandolo con
estreptavidina-peroxidasa y quimioluminiscencia.
Las concentraciones crecientes de biotina-
maleimida fueron: calle 1- 0,1 mM; calle 2- 0,2
mM:; calle 3- 0,4 mM; calle 4- 0,6 mM.

45- =

30-

Con este ensayo confirmamos que las cantidades tieabialeimida utilizadas
anteriormente para la marcacion de las cisteinas libeesn adecuadas. Esto se puede
analizar a través de una densitometria de la sefialditak proteinas marcadas, a las
concentraciones utilizadas (0,4mM) posee la mayor sei@ido algo menor a una
concentracion mayor de 0,6mM (Figura 4.7) Los ersageste capitulo fueron en su
totalidad analizados con el equipo de deteccidn digitgludtaioluminiscencia, esto nos
permitié6 analizar un rango mucho mas amplio de tiempe con el uso de placas
fotosensibles. De esta manera pudimos sacar resultddode la sefial de

quimioluminiscencia era lineal y no habia saturacion.
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4.3. Conclusiones generales del capitulo 4

En el desarrollo de este capitulo se nos presentaroncalgroblemas técnicos,
que tuvimos que identificar y pudimos resolver. Proneomenzamos trabajando con
palmitato radiactivo que no era capaz de incorporargabdlicamente a las proteinas
neuronales. Luego de varios ensayos de pruebatsaqomieba detectamos el problema
y cambiamos la fuente de palmitato radiactivo. Con nuesaterial comenzamos de
nuevo con la marcacion metabdlica pero nuestraeefitd de marcado era muy baja.
Con estos resultados concluimos que no era factibleirsegn la marcacion cofH-
palmitato, debido a los largos tiempos de exposicidal yiempo disponible para
terminar esta Tesis doctoral.

Optamos por poner en marcha otra forma de deteccidpatheitoilacion de
proteinas de mayor rapidez en su resolucién estaftéeica de intercambio de acido
graso. Determinamos las condiciones 6ptimas de esta réeun&a de deteccion
cuantitativa de S-palmitoilacion para proteinas sinaptoson@e® pH, tipo de buffer
y concertacion de los reactivos. De esta manera laganarcar proteinas palmitoiladas
mediante esta nueva técnica. Sin embargo no pudimotfiinnuevas proteinas
palmitoilables por falta de tiempo debido a que la impletacion de esta técnica nos
llevo mucho tiempo y recursos. La mayor sensibilidadgste método con respecto a la
marcacion metabdlica con palmitato radiactivo permite lezation de esta técnica en
la purificacion, deteccion e identificacion de nuevastginas sinaptosomales
palmitoiladas en un futuro cercano.

Por falta de tiempo y debido a la complejidad de lacdéia del estado de
palmitolacion de las proteinas sinaptosomales, dec&limaajar con un sistema mas
reducido. Para ello en el siguiente capitulo purificamgslmitoilamos la proteinas
neuronal GAP-43, estudiando su asociacidn a membmaatificiales. Esta nueva técnica
de deteccion de cisternas palmitoiladas nos fue deuwiladad a la hora de analizar el

estado de palmitoilacion de la proteina GAP-43.
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5.1. Introduccion al capitulo 5
5.1.1. Caracteristicas de la proteina GAP-43

En la rata el gen GAP-43 codifica una proteina de 226aacidos (Basi et al.,
1987). El verdadero peso molecular es cercano a 25kiBro su peso aparente
observado en electroforesis desnaturalizante (SDSHyAG entre 43-50 kDa. Esto se
debe a dos razones la proteina tiene una alta cargalngiie causa se una menos
cantidad de SDS por amino&cido y ademas posee trnates elongada (Benowitz and
Routtenberg, 1997).

La secuencia de esta proteina contiene varios aminoacatgados y poco
hidrofébicos. Solo contiene una fenilalanina, dos leucimes,isoleucinas, siete valinas
y ningun triptéfano ni tirosina. Contrariamente contiene li8has, 5 argininas, 3
histidinas, 35 glutdmicos y 22 aspartico, asi como tambiénusualmente gran nidmero
de prolinas (17) y alaninas (45). Ademas, tiene umpea estructura secundaria lo
cual es atribuible a su gran nimero de prolinas (Héagsl., 1997).

La proteina GAP-43 es palmitoilada en dos cisteinas (Cys@ys-4), y
mutaciones en estos residuos eliminan su union a meatiague llevé a postular que
GAP-43 puede unirse a membranas como resultado ¢alstoilacion (Skene and
Virag, 1989; Zuber et al., 1989). El principal 4cidaggr adicionado es el palmitato, a
pesar que también ocurre la acilacion de estearatoog atridos grasos en menor
medida (Liang et al., 2002). En una célula en estatitieo gran proporcién de GAP-
43 se encuentra depalmitoilada, pero unida a meml@tadas maneras (Liang et al.,
2002). Esto indica que las cadenas de palmitatarmenscomo un ancla permanente a
membrana, sino que son transientes, una vez la popemmitoilada se asocié a
membrana puede ser depalmitoilada sin modificar staaidin intracelular (Duncan and
Gilman, 1998; Linder and Deschenes, 2003; Resh, 1999).

Cuando la regioén polibasica Arg6, Arg7, Lys9 y Lyista presente la proteina
se encuentra palmitoilada y unida a la membrana.rateipa es luego depalmitoilada
pero de todas formas retenida en la membrana, apaemti por interaccion con otros
componentes de la membrana (Liang et al., 2002)ur®i de los residuos fuera
reemplazado por residuos no cargados la proteinaabsitqlada y asociada a
membranas; depalmitoilada pero no retenida en la memabrla remocion de los

palmitatos con hidroxilamina no libera a la GAP-43 natedadmembrana.
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Se ha observado que la region N-terminal de 10 armiohog de GAP-43 es
suficiente para unir a una proteina reportera admimana, lo que sugiere que los tres
residuos basicos, son suficientes para completartdaaccion GAP-43 a la membrana
que es iniciada por la palmitoilacion (Zuber et al.89)9 Debido a que ensayos de
mutagénesis en las cisteinas (Cys-3 y 4) producétogaeo de la unién a la membrana
(Liu et al., 1994; Zuber et al., 1989), se puede sugee la palmitoilacion de GAP-43
es el evento inicial y es seguida por la interaccion derdegluos bésicos con la
membrana. La palmitoilacion llevaria a la Arg-6, 7 y Byen alineacién con la
membrana teniendo asi lugar la asociacion. Una vempglejado, las cadenas de
palmitato parecen no ser necesarias para la uniéengbrana y pueden ser removidas
por enzimas especificas. No esta claro ain como adle® uniones a membrana, rio
abajo de estos tres residuos basicos, pueden daegg@por la propuesta para la region
del dominio efector de unién a calmodulina y PKC (ool Q.).

Ademéas GAP-43 se asocia electrostaticamente con FR{415ux et al., 2000)
mediante la region cargada netamente positiva queisade desde la lle-38 hasta Lys-
56, la cual coincide con el dominio 1Q (Chapman et ¥892). Esta secuencia esta
conformada por la secuencia aminoacidica IQASFRGHITRKBEKK (en la rata) y
coincide en la region sustrato a PKC, ser4l. DebidaeaGAP-43 contiene multiples
cargas positivas y Pl(4,5Pdltiples cargas negativas, la interaccion electrostétitre
estas dos moléculas podria ser iniciada por variestps y la formacién de clusters o
grupos (Tong et al., 2008). Algunos trabajos propaném proteina GAP-43 y otras de
su familia como MARCKS o CAP-43 de tener funcionssofdgicas de secuestro de
PI(4,5)R de los rafts de la membrana plasmatica (Carofil2Daux et al., 2000; Tong
et al., 2008)

Este dominio efector (IQ) también ha sido propuesto tkraccionar con la
membrana plasmatica interna tanto electrostaticamente conuddbidamente. Varios
trabajos han estudiado cambios en la estructura pdpg correspondientes a este
dominio, observandose una estabilizacion de la confaéma una estructura alfa hélice
en presencia de ambientes hidrofébicos. Sin emlestys péptidos de secuencia basica
pertenecientes a la secuencia del dominio efector &ilain la union a membranas de
carga neta neutra, uniéndose Unicamente a la meméuaneontienen algunos lipidos
acidos. Estos resultados llevan a la especulaci@uéddas interacciones hidrofébicas
solamente no son suficientes para ubicar estos pémidiasmembrana (Hayashi et al.,
1997; Wertz et al., 1996).
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5.1.1. Membranas artificiales: liposomas

El uso de membranas artificiales o liposomas en el iestigdinteracciones de las
proteinas con la membrana plasmatica es una técnicaickeamtilidad. Este sistema
nos permite trabajar con membranas cuyo estado fysmmmposicidbn es conocida y
modificable. Los lipidos de las membranas pueden reraoge en tres estados de
ordenamiento: (1) gel o sélido, (2) liquido cristalino csatdenado y (3) liquido
ordenado. La fase de ordenamiento adoptada por idedipn la membrana depende de
la estructura: longitud y saturacion de las cadenascatbono. Por ejemplo la
esfingomielina (SM) tiene cadenas de carbono largastwaslas por lo que mezclas
ricas en SM tienden a adoptar fases solidas, las @aadesaturadas que se encuentran en
los glicerofosfolipidos tienden a enriquecer las fasggidas de la membrana. Los
esteroles solos no pueden formar bicapas pero ehicagza formada por lipidos pueden
formar una fase liquido ordenada. Cabe destacar sfaefase es altamente ordenada
como una fase sélida pero con alta movilidad translacimomao una fase liquida. Es
interesante que la fosfatidilcolina con colesterol puedeptar dos fases fluidas
coexistiendo un liquido ordenado (Lo) y otra liquido désoado (Ld). Un
comportamiento mucho més complejo se observa en asedelcolesterol, la cual suele

usarse para simular la membrana plasmética exteana\{eer et al., 2008).
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Figura 5.1- Fases lipidicasLos lipidos de las membranas biol6gicas o bicapas
pueden existir en multiples estados o fases inolye gel sélido (B), liquido
cristalino o desordenado (Ld ow)lLy liquido ordenado (Lo). Figura tomada y
modificada de van Meer et al, 2008.



5.1.2. Palmitoilacién Quimica

Otra posibilidad de marcado de proteinas con cisteinasitp#dbles es la
denominada palmitoilacién quimica o0 no enzimatica. Quresiste en la utilizacion del
intermediario metabolitamente activo palmitoil-CoA, ellagacciona con su grupo con
energia de la coenzima A (CoA) con el sulfidrilo lilke la cisteina. Cabe sefialar que
este intermediario metabdlico puede sintetizanseitro enzimaticamente con la acil-
coenzima-A sintetasa con la posibilidad de utilizar comstrato un &cido graso

marcado radiactivamente y obtener acil-CoA marcagpm(& 5.2).

Acil-CoA sint et asa

Acido _
+ ATF + Coenzima A » AcilkCoA + ADF

Graso

Figura 5.2 - Ecuacion de la reacn de sintesis de ac-coenzimzA. Esta reaccion de sintesis es
llevada a cabo por la enzima acil-CoA sintetasa eommpleo ATP. A partir del acido graso
palmitato se sintetizar de producir palmitoil-CoAADP. El magnesio es un cofactor esencial para
esta reaccién enzimética.

5.2. Resultados y discusion

5.2.1. Produccion y S-palmitoilacién de GAP-43

De manera complementaria a los ensayos bioquimieo®$ planteado otro
enfoque experimentah vitro con sistemas de membranas artificiales o liposomas para
el estudio de la asociacion de la proteina GAP-43 ahramma. Este sistema de
membranas artificiales nos permite un control de leypasicion lipidica de las
membranas, donde esperamos poder analizar la fumEOla palmitoilacion de la
proteina GAP-43 y su asociacion a dominios lipidicosmdenbranas artificiales. La
comparacion de la distribucion subcelular de esta maton los resultados previos de
su palmitoilaciéon y nivel de expresion muestran una fuediacion entre su
palmitoilacion y la localizacién en microdominios lipidicg®trafs o DRMs (Arni et
al., 1998; McCabe and Berthiaume, 2001; Patterson keeS1999).

La proteina GAP-43 fue expresada en bacté&i@oli BL21 (DE3) mediante el
plasmido de expresion pkrl72/GAP-43. Este elemeatw®tia secuencia codificante de

la proteina GAP-43 de rata bajo la direccion de un ptonregulado por IPTG. El
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plasmido fue cedido por el grupo del Dr. Diez-GusdiTajero-Diez et al., 1999). El
pladsmido expresa la proteina sin el agregado de dtnméios conocidos como GST o
polihistidinas, que facilitan la purificacién de laopgina sobreexpresada en un extracto
de bacterias. Por ello para su purificacion utilizamas puotocolo basado en el
propuesto por el mismo grupo del Dr. Diez-Guerraierirabajo previo (Tejero-Diez et
al., 1999).

Este protocolo aprovecha las particulares caracteddlieda proteina GAP-43
como su resistencia al calor y su solubilidad erddagperclorico (2,5%). Este
procedimiento nos permitié tener una buena recuperad®nla proteina como
componente principal, pero para lograr una mayorezau decidimos utilizar una
columna de intercambio i6nico fuerte, la QXL con ujquipo de FPLC-AKTA.
Realizamos la elucion con un gradiente lineal contiraublaCl de 0 a 1M en buffer Tris
100mM pH7, 4, obteniendo la proteina en el rango d€,8/@ de NaCl.
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Figura 5.3- Purificacion de la proteina recombinant GAP-43.Bacterias E.Coli BL21 (DE3)
fueron transfectadas con el pldsmido pkr172/GAPLI4Binduccién se realizé con 0,4mM de
IPTG durante toda la noche a°22 Luego las células fueron cosechadas y procesatgs
materiales y métodos (seccién 2.14). Alicuotas ade dxtractos celulares obtenidos antes y
después de la marcha de purificacion fueron amiizgor SDS-PAGE a 129%.- Calle 1-
Extracto crudo de las células lisadas. Calle 2ePde las células lisada. Calle 3- Proteina final
obtenida luego de la marcha de purificacion dercalécido percléricoB- Proteina obtenida
luego de la purificacién por columna de intercam@XL. Calle 1- SDS-PAGE tinciéon con
Coomassie blue. Calle 2- Western blot para GARa#8cuerpo monoclonal 91E12).

(*) Proteina GAP-43 recombinante.
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Los pasos secuenciales de precipitacion selectiva omatografia de
intercambio i6nico nos permitieron producir una prote@@P-43 de alta pureza.
Ademas de los pasos de purificacion chequeamodetidad por Western blot,
revelando con un anticuerpo monoclonal contra GARFEIra 5.3). En la figura 5.3 se
puede observar la marcha de purificacién por calodybgimlad en perclérico y como
luego de estos dos pasos logramos obtener una pr@éiRad3 identificable por su
abundancia y de un cierto grado de pureza. Luegoamtedia purificacién en columna
de intercambio i6nico QXL logramos obtener una band&alpior tincion con el
colorante Coomassie blue, calidad que consideramgsageptable para la realizacién
de los demas ensayos proyectados.

Otro ensayo importante antes de utilizar la proteinaipadifd para ensayos de
asociacion y palmitoilacion fue confirmar la integridael la proteina. Debido a que la
proteina GAP-43 no posee actividad enzimatica no disposele ningun ensayo que
nos confirme la correcta y funcional estructura dertaeina. Solo podemos analizar la
integridad de la proteina como su capacidad de seatudi la enzima quinasa PKC,
funcion muy importante y ampliamente descripta en vasasistemas fisiolégicos
(Azcurra et al., 2003; Cammarota et al., 1997; Chan.,e1286; Coggins and Zwiers,
1989; Kim et al., 2010; Nguyen et al., 2009; Nielaneteal., 1990; Sheu et al., 1990b;
Sheu et al., 1990a).

Este ensayo consistid en la fosforilaciénvitro con la PKC, utilizando como
sustrato®P-ATP, en las condiciones descriptas en materiales ydwstever seccion
2.15). Luego de evaluo la fosforilacién efectiva dpriateina purificada dependiente de
PKC. De esta manera pudimos confirmar que nueshteipa GAP-43 purificada es un

sustrato muy efectivo de la PKC, como lo es fisiol6gmat@ en neuronas (Figura 5.4).

1 2 3 4  Figura 5.4- Fosforilacion de GAP-43 por PKC Se incubaron (29
de proteina GAP-43 durante 40 minutos &(3&n presencia de
10uM 3%P-ATP (10Q.Ci/ml, NEM PerkinElmer), 5mM GMg,
10uM Cl,Ca, 14@M fosfatidilserina, 325nM PMA, 20mM Hepes
pH7,4 en presencia o ausencia de 0,6 Unidades/mPKiggl|
(Calbiochem). Las muestras se resolvieron por SRSH Calle 1-
Tincién con Coomassie de GAP-43 sin el agregadekig. Calle 2-
Tincibn con Coomassie de GAP-43 incubada con PKélleC3-
Exposicion de la calle 1 con una placa radiogréfigceante 48hs a -
70°C. Calle 4- Exposicion de la calle 2 a una pladdiografica
durante 48hs a -7C.
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Otros ensayos para confirmar su correcta estructur@gamliento involucran
técnicas complejas como IR (espectroscopia infrar@BRMN (resonancia magnética
nuclear), las cuales no tenemos a disposicion pardesssaaunque no descartamos su
realizacién futura. Sin embargo creemos que debido sguda descripto que esta
proteina tiene una débil estructura secundaria (Haydshi.,.e1997) no seria un
problema su plegamiento luego del tratamiento con atidtoro acético (TCA).
Aunque no podemos afirmar que su plegamiento es tatnreativo, pero con este
ensayo pudimos ver que se mantienen ciertas actividia@gggicas conocidas como lo
es ser sustrato de la PKC (Azcurra et al., 2003; Caota et al., 1997; Chan et al.,
1986; Coggins and Zwiers, 1989; Kim et al., 2010; Ngwteal., 2009; Nielander et al.,
1990; Sheu et al., 1990b; Sheu et al., 1990a).

La S-palmitoilacion es una modificacion postraduccionaktlustva de
organismos eucariotas por lo que las bacterias ®rcUales expresamos la proteina
GAP-43 carecen de la maquinaria de S-palmitoilacioneBiar razon debimos proceder
a la modificacion de la proteina purificada de manen4tro a traves del intermediario
metabdlico palmitoil-CoA. Esta reaccion también es l@npalmitoilacion quimica,
debido a que no intervienen enzimas para dicha madifio sino que el intermediario
palmitoil-CoA reacciona quimicamente con los grupddsilos de las cisteinas libres
de la proteina. De esta manera se modifican las cistéines de la proteina, quedando
unido un grupo palmitoilo mediante una union tioestere@el and Silvius, 1994).

Para ello sintetizamos el intermediaf‘}eb—palmitoil—CoA, enzimaticamente con
la enzima Acil-CoA sintetasa a partir dd-palmitato, palmitato, ATP y coenzima-A
(ver seccion 2.17), luego separamos el producto poré®do de separacion de fases
hidrofébicas con cloroformo : metanol : agua (faseoaauwy fase orgéanica) y analizamos
por TLC alicuotas de ambas fases (Figura 5.5). Laamadtiactiva fue aportada por el
®H-palmitato y la masa por el palmitato frio, de esta maeéproducto palmitoil-CoA
obtenido tiene marca radiactiva aunque no en la totatidaglis moléculas sino solo la
suficiente para permitirnos detectar la sefial. Sdgufigura 5.5 pudimos lograr una
conversion del 100% de palmitato a palmitoil-CoA ya quaage aprecia en la calle 3

la sefal del palmitato es indetectable (Patterson ance Sk8a7).
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Frente — Figura 5.5- Sintesis de palmitoil-CoA Se incuba®H-palmitato,
de corrida coenzima-A 1mM, ATP 10mM, Mg@l10mM , AcilCoA sintetasa
. lunidad/ml, en buffer Hepes 10mM pH7.5 dos hora a@7.uego se
separaran las fases con cloroformo:metanol:agiruoshs de ambas
fases se analizan por cromatografia en capa del@ddz). La fase
movil fue: butanol/acido acético/ agua (5:2:3)r&wiz6 la fluorografia
con PPO en éter etilico al 10% (p/v) y se exponeaplaca sensible.
p— Callel-3H-palmitato (Rf.0,81), Calle2- Fase acuc$4:palmitoil-CoA
(Rf.0,63), Calle3- Fase organica. Rf se calcula@eincociente entre
la distancia de corrida sobre el la distancia total

Siembra>

Luego utilizamos el palmitoil-CoA sintetizado con marcaliaetiva para
palmitoilar quimicamente a la proteina GAP-43 purificagad®n 2.13), sin embargo
no pudimos detectar marca radiactiva por fluorografims@eramos que el problema
de este ensayo era la baja marca radiactiva incatp@da proteina, lo que nos impedia
detectar una sefial con los tiempos de exposiciond=sts (2-4 semanas). Esta falla en
el sistema de marcacion con radiactivo no nos pernggguir el estado de
palmitoilacion de la proteina. Para evitar utilizar unayonacantidad de radiactivo
decidimos aplicar otro método para la deteccion efedtvia palmitoilacién. El método
elegido fue el previamente descripto y optimizado denadairde intercambio de &cido
graso. La posterior marcacion con biotina-malemida, permite una gran sensibilidad
en la deteccion de cisteinas palmitoiladas (Drisdel 2G06).

Este nuevo método permite la deteccion de cisteinas lifirgpalmitoiladas lo
que nos permitird analizar el estado de S-palmitoilacidla geoteina GAP-43. Como
primer paso en la optimizacion decidimos ajustar eldeHa reaccién ya que este es
critico en la eficiencia de la palmitoilacion quimica (Bxatbn and Skene, 1997).
Utilizamos nuevamente una proteina control como la BSAQya es una proteina
comercialmente disponible. Ademas, como ya hemogim@ado, esta proteina posee
varias cisteinas (35), que dependiendo del su gradoxiiacion seran las que estén
disponibles para ser palmitoiladas y que de cualquieronsmth muy numerosas en
comparacion a GAP-43 que posee solo dos cisteinased®® razon la sefial serd de

mayor intensidad con la BSA, facilitando la detecciéa guantificacion.
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Figura 5.6- Palmitoilacién quimica de BSA Se comparé la eficiencia de palmitoilacion
quimica mediante el intermediario metabdlico paihiCoA a dos pHs. Se utiliz6 la proteina
BSA (1Qug) la cual fue incubada con cantidades crecientegpalmotil-CoA (5-450M )
durantes 2 horas a 3D. Luego se marcaron las cisteinas libres que er@ifupalmitoiladas con
0,4uM de biotina-maleimida, se revel6 con estreptavigieeoxidasa y quimioluminiscencia.
Palmitoilacién de BSA a pH®. Palmitoilacién de BSA a pH7.

Elegimos para trabajar en dos pH cercanos al fisiadgacque trabajos previos
de palmitoilacion quimica describen como 6ptimo el pHéeEpel and Silvius, 1994),
por lo que analizaremos los pH7 y pH8. En la figuBase grafica la biotina incorporada
a la proteina en relacion al logaritmo de la concertracie palmitoil-CoA (M)
utilizada en el ensayo. Debe tenerse en cuenta queauanor es la incorporacion de
palmitato mediante uniones tioesteres menor sera lapm@xion de biotina a las
cisteinas libres. Por lo tanto podemos observar ergiéBcos como a un pH8 la
palmitoilacion es mas eficiente y se logra una mayasrparacion de palmitatos a los
grupos sulfidrilos de las cisteinas libres. Podemos iinfég este ensayo que la
palmitoilacion quimica de BSA es més eficiente a un gbi8 a pH7, logrdndose a este
pH un casi 100% de incorporacion de palmitato coruéb8e palmitoil-CoA.

Nuestra proteina a palmitoilar es GAP-43 por lo tanto lesncondiciones
anteriores establecidas procedimos a realizar la palneitmlauimica y la deteccion de
la misma por el ensayo de marcacion de cisteinasaimitpiladas con marcacion de
biotina-maleimida. Teniendo en cuenta que la proteina i@ dos cisteinas en su
secuencia decidimos utilizar una relacion molar dmjpail-CoA a proteina de 1 en 50.
En estas condiciones logramos una palmitoilacion ded%l0de las cisteinas
palmitoilables y detectandolas por el método de biotineimala (Figura 5.7). Con
este resultado podemos decir que la GAP-43 est4 palméodficientemente en una

gran mayoria en sus dos unicas cisteinas palmitalable
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Como resultado de esta primera parte del trabajo podeesmtar que
expresamos Yy purificamos la proteina GAP-43 en bacteras luego modificarlan
vitro mediante la palmitoilacién quimica. De esta manetavihos la proteina GAP-43
recombinante pura palmitoiladas y sin palmitoilar en caded suficientes para los

proximos experimentos del capitulo.

- + PalmCoA

GAP43—> W

Figura 5.7- Palmitoilacion de GAP-43.La reaccion se realiz6 en buffer Hepes 100mM pH8
durante 2 horas a 30 incubando una relacion molar 1:50 de proteir@mipoil-CoA (+). Luego

se marcaron las cisteinas no palmitoiladas corinbishaleimida (0,4mM) durante una hora a
temperatura ambiente. Finalmente se realizé unaraeipn por SDS-PAGE Yy transferencia para
un posterior revelado con estreptavidina conjugagaroxidasa y quimioluminiscencia. Se utilizé
como control la proteina GAP-43 sin el agregadpalmitoil-CoA (-)

5.2.2. Preparacion de los liposomas (LUVS)

Para los ensayos de asociacion se prepararon lipesamitamelares (LUVS) de
diferentes composiciones lipidicas con el objetivoidrikr la membrana biol6gica en
diferentes estados fisicos. Elegimos tres sistemas lipidedsstinto estado fisico a la
temperatura fisioldgica, uno fue gel-sélido, otrouiétp ordenado (Lo) y un ultimo
sistema liquido desordenado (Ld). Adicionalmente a cdstema le agregamos al un
20% de fosfatidilserina (DPPS), lo que le otorga ungacaeta negativa a los liposomas
(Tabla 5.1). El objetivo era proporcionarle a los l4JMna carga neta negativa fue
reproducir de esta manera las caracteristicas eletirtastde la monocapa interna de la
membrana plasmatica (Lodish et al., 2008). Finalmezneremos para trabajar seis
sistemas lipidicos en tres estados fisicos diferentesld .y gel), tres con carga neta

negativa aportada por la DPPS y otros tres sistemaibpidin carga neta o neutros.
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Sistema Fase % % % %
Lipidico | a 37C DPPC | DMPC | Colesterol| DPPS
A Gel 80 - - 20
B Ld - 80 - 20
C Lo - 40 40 20
o Gel 100 - - -
B Ld 20 80 - -
Y Lo 20 40 40 -

Tabla 5.1- Sistemas lipidicasEn la tabla se describen los porcentajes de csigipn
de los 6 sistemas lipidicos utilizados. Los tremeros sistemas (A,B,C) contienen un
20% de DPPS que otorga una carga neta negaties lipésomas. En los sistemas
y v la DPPS fue reemplazada por DPPC. Ld: liquidordesmado. Lo: liquido ordenado.

La fluidez de una membrana es una caracteristicadgpende tanto de la
composicion lipidica de esta como de la temperatura délanPor lo tanto una misma
bicapa lipidica puede pasar de estar en forma visaosaa forma mas cristalina,
perdiendo pues sus propiedades de movimiento dedeas lipidicas al disminuir la
temperatura del medio. Este cambio se conoce poridi@amsde fase y dicha
temperatura es constante para los lipidos puros. Siargmbuando se realizan mezclas
lipidicas como en los liposomas las temperaturas deitian tedricas no pueden ser
calculadas certeramente.

Para conocer empiricamente el estado de fase a lpettatura fisiologica
hicimos mediciones con la técnica de EPR o resongacamagnética electronica. Esta
técnica consiste en la deteccion de la sefial paramegpétiducida por los electrones
desapareados de las moléculas. Los lipidos naturedmea poseen electrones
desapareados, por lo tanto agregaremos a nuestros sistestéculas marcadoras o
marcadores de espin. Estas sustancias poseen antiinial electrones desapareados
cuya sefial sera detectada por el equipo de EPR. Demestera podemos por esta
técnica estudiar el grado de rigidez de las cadengdisaacde los lipidos en los
liposomas y detectar los cambios de estado ocurridola pariacion de la temperatura.
Para analizar diferentes profundidades en la bicagdida se usan tres marcadores
espin 5, 12 y 16-doxil acido esteérico (5, 12 o 1619AEstos marcadores incorporan
pasivamente a la bicapa durante la formacién de losdipas (ver apéndice EPR).

De esta manera pudimos determinar la temperatura dsictéan de los
liposomas con la composicion lipidica utilizada en los yr&aSe obtuvieron espectros
de EPR a diferentes temperaturas a 9,8 GHz (bandarK)ie espectrometro Bruker

ER-200. Para analizar el grado de ordenamiento se evahs parametros los
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parametros hiperfinosyin Y Auwax, de los espectros su variacion con la temperatura. Un
incremento de f\ indica una disminucion del grado de ordenamiento si€daenas

acilicas. El parametrophx se comporta en forma opuesta (ver apéndice EPR).

=y I6.SASL ! ' ' F.igurg 5.8-Gréficos del lparémetro
| _m—pg — hlpe!'l‘,lno Amn- Se grafica Ay en
—a—C e il ad fgn(:lon de la temperatura para los 3
g ! 1 sistemas con carga negativa. Un
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En la figura 5.7 se graficé el parametrgf\frente a la temperatura para los 3
sistemas lipidicos que contienen DPPS (20%), utilizandmatador de espin 16-
SASL. En ensayo se puede observar que los sistenyaB Aresentan transiciones de
fase bien definidas por arriba (A) y por debajo ¢B)la temperatura fisioldgica (310K).
En cambio que el sistema lipidico C mostré una variacionotona del pardmetrowi
con la variacion de temperatura. Viendo este compagtdamidel sistema C frente a la
temperatura pudimos concluir que presenta un sistarfase liquido ordenado (Lo).

La temperatura de transicion de fase de los sistemaB Ae calculé a partir de
los datos graficados de la figura 5.7. Los cualedajds la ecuacion 5.1 que describe

una hipérbola nos permite calcular el parametrgu® corresponde a la temperatura de

transicion de fase.

1 P,
Ecuacién 5.1 A =— : +(T-EB).P+P,
2| l+exp(—(T —FE).B)
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La temperatura de transicion calculada para el sislipidéco A fue de 42,5C
(315,5K) por lo tanto a la temperatura del ensayc@3&stara en fase gel. Para el
sistema lipidico B la temperatura de transicion fue d¥2@99,0K) presentando a
37°C una fase de liquido cristalina o desordenada (Ld).

De esta manera podemos asegurar que a la tempedaiuemsayo (3T o
310K) el sistema A estard en fase gel, el sistemaBeptard una fase liquido cristalina
y el sistema C esté en fase liquido ordenada. Lesistemas lipidicos que preparamos
presentan grados de ordenamiento marcadamente diferente

Los otros tres sistemas lipidicos que no contienen OBPSE y) fueron también
estudiados por EPR y presentaron &C3gimilares espectros a los sistemas con DPPS.
Esto es un grado de ordenamiento lipidico y temperateréase similar al de los
correspondientes LUVs cargados. Por lo tanto podeniwsaafque los dos grupos de
sistemas lipidicos con o sin DPPS presentan a la tetpef@ioldgica las tres fases:

gel (A ya), liquido desordenada (Bpy y liquido ordenada (C1).

5.2.3. Ensayos de asociacion de GAP-43 a liposomas (LUVs)

El ensayo de asociacion se realizé a una temperatu83%C, durante una hora
manteniendo una relacién molar de lipidos a proteind5f(® a 1. Por otro lado
trabajamos con NaCl 150mM para reproducir la fuerse@del medio intracelular. La
suspension de proteinas y liposomas se centrifugd ldeda incubacion para separar
los liposomas (con la fraccion de la proteina asocidddy proteina no asociada libre
en solucion. Finalmente se cuantifico la proteina no adaa los liposomas analizando
el sobrenadante mediante SDS-PAGE tincion por Coomdsisie y posterior
densitometria con el programa ImageJ.

Para asegurarnos que el método de separacion poifugadion era eficaz,
realizamos controles del método obteniéndose cantidadeseseal 5% del total de los
lipidos agregados originalmente en el sobrenadantendtbdo de separacion por
centrifugacion lo consideramos adecuado para laaeiparde los lipidos de la proteina

libre en el sobrenadante.
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Cuando analizamos la asociacion de la proteina a pmsdimas (LUVS)
observamos una mayor afinidad por los sistemas lipidicEnados. Tanto el sistema A
en estado gel como el sistema C en estado liquidmaddemuestran el porcentaje
mayor de asociacion a los LUVs (A: 43% y C: 34%)sktema B que presenta un
estado liquido cristalino o desordenado solo tienearoeptaje de asociacion de 24%
(Figura 5.9). Teniendo en cuenta que los tres sistéipid&cos poseen la misma carga
electrostatica (todos poseen un 20 % mol de DPPS), pedsuponer como responsable
de estas diferencias al estado fisico de los liposgnmassolamente a una interaccion

electrostatica de la proteina con las cabezas de losdig&ios LUVs.

Control A B C
e el [ ™
|
Sistema Lipidico A B C
Fase a 37°C Gel Ld Lo
% de asociacion de
GAP-43 43+ 2 24+1 34+2

Figura 5.9- Ensayo de asociacion de GAP-43 no pakailada a LUVs. En la parte superior de la figura
se muestran geles SDS-PAGE representativos deloseradantes de la incubaciéon de GAP-43 con los
diferentes sistemas lipidicos. El control se réadin el agregado de LUVs en la incubacién, softebu
NOTA: el volumen de sobrenadante sembrado en el8SE fue menor para el caso del control que
para las demas muestras incubadas con LUVs conbjetivo de mejorar la cuantificacion por
densitometria. En la tabla a la derecha se mudsisgrorcentajes de asociacion de la proteina a tiaol

de LUVs. El 0% de asociacion corresponde al codtetotal de proteina en la solucion original y por
diferencia con el contenido en el sobrenadanteesermina el porcentaje de asociacion. En la tabla s
menciona a la fase lipidica en la cual se encueitla sistema a la temperatura fisiol6gica. Lagfmet
GAP-43 no presenta asociacion significativa corifmsomas no cargados (datos no mostrados). N=3. s
representa la media §D.

Vale la pena sefialar que regularmente observamodagpmteina purificada
GAP-43 migrar en SDS-PAGE como dos bandas muy paxirfBe puede observar la
aparicion de ese doblete en el sobrenadante de incolzidiposomas y notar que en
la solucién de proteina original aparece como una tr@oda (Figura 5.9). Tratando de
buscar una explicacion a esta anormalidad encontraargssrabajos que describen
que GAP-43 es clivada por la proteasa calpaina (Zakhetral., 2005; Zakharov and
Mosevitsky, 2007). Este clivaje se daria en la regidarNinal produciendo una banda

de peso molecular similar al observado en nuestrosrimgmeos. Por esta razén
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postulamos la hipétesis que estas bandas se originmaiyanna actividad proteolitica
especifica, sin embargo no podemos descartar que eslebsea un plegamiento
diferencial de la proteina. Como no podemos explicanptetamente estos patrones
asociacion particular por lo que no hicimos distincioneseeambas bandas para la

cuantificacion y discusion de los resultados.

5.2.4. Ensayos de asociacion de GAP-43 palmitoilada a liposomas

El ensayo de asociacion a liposomas (LUVsS) se readin0las mismas
condiciones que para la proteina GAP-43 sin palmitdiatemperatura de trabajo fue
a 37°C, y durante una hora manteniendo una relaciorr meléipidos a proteina de
1500 a 1. Por otro lado trabajamos nuevamente con N&@CmM para reproducir la
fuerza ionica presente en el medio intracelular figjiold. La suspension de la proteina
con los liposomas se centrifuga luego de la incubguéa separar los liposomas (con
la fraccion de la proteina asociada) de la proteina &hrsolucion. Luego cuantificamos
la proteina en el sobrenadante visualizdndola por SBEEPy analizando por
densitometria.

Cuando analizamos los patrones de asociacién detaipa palmitoilada a los
LUVs observamos una mayor afinidad por los sistemdsnados indistintamente de la
carga neta que posean (Figura 5.10). Con los lipcsma@ados por la presencia de
fosfatidilserina (DPPS) observamos una mayor asidciade la proteina palmitoilada
con los sistemas ordenados tanto en fase gel (A) yléquidenado (C). Esta tendencia
fue similar a la observada con proteina sin palmitsiendo algo mayor la asociacion
de la proteina palmitoilada. Esto indicaria una fuerfeiéncia de la interaccion
electrostatica en la asociacion lipido-proteina aunque dasceddenas de palmitato
presentes en la proteina estarian potenciando la aéodai#cla misma a los LUVSs.

Por otro lado cuando observamos la asociacion geoteina palmitoilada a los
LUVs neutros (que no poseen DPPS) en este caso stla & influencia de la
palmitoilacion en la asociacion de la proteina ya queerste la interaccion
electrostatica fuerte. Es llamativo el alto porcentajeadeciacion de la proteina
palmitoilada al sistema alfa formado Unicamente por DPP&e hecho podemos
explicarlo por la preferencia de las cadenas denitstb proteina para acomodarse en

los sistemas ordenados, més aun esta interaccion estiavoogcida cuando los LUVs
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estdn formados Unicamente por DPPC que posee cadenzamitatos en el sistema
alfa (100% DPPC).

Cuando anulamos la interaccion electrostatica lipido-peotelnno agregar
DPPS en la composicion de los LUVs vemos la bajai@soa de la proteina con los
sistemas en fase tanto liquido desordenada como oaléham% DPPC, 80% DMPCy:

20% DPPC, 40% DMPC y 40% colestgroDe esta manera vemos que las interacciones
electrostaticas entre la proteina y la bicapa lipidicaegins sistemas aun con la

presencia de las cadenas de palmitato son importantes.

Ctrol A B C a B Y
GAP-43 Palm

Sistema Lipidico A B C a B v
Fase a 37°C Gel Ld Lo Gel Ld Lo
% de asociacién de
GAP- 43 Palm 51+8 33+3 4745 89+4 26+3 1346

Figura 5.1C- Ensayo de asociacion de GA-43 palmitoilada a LUVs. En la figura de arriba se muestran
geles SDS-PAGE representativos de los sobrenaddatés incubacion de GAP-43 palmitoilada con los
diferentes sistemas lipidicos. El control (Ctrad)realizé sin el agregado de LUVs en la incubacsthg
buffer. NOTA: el volumen de sobrenadante sembradel SDS-PAGE fue menor para el caso del control
gue para las demas muestras incubadas con LUVselcabjetivo de mejorar la cuantificacion por
densitometria. En la tabla de abajo se muestrapda®ntajes de asociacion de la proteina palmitad a
cada tipo de liposoma. El 0% de asociacion corre$pal contenido total de proteina en la solucion
original y por diferencia con el contenido en ddremadante se determina el porcentaje de asocidemia
tabla se menciona a la fase lipidica en la quenseentra cada sistema a la temperatura fisiol6gica.
Composicion lipidicaA: 80% DPPC, 20% DPP8; 80% DMPC, 20% DPPS;: 40% DMPC, 20% DPPS,
40% Colesterole : 100% DPPCB: 20% DPPC, 80% DMPG;: 20% DPPC, 40% CMPC, 40% Colesterol.
N=3. Se representa la me« SD.

5.2.5. Estudio de los cambios conformacionales de la proteina p or EPR

En el extremo N-terminal la proteina GAP-43 posee dtsioégs que pueden ser
palmitoiladas (Cys 3 y Cys 4), pero también tiene @niz sle aminoacidos bésicos que
presentan una carga neta positiva (aminoécidos 1-MunB parte mas alejada del
extremo amino se encuentra una regiéon muy importanta geteina denominado el

dominio efector (amino&cidos 39-55). Esta region esefponsable de la unién a
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proteina calmodulina, sitio de fosforilacién por PKQ44¢ y ademas posee otra region
de aminoécidos cargados positivamente. Algunos trabajalescriben s6lo como un
dominio efector que interacciona electrostaticamente cofosthtidilinositolfosfato
(PIP) aunque no le adjudican un papel en el evait@l de union a membrana (Laux
et al., 2000). Otros autores describen un cambifoomacional (medido por dicroismo
circular) cuando la proteina GAP-43 (0 su dominio ddjase une a membranas lo que
determina interacciones no soélo electrostaticas sinoi¢arhimrofébicas (Hayashi et al.,
1997; Kosloff et al., 2002; Wertz et al., 1996).

Nuestro interés fue aportar resultados para develadehor la importancia de
esta serie de pasos para la asociacion a membramapdetéina y su palmitoilacion.
Siguiendo este objetivo analizamos la unibn a membranéa geoteina desde su
extremo N-terminal mediante la técnica de EPR (Res@mamaramagnética
Electronica). Debido a que GAP-43 no tiene sefal intrénpaca el EPR, procedimos a
modificar la proteina agregando un marcador de esfdteimida-Tempo (MT). Esta
sustancia reacciona con los grupos sulfidrilos deikteinas libres incorporandose de
manera covalente a la proteina. Luego por EPR se ofutovies espectros de la
proteina marcada en presencia y en ausencia de lipesfitiVs). Analizando el
comportamiento del marcador en los espectros cuangeotaina esta asociada a los
liposomas en comparacion a la proteina libre, nos pesadar conclusiones acerca de
esta interaccion lipidos-proteina.

Incubamos la proteina marcada previamente con MT IcONs de una
composicion de 80% DPPC y 20% DPPS. La eleccion ecesposicion similar al
sistema A utilizado anteriormente fue con el que obtuviomes buena asociacion de
proteina, lo que nos permitira ver algin cambio si lagmablLas condiciones fueron las
similares a las utilizadas en los ensayos de asocifeibntemperatura, fuerza ionica).
Sin embargo aumentamos la cantidad de proteina emrek los lipidos con el objetivo
de poder ver cambios en la proteina marcada con niagitidad. Por ello elegimos
como primera aproximacion para trabajar la relaciorigfma: lipidos en este fue de
1:2000. Luego de separar las muestras por centrifugasé tomaron los espectros de
EPR a diferentes temperaturas, tanto para la proteingparada a los LUVs (pellet)
como a la proteina en solucién (sobrenadante). En laafigull se muestran los

espectros de EPR obtenidos.
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Figura 5.11- Espectros de EPRSe observan los espectros de EPR de la protéiRa43 marcada
con el grupoTempo que se encuentra libre en eksatlante (negro) o asociada a los LUVs en el
pellet (rojo). Los espectros fueron tomados luegdadincubacion con LUVs en presencia de 150
mM de NaCl. Composicién de los LUVs : 80% DPPC, 2DP®S. Se muestran espectros tomados a
tres temperaturas diferentes: 18, 37 y 47°C.

Como conclusién al analizar los espectros podemads @glee la proteina GAP-43
marcada con MT asociada 0 no con LUVs no muesteaeticias significativas a las
temperaturas de trabajo. Sin embargo cuando se aaltadatiempos de correlacion
rotacional para cada caso (ver Apéndice EPR) seeparalizar la movilidad de la MT
dentro de la proteina. Como vemos en la tabla 5.2uhayligera disminucién de la
movilidad del MT unido a GAP-43 cuando la proteinarateiona con los LUVs
medido en el pellet en comparacion con el sobrenadastte demostraria que el radical
tempo unido al extremo N-terminal de la proteina no pailexda limita muy débilmente

sus movimientos cuando la proteina se une a la bigdgecé.

P 10
GAP/MT con LUVs A TS Tabla 5.2 Tiempos de correlacion

sdte 18°C 50 rotacional, t.. Estos parametros fueron
Pellet 18°C 53 calculados segun la ec. A5 (apéndice

. EPR) correspondientes a GAP-43 marcada
sdte 37°C 26 con MT en solucion (sdte) y unida a LUVs
Pellet 37°C 2,9 de composicién A (pellet), para las tres
sdte 4790 29 temperaturas a las que se obtuvieron los
Pellet 47°C 20 espectros de EPR.
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Por otra parte, el ligero aumento det del radical nitroxido luego de producida

la union a liposomas podria deberse a la rigidizad&rextremo N-terminal. Debido a
una asociacion superficial de caracter electrostatico laobicapa lipidica cargada
negativamente. No puede descartarse que esta la ligeriacion de movilidad pueda
deberse a cualquier otro cambio conformacional gedéeina resultante de la union a
membrana que limita débilmente los movimientos del marodecspin. Sin embargo
estos resultados nos podrian estar indicando querehextN-terminal de la proteina
donde se encuentran las cisteinas 3 y 4 que incorpgraviT, no interacciona

fuertemente con la bicapa lipidica. Teniendo esteqmte es posible concluir que si el
extremo N-terminal de GAP-43 se une a los LUVs, el adoc de espin unido a la

proteina (a través de su grupo maleimida) queda eixpalkesxterior de la membrana.
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5.3. Conclusiones generales del capitulo 5

En el desarrollo de este capitulo hemos logramosupiocn un sistema
heter6logo como el bacteriano la proteina neuronal GABedrata, purificarla y luego
palmitoilarla quimicamente. Nuestro objetivo principal evalizar la asociacion de esta
proteina a dominios membranales y evaluando la impmatade la palmitoilacion en
esta asociacion a membranas. Para ello preparamgertigs unilamelares (LUVSs) de
distinta composicion y estado fisico (gel, Lo, Ld). Reahos ensayos de asociacion a
LUVs a cada uno de los sistemas agregamos o no amga ceta dada por la
fosfatidilserina (DPPS) , estudiamos asi seis sistelifarentes.

En este trabajo pudimos evidenciar una asociacionedi@al a los liposomas
con distinto ordenamiento lipidico de la proteina GAP-43 fsimitoilar). Pudimos
observar una preferencia de la proteina sin palmitoilarahlas sistemas lipidicos
ordenados tanto en fase gel como liquido ordenaddweé&ho que los tres sistemas
posean la misma carga electrostatica pero distinto rpddeasociacion conduce a
especular acerca de algun tipo de interaccion difeleantee la proteina y la bicapa
lipidica. La interaccion responsable de este efectdifesente a la electrostatica y sea
posiblemente hidrofébica. En cambio cuando analizama proteina palmitoilada su
afinidad de asociacion es similar a la observadassisbemas con carga neta en estado
gel o liquido ordenado. Observandose esta misma neiaden la asociacion de la
proteina sin palmitoilar.

En el caso de los LUVs no cargados, donde la DPR&eesplazada por DPPC,
vemos que la interaccion con la proteina GAP-43 no ifialada es muy débil. No
pudiéndose ver diferencias entre los tres estadorashas$ (gel, Ld, Lo). En contraste
cuando la proteina esta palmitoilada se produce unge fukeraccion de las cadenas de
los palmitatos de la DPPC por la bicapa lipidica yptaferencia por los sistemas
ordenados hace que obtengamos un 89% de asociafion (

Por otro lado también quisimos analizar influenciaed@temo amino terminal
en la asociacion de la proteina GAP-43 sin palmitoiléa kicapa lipidica. Para ello
incorporamos en las cisteinas palmitoilables libres uncadar de espin, el grupo
Tempo y analizamos dicha interaccidon mediante EPR. eNobservaron diferencias
estructurales en la proteina cuando estaba asocimdalL&VVs en comparacion con la
proteina libre mediante esta técnica. Esto sugeriria gningipio que el extremo amino

terminal cercano al sitio de palmitoilacion de GAP#t8interacciona de una manera
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fuerte o permanente con la membrana. Sin embargdéestiaa solo nos permitiria ver

interacciones fuertes de los amino&cidos cercanos &staas marcadas con la bicapa.
No estamos descartando que ocurran otras interac@ariagegion amino terminal mas

alejado de la region de palmitoilacion como podriaaseedion de fosforilacion de PKC

o sitio efector. Por ejemplo cuando se trabaja cqrdéeina GAP-43 en dos formas
truncada (solo los primeros 13 aminoécidos) y la detapcon toda la secuencia) se
pueden observar diferencias en el transporte vesicldacompartimentalizacion celular

de estas dos formas. Este resultado estaria apoyarteoria que sugiere que las
secuencias por afuera de la region de acilacion modllestado de acilacion y el

(Trenchi et al., 2009).

Nuestros resultados nos llevan a proponer que ertdeaation de la proteina
GAP-43 con membranas est4 influenciada por efetdofr@staticos dados tanto por el
extremo amino terminal (1-10 aminoacidos) como por a@hidio efector (39-55
aminoacidos). Sin embargo también existen los efedtivefibicos de los palmitatos
ubicados en el extremo amino terminal cuando GAP-43 masfaitoilada, aunque
creemos que esta influencia tiene poca importancia asociacion a membranas podria
ser muy importante en la ubicacion de la proteina enrdosninembranales tipo rafts.

En el siguiente capitulo estudiaremos la importancia dgasiepalmitoil-
proteinas en un contexto funcional como es dado pomadelo de regeneracion
periférico. De esta manera nuestro trabajo terminamduooenfoque més aplicado a la
funcion fisiolégica de la palmitoilacion de proteinas oeates en la injuria y

regeneracion .
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Capitulo 6
Determinacion de los
efectos de |la axotomia
sobre la expresion de
proteinas palmitoiladas
relacionadas con la

regeneracion axonal
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6.1. Introduccioén al capitulo 6

Como ya hemos discutido en la introduccion genersisetma nervioso central
(SNC) del adulto no posee la capacidad de regeagitasamente hasta la recuperacion
total de la funcion luego de una injuria. Sin embagg nivel del sistema nervioso
periférico (SNP) en el adulto se puede llegar a eganmeracion neuronal exitosa. Las
causas de esta marcada diferencia han sido muyasasdion fines terapéuticos ya que
son muchos los accidentes donde la medula espifedieaada provocando perdida de
sensacion y/o paralisis. De esta manera si se pudierdificar certeramente que
factores o procesos involucrados en la induccion dedaneracion en el SNP o la
impiden en el SNC se podria llegar a promover ugameracion exitosa luego de una
lesion traumética a nivel central.

La axotomia del nervio cidtico en la rata es un nmdétn establecido para
evaluar las respuestas que produce el corte o legibnervio periférico (Hess et al.,
1993; Patterson and Skene, 1994; Schreyer and Sk&, E las neuronas sensitivas
pertenecientes a los ganglios de la raiz dorsal se poleservar que las ramas
periféricas de estas neuronas son capaces de ragenétosamente hasta formar
conexiones funcionales con sus tejidos blancos. &&ndo la lesion es a nivel central
las ramas centrales de las mismas neuronas crecenestdahasta enfrentarse con el
ambito del sistema nervioso central, en la denominada de transicibn o zona de
entrada de la médula espinal (ZERD). Aunque se gabdos astrocitos de la zona de
entrada forman un parte importante de la barrera gp&éra regeneracion (Grimpe
and Silver, 2002) y la interaccion molecular que prodadehibicion de crecimiento de
axones lesionados todavia no se ha entendido compige@aniecientemente se han
descripto varias proteinas de adhesién implicadas epresteso inhibitorio (Busch and
Silver, 2007).

Una de ellas es la proteina Thy-1, la cual es una gtteipa neuronal muy
abundante en mamiferos (Tiveron et al., 1992; Xue etl@91). En las neuronas la
expresion de Thy-1 esta regulada en el desarrolereap en el comienzo y al termino
del mismo, observandose siempre la exclusion de Tég-2onas con alto crecimiento
axonal (Tiveron et al., 1992). La expresion de Thyelirdcia hacia el final de la
extension del axén (Xue et al., 1991) y es consistnda idea de su participacion en
la estabilizacién de las conexiones neuronales (Mahgpghand Patterson, 1992b;

Morris et al., 1992).
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Con respecto a los receptores celulares de Thyrlepy se describié un sitio de
unién en astrocitos capaz de modular el crecimieatoalritas (Tiveron et al., 1992;
Tiveron et al., 1994) para luego identificar a un ligan@éoThy-1 como la integrina
compuesta por la subunidfgl(Leyton et al., 2001).a interaccién Thy-1 con integrina
desencadena una répida fosforilacion en tirosinas deipas de adhesion focal en el
astrocito, lo que provoca la formacion de la adhekiéal, fijacion y extension celular,
siendo la integrina involucrada en este proceso debgifps (Hermosilla et al., 2008).

En este capitulo analizaremos la expresion de ciemésipas involucradas en la
regeneracion o consideradas candidatas a intervengstenproceso. Utilizaremos el
modelo de lesion del nervio cidtico en ratas adulthéddea la factibilidad y la amplia
experiencia del laboratorio en este procedimiento quadrgios proponemos analizar
la expresion de varias proteinas en diferentes secoeémicos como son el nervio
ciatico en si mismo, la raiz dorsal y el ganglio deiadarsal (Figura 6.1).

Los somas de las neuronas donde ocurre la sintesisicaroo de RNA
mensajeros estan en los ganglios de la raiz dorsdb poie el analisis de las proteinas
a nivel del ciatico y las raices nos daran un indieictdnsporte de la proteina hacia la
region del SNC o hacia la zona de lesién del SNP.

En una segunda parte de este capitulo analizamosnta d® entrada en la
meédula de las raices dorsales, los ganglios y el mamdgtico mediante la técnica
inmunofluorescencia indirecta. Nuestro objetivo era podeidenciar una co-
localizacién entre la proteina Thy-1 y su receptorastmocitos la integrinay, B3, en

nuestro sistema de lesién del nervio ciatico.
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6.2. Resultados y discusion
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Figura 6.1. A) Médula espinal y nervios ciaticos (N®) Formacién del NC por los nervios
espinales lumbares (L) 4, 5y 618) NC, L, GRD, raices nerviosas periférica (RP) y c#as
(RC) ventrales y dorsales (VyD). Figura cedida @lomédico Luis Savastano y autorizada su
publicacién en ésta tesis doctoral.

Realizamos axotomias unilaterales por aplastamiento (“§rdehnervio ciatico
en ratas adultas las cuales fueron sacrificadas a Ids 2,14 dias después de la
realizacién de la lesion. El objetivo de analizar la axéhoanestos tres tiempos es poder
ver las diferentes etapas de regeneracion nerviogaei@amos con los 2 dias post-
lesiébn donde ocurre infiltracion de macréfagos y limpidealos restos de mielina,
pasando a los 7 dias donde la regeneracion esta empeaacurrir para terminar en
los 14 dias post-lesion donde la regeneracion estaie@no y es maxima la expresion
de proteinas relacionadas con ella (Chen et al., 2007).

Extrajimos a los distintos tiempos post-lesion muestragefigéo del nervio
ciatico a nivel de la lesion, los ganglios de la raiz aofdRG) lumbares
correspondientes (L4 y L5) y las raices dorsales dgdnglios que corresponden a este
nervio. Todas las muestras se tomaron a ambos latl@sidel utilizando el lado no
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lesionado como control y fueron tratadas para extraepriateinas totales (ver seccion
2.24). Analizamos mediante la técnica de Western blexgaesion de varias proteinas
comparando su expresion con respecto al lado nondsiodel mismo animal. Para
normalizar la proteina total tomamos como unidad deesigm a la cantidad de

proteina expresada del lado no lesionado, considdeandatrol sin induccion por la

lesion del otro lado. Expresaremos de este mododtmses relativos de proteina con
respecto a la proteina del lado control.

Analizamos la expresion de ciertas proteinas palmitoilactsdidatas a
intervenir en la regeneracion nerviosa para analizexpresion en las zonas lesionadas
0 controles. Este ensayo solo nos permitira ver si alguateina presenta inducida o
inhibida su expresién en una zona anatémica determipadadebido a que estamos
analizando tejidos, no podemos identificar que tipoulael esta expresadndola

diferencialmente.

6.2.1. Expresion de GAP-43

Los controles positivos de una injuria quirirgica esdatge pueden dividir en dos
controles metodoldgicos de la correcta realizacionladdécnica por un lado la
observacion al realizar los pinzamientos durante laytarde una contraccion refleja del
miembro inferior ipsilateral. Esta reacciébn nos indicae gstamos comprimiendo
efectivamente el nervio ciético. Otra manera de ooirla lesion es a nivel molecular
analizando el patron de expresion de la proteina red@® al crecimiento y
regeneracion neuronal GAP-43. La induccion de estiima es bien conocida y ha sido
descripta por varios grupos. Estos trabajos descgberiuego de una lesion y durante
la regeneracion se produce su acumulacion de GA#h48s ganglios dorsales o DRGs
y sus proyecciones tanto centrales como periféricagg€shall et al., 1991; Schreyer
and Skene, 1991).
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Cuando analizamos en nuestro modelo la expresion geotaina GAP-43 pudimos
observar un aumento de la misma luego de la lesgin.d&imento de la expresion GAP-
43 fue evidente tanto en las raices dorsales, lodigaf®RGs) como también en el
nervio ciatico proximal al sitio de lesion (Figura 6.B)as en detalle el patron de
expresion de GAP-43 muestra un aumento en el DRG@ifisaivo a los 7 dias post-

lesion y volviendo a los niveles controles a los 14 dias.

2d 7d 14d
control lesibn  control lesién control lesion
_ DRG
- - ..
2d 7d 14d

control lesion control lesion control lesion
P — s @ - Nervio
Ciatico

7d 14d

control lesién control lesion
' Dorsal

3.0+

Niveles de GAP-43

2d 7d 14d 2d 7d 14d 7d 14d

DRG Nervio Ciatico Raiz Dorsal

Figura 6.2- Niveles de GAP-43 detectados por Westemlot. Representativa imagenes de los
Western blots se muestran arriba. La cuantificadi®i® experimentos independientes se grafica abajo,
relativizada a los niveles de la proteina en ebladntrol (indicados por la linea horizontal). Se
representa la media +/- S.E.M. Se realiz6 un ANOWA una via para ver las diferencias
estadisticamente significativas con p<0.05 (*).aPlar cuantificacion se utiliz6 el programa ImageJ
(NIH) y se graficé utilizando el GraphPad prism.



En cambio en el nervio ciatico observamos un aumaatgresivo de la proteina
a lo largo de los dias, llegando a un méaximo a lodiad post-lesion. Este aumento de
la proteina al dia 14 alcanza méas de 2 veces de induaoibrespecto al lado control
sin operar. En las raices dorsales el aumento obsepaad/Nestern blot de la expresion
de GAP-43 se ve significativamente aumentada Unicanzefde 14 dias post-lesion,
siendo a los 7 dias los niveles cercanos al controsi¢mificativos). El poder observar
una induccién de la expresion de la proteina relaciocad@| crecimiento GAP-43 nos
confirma el éxito de la lesién y regeneracion pedérealizada en el nervio ciatico en

nuestro modelo (Figura 6.2).

6.2.2. Expresion de las proteinas SNARE

Un grupo de proteinas interesante para analizar su expmsid las proteinas
que componen el complejo de fusion SNARE (SNAP<lBtaxina y VAMP). Este
complejo de proteinas lleva a cabo los procesos denfdsitmnembranas fundamentales
en el sistema nervioso como por ejemplo para la liberatddneurotransmisores en la
sinapsis quimica o el transporte y fusion de vesiculassacdnos de crecimiento.
Nosotros esperabamos poder ver en este modelo carsiginsicativos de estas
proteinas en las zonas de crecimiento de axones coglmervio ciatico lesionado o en
el DRG. Sin embargo en el andlisis de las proteinas E\N#R Western blot utilizando
los anticuerpos especificos para cada una no seerpadiobservar diferencias
significativas en los niveles de expresion luego de laigjin la figura 6.3 se muestran
los resultados de la proteina SNAP-25 del complejfusién SNARE. Se observaron
leves diferencias en la expresion de la proteina copects al control pero estos
cambios no fueron significativos. Se puede ver tamhiéia éigura 6.3 que en el DRG
los niveles estdan muy cercanos al control, no pudiéndistectar diferencias
significativas. A su vez en la raiz dorsal vemos unadésminucion de la proteina a los
7 dias post operacion, pero sin relevancia estaditical nervio ciatico los niveles de
SNAP-25 permanecen similares al control en el rangoiake ahalizados (Figura 6.3).
También se analizaron las otras proteinas SNARE (VAMtaxina) no pudiéndose
observar diferencias significativas en los nivelesuexpresion a lo largo de los 2 a 14
dias post-lesion, ya sea en la raiz dorsal, en DR@ el aervio ciatico (datos no

mostrados).
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Figura 6.3- Niveles de SNAI-25 detectados por Wester blot. Representativas imagenes de los
Western blot se muestran arriba. La cuantificasiérmuestra en el grafico de abajo, relativizadasa |
niveles de la proteina en el lado control (indisador la linea horizontal). Se representa la meflia
S.E.M de tres cuantificaciones independientese8k&z6 un ANOVA de una via para ver las diferencias
estadisticamente significativas con p<0.05 (*)aRarcuantificacion se utilizé el programa ImagdélH)

y se grafico utilizando el GraphPad Prism.

6.2.3. Expresion de proteinas de andamiaje

Las caveolas son invaginaciones de la membrana piaamauya base
estructural son las proteinas caveolinas (cav-1, caea¥-3). La isoforma caveolina-2
muestra la misma distribuciébn en tejidos que caveolinael localizan y forman
complejos hetero-oligdmeros in vivo (Scherer etl@97).

La proteina caveolina tiene una inusual topologia, poseemimio hidrofébico

central que forma una horquilla dentro de la membr&w@mo consecuencia del

137



posicionamiento de este dominio tanto los extremos N-tatmogmo C-terminal estan

orientados hacia la cara citoplasmatica de la memloelnéar. Caveolina-1 posee tres
sitios de posible S-palmitoilacion, los cuales noseman importancia para su
asociacion a membranas (Dietzen et al., 1995). Estersugue estos grupos palmitoilos
pueden servir tal vez para otras funciones como laart&n con otras proteinas
caveolares (Lee et al., 2001a; Uittenbogaard and S2td).

Se ha propuesto que estas proteinas funcionan comandamiaje en el cual
muchas clases de moléculas de sefializacion puedenldasampara generar complejos
de sefalizacion, existen varios estudios soportarhggitesis (Chen et al., 2006b; Li et
al., 1996a; Maggi et al., 2002; Salani et al., 2009). juadeinas de interaccion con
caveolina incluyen la proteina G subunidad alfa, H-eadamilia de tirosinas quinasa
src, NOS endotelial, EGF-R y la proteina quinasa @¢knan et al., 1998). En varios
trabajos se ha evidenciado que la unién efectiva de loaavgniede inhibir la actividad
enzimatica de estas moléculas de sefializaniditro (Li et al., 1996a; Okamoto et al.,
1998). Por otro lado se vio que la expresion dealaae?2 es regulada positivamente en
respuesta a un dafio mecanico en tanto en células P@b2econeuronas del ganglio de
la raiz dorsal en cultivo (Galbiati et al., 1998). Dade quuchas de las proteinas de
sefializacion que interaccionan con las caveolinas estélucradas en la regeneracion
neuronal, y que hay trabajos donde se observo uergorde la expresion de caveolina-
2 ante una injuria, creimos importante analizar la eipnede caveolina en nuestro
modelo de lesion de nervio ciético.

La proteina caveolina-1 ha sido descripta como fundaimemt&| reclutamiento
de proteinas a dominios lipidicos tipo rafts ante unrahtedo estimulo. Por ejemplo
ante el tratamiento con IGF-lI caveolina-1 cumple un raely nmportante en la
translocacion de la integrin@l a rafts (Salani et al., 2009). Esto sugiere que la
activacion del receptor de IGF-I esta acoplado a layamiracion de la membrana por
la integrinaPfl y que caveolina-1 seria un mediador del receptorGfellen el

reclutamiento de la integrina a los dominios lipidicoafts (Salani et al., 2009).
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Figura 6.4- Niveles de Caveolina-1 detectados por &tern blot Representativas imagenes de
Western blot se muestran arriba. La cuantificaeldgraficé abajo, relativizada a los niveles deitoa
(indicados por la linea horizontal). Se represelatamedia +/- S.E.M de tres cuantificaciones
independientes. Se realiz6 un ANOVA de una via peaea las diferencias estadisticamente
significativas con p<0.05 (*). Para la cuantifidatise utilizd el programa ImageJ (NIH) y se grafico
utilizando el GraphPad Prism.

Analizamos la expresion de esta palmitoil-proteina enstrmesistema de
regeneracion y observamos que los niveles de egpreke la proteina no se ven
modificados por la lesion del nervio ciatico (Figurd)6Las pequefias variaciones no

resultan de significancia estadistica cuando las analizako obtuvimos diferencias

significativas en ninguna de las regiones analizada dos ganglios de las raices
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dorsales (DRG), las raices dorsales y en el nervizaié&Sin embargo solo analizamos
la isoforma caveolina-1 por ser una palmitoil-proteirergy el que disponiamos en ese
momento. Si hubiésemos analizado todas las isoformaaw#®lina, podriamos haber
visto diferencias en esta isoforma como habia obsehgrupo de Galbiati en otro
sistema como células PC12 o neuronas ganglionaresomeatiais (Galbiati et al., 1998).
Podemos concluir con este ensayo que mediante la @édeicWestern blot no se
detectaron diferencias importantes en la expresida geteina caveolina-1 luego de la

lesion del nervio ciatico (Figura 6.4).

6.2.4. Expresion de las tirosinas quinasas fynyly n

Otro grupo de proteinas de sefalizacion que estaneaitanexpresadas dentro
del sistema nervioso es la familia de proteinas src (SHR®viamente se habia
observado que la expresion de la proteina src (pg86)@n el pollo se incrementaba
ante la injuria del nervio ciatico. Esta proteina eraiéidh tanto en neuronas motoras
como sensoriales cuyos cuerpos celulares se localizaibée medula espinal y en los
ganglios de la raiz dorsal (Ignelzi, Jr. et al., 1992)

Mas adelante también el grupo de Zhao y colaboraddrgsvo que la axotomia
ciatica inducia la sobrexpresion de la forma activaadguinasa src, que incluia las
formas c-src y c-fyn. Este incremento fue relacionaglo @ recrecimiento axonal, la
respuesta de las células Schwann y el contacto deldelas células de Schwann para
la regeneracion del nervio periférico (Zhao et alQ30Por otra parte estudios in vitro
relacionaron a la familia de quinasa src con el cregitoi de neuritas en respuesta a
NGF en sustrato como laminina por el grupo de Tuckeslgboradores (Tucker et al.,
2008).
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Figura 6.5- Niveles de fyn detectados por Westerrldi. Representativas imagenes de los
Western blot se muestran arriba. La cuantificacsénmuestra en el grafico de abajo,
relativizada a los niveles de la proteina en e kemhtrol (indicados por la linea horizontal).
Se representa la media +/- S.E.M de tres cuantifioes independientes. Se realiz6 un
ANOVA de una via para ver las diferencias estatistente significativas con p<0.05 (*).

Centramos nuestro interés principalmente en dos miendleresta familia fyn y
lyn, aunque esta familia posee otros miembros impogamteo src o yes. La eleccion
de la quinasa fyn se baso en los resultados preeiosapitulo 3 donde pudimos ver que
la proteina era translocada a DRMs ante el estimuldofeiPc. Ademés esta proteina

es una palmitoil-proteina cuya acilacion permite una&edpsociacion a la membrana
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plasmética y un posicionamiento dentro de los domiréeistentes a detergentes(van't
and Resh, 1997; van't and Resh, 1999). Esta caréicteries permite en parte analizar
el rol de la palmitoilacién dentro de la regeneraciéinsistema nervioso y mas adelante
analizar su estado lipidico y ubicacion submembranaln & proteina lyn, otra
palmitoil-proteina, no habiamos obtenido resultados positvoel capitulo 3 pero sin
embargo decidimos seguir trabajando con ella debidw @ercana relacion con la
proteina quinasa fyn y su condicién de palmitoil-proteina

Como resultado de nuestro trabajo con estas dos p&inauestro sistema de
lesiébn del nervio ciatico y deteccion de los niveles dmtema por Western blot,
pudimos ver algunas diferencias en los niveles deesim. Fueron analizadas distintas
zonas anatdmicas como nervio ciético, ganglio de lad@izal (DRG) y raiz dorsal, a
diferentes tiempos de 7 y 14 dias post-lesion (Figlrg 6.6).

Cuando analizamos la expresion de la proteina quifyesasta no muestra
diferencias significativas en su expresion luego dimjlaia del nervio ciatico. En los
ganglios de la raiz dorsal la proteina tiene un aunrentp leve en los niveles de esta
proteina a los 7 dias y diminuye a los 14 dias, sin eyobastos cambios no son
significativos estadisticamente. En las raices dorsalesién no induce la expresion de
la proteina manteniéndose los niveles a los 7 como Bdlasas post-operatorios. En el
nervio ciatico no se observan diferencias significativaa i ni 14 dias post-lesion
(Figura 6.5).

Luego analizamos la proteina quinasa lyn en nuestro madiel lesion y
pudimos observar un aumento en su expresion emasdgde las regiones analizadas
luego de la injuria en el nervio ciético a 7 y lidsdpost-lesion. Por ejemplo en los
ganglios de la raiz dorsal (DRG) los niveles de ldgina se mantienen constantes a lo
largo de los 7 y 14 dias post-lesién analizados. Simaego se puede observar en el
grafico (Figura 6.6) un leve aumento de los niveles ger significancia estadistica. En
las raices dorsales la lesion no induce la expreside pi®teina a los 7 o 14 dias luego
de la lesion. En cambio solo en el nervio ciaticoelsgerva un aumento significativo de
la proteina a los 7 y 14 dias (Figura 6.5). Este aunengvadual en el tiempo logrando

una mayor expresion de la quinasa lyn a los 14 distsl@sion.
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Figura 6.6- Niveles de lyn detectados poWestern blot. Representativas imagenes de los
Western blot se muestran arriba. La cuantificas@mraficé abajo, relativizada a los niveles de
la proteina en el lado control (indicados pori@éi horizontal). Se representa la media +/- S.E.M
de tres cuantificaciones independientes. Se realiz6ANOVA de una via para ver las
diferencias estadisticamente significativas con.@s@*). Para la cuantificacion se utilizé el
programa ImageJ (NIH) y se graficé utilizando eh@rPad Prism.
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6.2.5. Expresion de la proteina Thy-1

Una proteina muy interesante para analizar era Thg-tjug varios trabajos le
adjudica una funcion inhibitoria del crecimiento nealorTiveron y colaboradores
observaron una inhibicion del crecimiento de neuritasres el sustrato de astrocitos
maduros (Tiveron et al., 1992). Otro grupo obtuvailtedos similares (Mahanthappa
and Patterson, 1992a; Mahanthappa and Patterson, 18B2bjvando que tanto la
remocion como el “crosslinking” de la proteina Thy-1 lansuperficie de neuronas
primarias o células PC12 desencadenaba la diferentiaeidronal y el crecimiento de
neuritas. Esta inhibicion también fue descripta en sistel@aziltivos de neuronas del
ganglio de la raiz dorsal (DRG) (Chen et al., 2005).

En astocitos se ha descripto como receptor celularfar-1 a la integrina,fs,
dicha interaccion produce una sefializacion bidireedide activacion de moléculas en
ambas células interactuantes (Hermosilla et al., 20P8).ser Thy-1 una proteina
anclada a membrana por glicolipidos (ancla GPI) necésiinteraccion con proteinas
de sefializacion intracelulares para llevar a cabo uswidn. Thy-1 se localiza
principalmente en dominios lipidicos o rafts de la heana y es alli donde interacciona
con distintas proteinas adaptadoras y de sefalizaciond&hms complejos muy bien
caracterizados es el formado con las proteinas mienderdss familia src (SFKs) entre
ellas proteinas palmitoiladas fyn y lyn que analizamo$aeseccion anterior (Chen et
al., 2006a; Henke et al., 1997; Shenoy-Scaria et32)1

Con estos antecedentes nos preguntamos si Thy-1 estnf® en neuronas del
DRG adulto después de la axotomia y su receptor lgringen,f; esta presente en los
astocitos de la zona de entrada de la raiz dorsal ZIPRia. comprobar esta hipotesis
decidimos analizar los niveles de expresion de Thg-lag distintas areas anatomicas
del modelo de lesién periférica (ganglios de la rafgalpraiz dorsal y nervio ciatico).

Pudimos observar un aumento significativo de esta ipeot el nervio ciatico a
partir de los 7 dias post-lesion llegando hasta urimtéa los 14 dias. La expresion de
esta proteina es significativamente, tanto a los 7 dias eolos 14 dias post-lesion
Llegando a los 14 dias a ser cinco veces mayor alclaatool. No hubo diferencias con
el lado control no lesionado en las otras regiones ada&zcomo el DRG o las raices

dorsales, ni a los 7 ni a 14 dias post-lesion (Figuta 6
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Figura 6.7- Niveles de Thy-1 detectados por Westelnlot. Representativas imagenes de Western
blot a los 14 dias se muestran arriba. La cuaatiffi; se graficé abajo y los niveles de expres#n d
la proteina fue relativizada a los niveles del mdr(indicados por la linea horizontal). Se realigd
ANOVA de una via para ver las diferencias estaddistente significativas con p<0.05 (*). Se
representa la media +/- S.E.M de tres cuantificasomdependientes. Para la cuantificacion se
utilizé el programa ImageJd (NIH) y se graficé utilindo el GraphPad Prism.

En este trabajo pudimos ver como la proteina inhibitde& crecimiento
neuronal Thy-1 se acumula periféricamente en el oaridtico lesionado, pero no asi
centralmente luego de la lesion del mismo. Sin embdefudo a la técnica utilizada no
pudimos identificar las células que estan expresdiyel. Por lo tanto este aumento
también podria deberse a un incremento en la infiltrad#&leucocitos, dado que estas
células expresan Thy-1 en su superficie. Por oo lalgunos trabajos encontraron
disminuciones significativas de la proteina entre los72dyas post-lesion (Chen et al.,
2005), nosotros no analizamos las muestras a losidepero a los 7 dias no obtuvimos

esa disminucion de la expresion.
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6.2.6 Expresion de a,Bs-integrina

Analizando el resultado anterior donde observamosgaesion de la proteina

Thy-1 quisimos saber si ademés se encontraba utge@n astrocitos la integrings.

Para ello analizamos por Western blot la presencidadeontraparte conocida la
integrina avBs en la raiz dorsal (Hermosilla et al., 2008; Leyton kt 2001).
Encontramos expresion de las subunidades de la imagfi; en los astrocitos de la

raiz dorsal, indistintamente si hubo o no lesion delioariatico (Figura 6.8). Por esta

técnica de deteccidon no pudimos observar diferencida expresion de ninguna de las

cadenas de esta integrina.
Raiz Dorsal

control lesiéon

av
97— -~ -2

68-- B3

Figura 6.8- Western blot de la integrinaa.,-Bs.

Se realizé la deteccion por la técnica de Western
blot de las subunidades de la integrifay Bsen

las raices dorsales tanto del lado del nervioaziati
lesionado como del lado contral.
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6.2.7. Co-localizacion de la integrina B3 con Thy-1 en el
ZERD.

Dada la importancia de las moléculas de adhesiofacedn el reconocimiento
entre células, nosotros decidimos estudiar la distribucié dichas proteinas en
neuronas Yy astrocitos de la médula espinal en rdidtas que han sufrido una lesién
unilateral del nervio ciatico. Usando anticuerpos dfipes contra las proteinas de
adhesioén Thy-1 y la subunidgd de integrina con técnicas de inmunofluorescencia,
pudimos visualizar a nivel celular la distribucion andt@ntde estas proteinas, que son

capaces de interactuar en sistemastro.

Efecto de la axotomia en la localizacion de Thy-1 en médula esp  inal, DRGs
y nervios periféricos.

Como ya mencionamos en secciones anteriores la ppoldip-l se expresa
principalmente en nervios del SNP y axones del SN@uro, y no asi durante el
desarrollo embrionario (Chen et al., 2005; Rege arajodd, 2006b). Cuando
analizamos la localizacién de esta proteina en nuestens de lesion periférica en
adultos podemos ver que Thy-1 est4 presente en médpilaale En una seccién
transversal de la medula se observa una sefnal erfdy-1 en la materia blanca la
cual corresponde a los tractos axonales ascendermtescgndentes. La region de la
materia gris donde estan los cuerpos neuronales paasem sefal débil de Thy-1. Esta
distribucion era la esperada ya que la zona ZERDa(zenentrada a la raiz dorsal) se
ubica en la materia blanca y es en ella donde la peoféry-1 de las neuronas
interacciona con la integrina de los astrocitos presentesZ£RD. Pudimos observar a
un mayor aumento los axones con un patron de mancgcamulado, caracteristico de
Thy-1 (Figura 6.9).

Sin embargo cuando analizamos cuantitativamente atatlos no observamos
diferencias en la materia gris entre el lado lesior({@date superior de la imagen) y el
lado control (parte inferior de la imagen) a los &diost-lesion (Figura 6.9). Esto hace
suponer que Thy-1 tiene una expresion constitutivaaenddula espinal, que no se ve

influenciada por la lesion periférica del nervio ciétic
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Figura 6.9- Inmunofluorescencia indirecta de Thy-len un corte transversal de médula espinal de
rata 7 dias post-lesion Se puede ver la diferencia de expresion entreriaagris (MG), donde se
encuentran los cuerpos neuronales, y materia bl@WiBg donde se encuentran los tractos axonales
ascendentes y descendentes. Inserto: aumento pwen verse axones individuales, con un patrén de
marcacion granulado, caracteristico de Thy-1.

También nos interesé analizar la expresion de Thy-b®ganglios de la raiz
dorsal (DRGSs) tanto en el lado control como en ebtesio, a los 7 dias post-lesion.
Las imagenes de los ganglios no mostraron una difleresignificativa de la
localizacién de Thy-1, entre los DRGs a ambos ladok desion (Figura 6.10 A y B).
Por el contrario, cuando analizamos el nervio ciatico wedse una diferencia entre el
nervio sano (Figura 6.10 C) y el lesionado (Figura06D), Thy-1 se encuentra
ligeramente aumentada en su expresion ante la lesiamedad ciatico. Sin embargo
como hemos mencionado antes este aumento podria elebarsa infiltracion de

linfocitos que también expresan la proteina Thy-1 em&mbranas.
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Figura 6.10- Inmunofluorescencia indirecta de Thy-1tanto en DRG como en nervio ciatico
Secciones de DRG, del lado contralateral (A) dlapsial (B) a una axonotmeésis periférica de nervio
ciatico, 7 dias post-lesién; y secciones de neritico del lado contralateral (C) e ipsilatera) @una
axonotmeésis periférica de nervio ciatico, 7 disgf®Esion.

Co-localizacion de la subunidad  a, con GFAP.

La subunidada, de integrinas co-localiza parcialmente con el marcador d
astrocitos reactivos GFAP en astas dorsales y en [®4ERa medula espinal, del lado
ipsilateral a la lesion, a los 7 dias post-lesiona Estlocalizacion es parcial, ya que
parece localizarse sobre otros tipos celulares, adeil®asu marcacion astrocitica.
GFAP presenta una apariencia granulosa lo cual dacided de que esta
compartimentalizada. En cambio la subunidadde integrina parece distribuida mas

uniformemente sobre la superficie celular (Figura 6.11)
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av Integrin

Figura 6.11.- Inmunofluorescencia indirecta de GFAPy subunidad e, de integrina, en cortes
transversales de médula espinal 7 dias post-lesidn la figura de arriba a la izquierda de muestra la
localizacion de GFAP en (verde) y a la dereghitegrina (rojo) en el lado ipsilateral a la lesi@&n la
figura de abajo se ilustra la co-localizacién déasnproteinas (amarillo). Esta co-distribuciénugella
zona méas superficial del asta dorsal (flecha), domd encuentran los astrocitos inhibitorios del
crecimiento axonal (MG: materia gris, ZERD: zonadt&ada de la raiz dorsal). Imagen 60x.

Co-localizacion de la subunidad B85 con GFAP.

Al igual queay, la subunidadB; de integrina también se distribuye parcialmente
junto con GFAP en la ZERD (Figura 6.12). Esta distiibues muy parecida a la
observada en la figura 6.11, enirgintegrina y GFAP. En la figura 6.12 puede verse la
zona de entrada de la raiz dorsal (ZERD) del ladiatpral a la lesion, 7 dias post-

lesion, donde se observa la co-localizacion de laspdoteinas. Igual que antes con la
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subunidaday, la subunidadd; parece mas ampliamente distribuida sobre todo el asta
dorsal que GFAP, que se encuentra principalmentélgnite de la ZERD.

RAIZ DORSAL

Figura 6.12- Inmunofluorescencia indirecta de GFAPy subunidad p; de integrina en cortes
transversales de la medula espinal 7 dias post-lesiEn las figuras de arriba se puede observar las
inmunofluorescencias individuales de GFAP (verdg)3yintegrina (rojo), en el asta dorsal, del lado
ipsilateral a la lesién. En la figura de abajo sgestra la co-localizacion de ambas proteinas eor col
amarillo. (ZERD=zona de entrada de la raiz dorgalgen 60x.
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Co-localizacion de subunidad B3 con Thy-1.

Como describimos en la seccion anterior por la profEfiyal aumenta
drasticamente su expresion en el nervio ciatico, peq@resenta cambios significativos
en su expresion en raiz dorsal ni en el ganglio, laegana lesion periférica como la
axonotmésis del nervio ciatico (Figura 6.7). Esté liescripto que Thy-1 interacciona
con la integrinao,fs de astrocitos en cultivo (Avalos et al., 2002; Hermostial.,
2008). Para confirmar esta interaccion en nuestro sistegaizamos una
inmunofluorescencia indirecta de Thy-1 y la subunifladie la integrina en la zona de
entrada de la raiz dorsal (ZERD) (Figura 6.13).

Nosotros pudimos observar que la subunigiacb-localiza con Thy-1 en la zona
mas externa de la zona ZERD, donde Thy-1 se locatizzu mayoria sobre el limite del
asta dorsal, pero es muy leve la sefal en el cedefrasta, a diferencia @, que esta

ampliamente distribuida por toda la materia gris (Figut8).

Figura 6.13- Inmunofluorescencia indirecta doble Th-1 y la integrina B; de la zona de entrada
(ZERD). Se marcamhy-1 (verde) y la subuniddii de integringrojo), en cortes medulares transversales,
del lado ipsilateral al sitio de la lesién, 7 dimst-lesién. En la imagen se ve la distribuciérestas dos
proteinas, mientras qui se localiza sobre toda el asta dorsal, Thy-1 seldocaliza sobre el borde
externo de la ZERD, pero no dentro del asta darsalgen 60x.
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6.3. Conclusiones generales del capitulo 6

La axotomia periférica es un tratamiento conocido poneatar la capacidad
regenerativa de las proyecciones centrales del DR@,ieduce la expresion de varias
proteinas relacionadas con el crecimiento que sosptoatadas centralmente luego de la
injuria. En el capitulo analizamos la expresion de vapiateinas relacionadas con el
crecimiento y la regeneracion neuronal. Entre las praseanalizadas estuvo la proteina
GAP-43 de muy conocida funcién en el crecimiento gnegacion axonal. Pudimos ver
en nuestro sistema que dicha proteina se encontrabadadiiférencialmente luego de
la lesion en el DRG, raiz dorsal y en el nervio aiatic

También analizamos otras proteinas involucradas &mtaon singptica como
SNAP-25. A pesar que esta proteina ha sido descripteo amarcadora de dafio
presindptico en nuestro modelo no obtuvimos diferenaa la expresion de la misma
luego de la injuria (Patanow et al., 1997) .

Otro grupo de proteinas importantes fueron las caveotleaks cuales solo
analizamos caveolina-1, que era la isoforma para ladisponiamos de anticuerpo.
Esperabamos poder ver diferencias en la expresi@sideisoforma de la proteina ya
que con anterioridad otro grupo habia descriptodadnion de caveolina-2 en respuesta
a la injuria en células PC12 (Galbiati et al., 1998).

El grupo de proteinas de sefializacion Src quinasa) (&ids otras de nuestras
proteinas candidatas al analisis. Estudiamos a dossdmiembros fyn y lyn. Con la
proteina fyn no pudimos observar diferencias en guesion ante la lesion periférica.
Sin embargo cuando analizamos la expresion de la padigirpudimos ver diferencias
significativas ante el estimulo de la lesién periféricchB induccion se mantuvo
durante los 7 dias hasta los 14 dias post-lesion emabrciatico.

Por otro lado observamos que la proteina inhibitoriaccedimiento Thy-1 se
encuentra aumentada diferencialmente del lado lesioeads nervio ciatico luego de
los 7 y 14 dias post-lesion. Estos cambios no se \aser nivel central ya sea de las
raices o del DRG. Esto podria deberse a la infiltradié linfocitos T en la zona de
lesién, los cuales también expresan Thy-1.

Encontramos que la integringfs esta presente en la raiz dorsal, lo cual puede
contribuir a la inhibicién del crecimiento en la zadBRD luego de la axotomia. La
subunidad3; de la integrina se encuentra expresada mayoritariametdengateria gris

medular. Los resultados de las inmunofluorescenaaspoueban que la interaccion
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entre Thy-1 neuronal @3 integrina astrocitica esta presente en nuestro sisteamiaa S
sugerido esta interaccion como importante en la regegaratanto Thy-1 como la
subunidad3; se encuentran en las raices dorsales de ratas abal@agresion de Thy-1
no se pierde después de axotomia periférica, es lde@generacion no repite lo que
ocurre en el desarrollo donde la proteina Thy-1 essest nula.

Por otro lado pudimos ver en nuestro trabajo que lgringo,3 se mantiene 6
aumenta su presencia en la medula espinal y la raialdduego de la axotomia
periférica. La presencia simultanea de estos dos tmesppodria explicar en parte la
falla de regeneracion en la ZERD. La subunifligdntegrina muestra una clara co-
localizacién en la ZERD, con la proteina GFAP (Fig6rd2). El asta dorsal, mas
precisamente en la ZERD, es el lugar en el cuahégios sensoriales en proceso de
regeneracion hacen contacto con los astrocitos queeimisiu crecimiento, por lo tanto,
seria razonable pensar que la interaccion molecula &hy-1 ya, B3 integrina podria
contribuir a la inhibicion o limitacion de la regeaeion (Figura 6.13). Los analisis de
Thy-1 oa,f3 integrina (luego de una axotomia periférica, en eGDRIa raiz dorsal),
obtenidos por Western Blot, no mostraron ninguna péxigamento significativo en la
expresion de estas proteinas (Figuras 6.7 y 6.8), r@uiifie de un trabajo anterior, en el
cual se muestra que la expresion de Thy-1 varia ®DRG’s (Chen et al., 2005). El
hecho de que la integringfs no aumente luego de una lesion puede deberse anque e

realidad el nivel de expresion no sea dependiente dedgdesivo.
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CAPITULO 7

Conclusiones generales



Hace varias décadas la modificacion covalente delrBipdacion ha sido
asociada con la translocacion de proteinas hacia ldraamplasmatica. No obstante en
los siguientes afios de investigacion el papel celufangional de S-palmitoilacion ha
sido, y sigue siendo, en gran parte un misterio. &tiqular, la presencia frecuente de
dicha modificacion en proteinas transmembranales cpan@jemplo, muchos socios de
la familia de receptores serpentinas, va en contrangepel simple en unir proteinas a
la membrana. Para iluminar este campo oscuro de @adijdin de proteinas, nosotros
hemos usado una combinacion de técnicas con el firamddizar el proceso de
palmitoilacion en el contexto de compartimentalizacion depequefio grupo de
proteinas importantes para la funcion neuronal, sietngi@do de mantener el contexto

fisiologico de crecimiento axonal y plasticidad sinégti

En el tercer capitulo pudimos identificar dos proteira@mpoiladas, GAP-43 y
fyn, cuya ubicacion submembranal era modificada espuesta a estimulos
extracelulares e intracelulares relacionados con dinciento y regeneracion de
neuronas. Por sus patrones de expresion, ambasinptéan sido implicadas
previamente en los procesos de extension axonal ytreosmision. Esta relacion se
puede ver en los resultados del capitulo 6, a donidduacion de GAP-43 luego de una
axotomia ciética estd acompafiado con su transporte lagciamas periféricas, en
donde se produce la lesion. Pero también a nivetateproduciendo un aumento en la
plasticidad y capacidad regenerativa de la médula éspgimamque los factores de
crecimiento en general y la trombina han sido desaiptono capaces de modificar la
palmitoilacion de proteinas, la regulacion dinamica detgso no ha sido descripto en
la literatura para GAP-43 y fyn. En capitulo 4 estammedos nuestros intentos a
corroborar que la translocacion de las proteinas ed&&€ionada con su estado de
palmitoilacion. Enfrentando los problemas técnicos pawatrar esta relacion, pusimos
en marcha una técnica alternativa con las ventajas mlderade resultados y la
capacidad de medir el estado cuantitativo de palmitoiladista técnica nos daré la
capacidad de asociar la translocacion hacia rafts de p&mitoil-proteinas vy

oportunidades de aplicaciones nuevas descriptas rakms s

Tanto la proteina GAP-43 como la quinasa fyn son protgialasitoiladas, esta
modificacion postraduccional es dindmica y regulada e&tfmulos. Nosotros no
podemos afirmar que el aumento de proteinas en loinds resistentes a detergentes

sea debido a un mayor estado de palmitoilacion enrtageipas. Sin embargo varios
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trabajos han adjudicado a esta modificacion la prapietk ubicar a las proteinas en
estos dominios DRMs (Milligan et al., 1995; Uittenbogaard &mart, 2000).

Para poder analizar el estado de palmitoilacién de rotaipa ante un estimulo
en nuestro segundo capitulo optimizamos la deteccion ld@tqgaproteinas por el
novedoso método de intercambio de acido graso (ABE)a técnica nos permitié
analizar el estado de palmitoilacion de una proteina porao la BSA. Nuestra
perspectiva a futuro es poder detectar los niveles daitpaécion de las proteinas
dentro y fuera de los DRMs, cuando los sinaptosoneas tsatados con distintos
estimulos celulares.

De manera complementaria quisimos analizar de la @sdcide las palmitoil-
proteinas a membranas desde un enfoque fisico comtrdlytamos por trabajar con
sistemas de membraniasvitro (liposomas unilamelares, LUVS) y la proteina GAP-43,
por disponibilidad de herramientas para su expregidrificacion y palmitoilaciérin
vitro (capitulo 4). Las mismas se pueden aplicar en eld#uas tirosina quinasas fyn y
lyn, u otras proteinas, para su comparacion con GAPL& ventaja de utilizar
liposomas es que de la composicion lipidica de los odses definida, pudiéndose
analizar las interacciones electrostéticas e hidroféHigedo-proteina de una manera
mas controlada (capitulo 5). De estos ensayos lograimouna asociacion diferencial
de la GAP-43 a liposomas con distintos estado de ordent&m correspondientes a
estados diferentes que se encuentran en células ehservando una mayor asociacion
con los estados ordenados.

A su vez cuando la proteina estaba palmitoilada la asdeiacsistemas liquido
ordenado era muy elevada, llegando al 80% de asdciaEl hecho que GAP-43 se
asocie a las membranas sin palmitoilacién puede seraeéatn con las observaciones
de su distribucion en gradientes de sacarosa, mostradapitulo 3. Por otra parte de su
presencia en rafts, definidos por la distribucionTéig-1 en el gradiente, y en la fase
citoplasmética en el fondo del gradiente, GAP-43 y sapieteinas muestran a veces
una distribucion intermedia en los gradientes. No eata @ que fase fisica corresponde
esta distribucion, pero nos interesa la observacionaftseede conos de crecimiento y de
sinaptosomas tienen una distribucion diferente en latiegrzs (Patterson, 2002). Este
fendmeno se puede ver también con la distribucion gelTdespués de tratamiento con
NGF (Fig. 3.1) lo cual nos hace pensar ¢Hay reracifel de la estructura lipidica de
los rafts? ¢Puede ser que las fases intermediasseepr otros tipos de dominios

submembranales que ocurren en los sinaptosomas? gibte ppue la asociacion de
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GAP-43 con dichos dominios fuera regulada por otradifitacibon como la
fosforilacion? Estas son preguntas de profundas inmuliaa fisiolégicas que esperamos
enfrentar con las herramientas que hemos desarraladotrabajo presentado.

Cuando analizamos por EPR la asociacién de la prosmaalmitoilar a
liposomas pudimos ver que esta proteina se asocia rbindate a la membrana, por
lo tanto podemos decir que el extremo amino interaccioparfcialmente con ella a
través de interacciones electrostaticas. No observamoal gxremos amino donde se
encontraba la marca (Cys 3 y 4) se asOciese conri@braea de una manera fuerte a
través de la incorporacion de la proteina dentro dendmbrana. A partir de los
resultados y conclusiones de esta parte del trabajtesle surgen las siguientes
consideraciones para futuras investigaciones acerda thteraccion de GAP-43 con
membranas, su segregacion en dominios lipidicos ynipsicancias de ello en las
funciones de la proteina en las neuronas. Propongemterar una serie de proteinas
mutantes, mediante técnicas de ADN recombinante, psgmplazar los residuos
originales por cisteinas y poder incorporar el marcddagspin MT en distintos sitios de
interés en la proteina, como por ejemplo el dominictefey de esta manera detectar
cambios conformacionales que permitan estudiar laracten de GAP-43 con
membranas.

Finalmente mediante el modelo de lesién del nervio coidtinalizamos la
expresion de proteinas palmitoiladas como GAP-43,lyyn SNAP-25 o caveolina-1 en
el contexto de la injuria y recuperacion en el sistemeosy. Junto con eso, hicimos el
analisis de la proteina glipiada Thy-1 por dos razorigda (posibilidad de un rol de una
interaccion entre Thy-1 en neuronas,§s-integrina en astrocitos en el ZERD en inhibir
la regeneracién central de axones y, (2) por swacohiin en rafts, nos dara la
oportunidad de relacionar los resultados del capituloo® los anteriores de la
modificacion del estado de palmitoilacion y compartimerdalin de palmitoil-
proteinas después de la axotomia. Pudimos comprolmalestro sistema que la proteina
GAP-43, la cual era conocida por su induccién aamtkedion, se encontraba localizada
diferencialmente luego de la lesion en el DRG, amiladorsal y en el nervio mismo. A
Su vez encontramos que otras proteinas que mostrdbeendias en su expresion ante
el estimulo de lesion periférica. Las proteinas de ldligade las tirosinas quinasas src
eran de un interés particular en este contexto, porrosessultados anteriores y de
otros investigadores (Ignelzi et al., 1992). En un fuhose planteamos la posibilidad de

confirmar las variaciones de las proteinas src y ubdcaexpresion dentro de las
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diferentes células del sistema nervioso. Ademas awifidar nuevas palmitoil-proteinas
cuya expresion se vea modificada por la lesion grézd con la esperanza de identificar
a las proteinas cuya funcion sea fundamental en kneeacion nerviosa. Cualquier
avance en el campo de la regeneracion nerviosa abresperanza en la terapéutica de
la lesion del sistema nervioso central.

Por otro lado observamos que la proteina Thy-1 postybad varios trabajos
como inhibitoria del crecimiento se acumula periférieata, pero no centralmente
luego de la lesion del ciatico. Cuando analizamoexjaresion de law,f3 —integrina
postulada como receptor de Thy-1 en astrocitos, vimesagté presente en la raiz
dorsal. Para una evidencia directa de la interacciofhgel neuronal con la integrina
avP3, esperamos en un futuro poder realizar una triple la@bn en la ZERD. Esta
interaccion podria ser una de las responsables dedalfdlcrecimiento axonal cuando
llega a la zona ZERD luego de una lesién a nivel d&trma nervioso central. Por eso
tenemos planificado comparar los resultados de la lggGférica del nervio ciatico con
una lesion equivalente de las ramas centrales, ldonda L4/5 que estamos
desarrollando actualmente como modelo experimentaklefaboratorio. Con este
modelo, podriamos infundir anticuerpos bloqueantes dmtégiaccion Thy-1/o,fs-
integrina para promover la regeneracion.

Como conclusién general de nuestros resultados paddewir que las proteinas
palmitoiladas estan presentes en procesos tan impartaoteo el crecimiento y
regeneracion neuronal. Su compartimentalizacion, ibfgmsente su palmitoilacion, es
sensible a estimulos extracelulares y sefiales intra@sufaplicadas en controlar estos
procesos fisioldgicos. La S-palmitoilacion modifica leemaccion de la proteina con las
membranas artificiales en una manera que podria repaeseanslocacion a dominios
submembranales en el contexto celular. Todo nuestro drapajya la teoria de la
importancia de esta dinamica modificacion postraductiaten proteinas en la

sefializacion de procesos celulares.
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Apéndice



Resonancia paramagnética electronica (EPR)

La EPR es una técnica espectroscopica que detectaoréectiesapareados. El
principio en el que se basa la técnica es la separdel niveles de energia asociados al
momento magnético del espin electrénico por la interaccai® un campo magnético
aplicado. La muestra es irradiada con ondas electnoétiaas y si la energia de los
fotones corresponde a la separacion de niveles poadyor el campo magnético
externo se produce absorcion resonante. La sefial disteqgiarece como la derivada del

espectro de absorcion (Campbell and Dwek, 1984).

Cuando se quieren investigar moléculas que no s@m@néticas y por lo tanto,
no tienen sefiales intrinsecas de EPR, se utilizan maesade espin. Los marcadores
de espin son radicales libres, estables y sintéticgg, wiilizacién ha permitido que la
técnica de EPR sea aplicada a un amplio rango de ssst@ediner and Reuben J.,
1989; Griffith and Jost, 1976). En particular los medoras liposolubles permiten
utilizar la espectroscopia de EPR para censar el ordaforcmacional a distintas
profundidades en la region hidrofébica de la menmdb@rsistema modelo. También es
de particular utilidad el estudio por EPR de proteina acledes se reincorpora un

marcador de espin unido de manera covalente a snag@dlipeptidica.

Los marcadores de espin liposolubles son n-doxieaestearico (n-SASL), donde
el radical doxil (4,4-dimetiloxazolidina-N-oxil) reemplazbcarbonan de una molécula

de &cido esteérico (Figura A.1).
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Figura A.1- Estructura de los marcadores de espin liposolih|ek2- y 16-SASL

El marcador se incorpora a las estructuras lipidicdsrema paralela a las cadenas
hidrocarbonadas de los lipidos, con su extremo cabpxkiximo a las cabezas polares

y su distribucion lateral en la membrana es homoggradazar. Si el radical nitroxido
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reemplaza al carbono 5 de la cadena hidrocarbaheldicido estearico (n=5), censa la
bicapa lipidica en una region proxima a las cabezasgso Por el contrario, si el radical
nitréxido esta en las posiciones 12 o0 16 se encuerdsasomergido en la bicapa y por
lo tanto censa la regidon hidrofébica de la membr&haspectro de EPR que generan
esté afectado por la interaccion entre el electron desago localizado en el orbital2p
del enlace N-O y el nicleo d¥€N (de espin nuclear I=1). En consecuencia, el espectro
consta de tres lineas de significativa anisotropia debigloeael espin electrénico se
encuentra en un orbital tipo p. Esta anisotropia puedepsmnediada total o
parcialmente debido a movimientos moleculares. Cutglmovimientos son rpidos e
isotropicos (marcador pequefio en medio de baja witams el espectro consta de tres
lineas finas de alturas similares, pero en un estadwm-dmovimiento el espectro tiene
estructuras muy anchas. Entre estos dos extremos eristagimen intermedio, en el
cual el espectro de EPR es sensible a la velocidaisgteopia del movimiento. Estos
efectos son observados en los lipidos constituyentes dénmraeas. Por ejemplo, el
marcador de espin 16-SASL, que censa la region rredsande las estructuras lipidicas,
donde los movimientos de las cadenas son menos gastr$n tiene un espectro de

lineas mas finas que el de 12 0 5-SASL, que estéeg@mes mas inmovilizadas.

A partir de los espectros de estos marcadores selaat parametro de orden
aparente, $p(Cassera et al., 2002; Griffith and Jost, 1976). &{ Buede variar entre 0
y 1, donde un valor de,s=1 indicaria un estado de ordenamiento maximo de las
cadenas acilicas, es decir las cadenas estan pereténestiradas y empaquetadas,

mientras que &, =0 indicaria que las cadenas se encuentran totalmesuridradas.

Los valores del §, se calculan a partir de los espectros de EPR seg@udaion

A.1, donde A y A, se determinan como se muestra diglara A.2

(A,- A)) Ecuacion A.1

Sapp =
[Azz- Y2 (Axx+ Ayy)]

Axx, Ayy Y Azz son parametros conocidos para los SASL (Griffith &ogt, 1976)
y los valores correspondientes sorxA 5.9 G, Ay = 5.4 G, Az =32.9 G. Las gréaficas
de Spp en funcion de la posicion del radical nitroxido stamiadas “Gradientes de
Flexibilidad”. Estas representan el perfil de profundiéadla membrana y muestran

como el §pp disminuye a medida que el marcador se localiza mdisrmio. Este tipo de

162



figuras es caracteristico de estructuras de memb@asséra et al., 2002; Griffith and
Jost, 1976; Schorn and Marsh, 1996)

La explicacion del gradiente de flexibilidad se basa ee la mayoria de los
carbonos de las cadenas acilicas presentan hibridggigrios enlaces C-C son uniones
simples, lo cual les confiere libertad en cuanto aintacion relativa al enlace anterior
de la cadena (posicionésns, gauche +, gauchg.-El intercambio entre las distintas
posibilidades de orientacion da lugar a isomerimaes trans-gauche Estos
movimientos proporcionan flexibilidad a la cadena y facte es acumulativo cadena
abajo, dando una mayor amplitud de movimiento hacieestro de la membrana y

generando de esta manera una disminucion epgel S

2 Al

Figura A.2- Espectro tipico de
EPR (marcador 5-SASL en
membrana de glébulos rojos
humanos). En la figura se indica
como se obtiene la informacion
del espectro que luego se utiliza
para calcular el parametro de
orden.

2AJ_

La espectroscopia de EPR de proteinas marcadas cwadoges de espin
derivados de la maleimida ha sido ampliamente utilipsdta evaluar la movilidad y los
cambios conformacionales en los grupos sulfidrilolageproteinas y para estudiar la
difusion rotacional global de las proteinas de membeatravés de EPR de transferencia
de saturacion(Esmann et al., 1992; Fajer, 2000).

Los espectros de EPR de proteinas marcadas con gaduoade espin derivado
de la maleimida estdn generalmente constituidos porcdagonentes espectrales

llamados fuertemente (S) y débilmente (W) inmovilizadse yasocian con movimientos
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mas o menos restringidos del radical nitroxido en lalaste tiempo del experimento
EPR (Alonso et al., 2003) (Figura A.4).

2 T;f Figura A.4 EPR de proteine:

(a) Espectro tipico de EPR marcadores
de espin derivados de la maleimida
unido a los grupos sulfidrilos de
proteinas (b y c) espectros obtenidos
por simulacion que corresponden a los
dos componentes espectrales fuerte
(S) y débilmente (W) inmovilizado.
Los parametros T// (también llamado
Amax) y a0 correspondientes a la
maxima separacion hiperfina y a la
separacion  hiperfina  isotropica,
respectivamente, estan indicados en el
grafico. Figura tomada y modificada
de Alonso et al, 2001.

Alonso

4---..-.-..--.-..1.

B T T T

Alonso y colaboradores (Alonso et al., 2003) haoppesto que estos dos
componentes son el resultado de un equilibrio termodawientre dos poblaciones de
nitréxidos con estados de movilidad muy diferentes. Bgplrametros de los espectros
de EPR se deriva que el componente menos movil lse denitréxidos cuya cadena
lateral adopta una conformacion “inclinada” poniéndeseontacto con otros sitios de
la proteina a través de enlaces de hidrogeno en éoparticipa el atomo de oxigeno del
radical nitroxido, mientras que el componente movil sgira por los marcadores de
espin en contacto con el solvente, y reflejan la pa@dridentro del rango tipico para
sistemas acuosos(Alonso et al., 2001).

El componente de mayor movilidad W (Figura A.4) presdnes lineas de
resonancia finas con una separacion hiperfina isotdscla cual es muy sensible a la
polaridad del solvente en donde se encuentra disukeltadieal nitroxido. Si adel
componente W es similar al del marcador de espir boffer, los radicales nitroxido
del componente W estan expuestos al solvente. Encaste sus movimientos estan
relacionados con el tiempo de correlacion efectivo @edisomerizaciones rotacionales
alrededor de los enlaces que unen el anillo nitroxidopadteina. El componente menos
movil S (Figura A4), habitualmente representa la mangmrcion del espectro y permite

medir la separacion hiperfina de las lineas de resimaxteriores, el pardmetro.2T
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El valor del pardmetro /T(Awax) €s usualmente de unos 34G a 18 °C. Este
parametro es sensible a la movilidad del nitroxid@ gambién puede ser afectado por
la formacion de puentes de hidrégeno (Griffith andt,J&976), que aumentan la
densidad de espin del electron no apareado en Ié=oside nitrégeno. En un entorno
hidrofébico, donde el nitréxido no es capaz de forrmdaces de hidrégeno, el valor
maximo de Tes menor a 32 G. De este modo, el estado de escasldadodel
marcador que genera el componente espectral S §eaegpr su fuerte unién con la
proteina. Por un lado, esta unido de manera covaleaterao de azufre de los residuos
de cisteina, y la rotacion del grupo que contiene als@ncuentra dificultada por la
formacion de enlaces de hidrégeno con el grupo @amidon algunas cadenas laterales
de amino&cidos (Alonso et al., 2003).

Se puede verificar que un aumento de temperatura digenita relacion de
poblaciones entre los componentes fuerte y débilmemtevitizado N/Nw, y como este
proceso es totalmente reversible, parece claro quéo®ssomponentes espectrales se
encuentran en equilibrio termodinamico. Es asi quesesimponentes provienen de dos
estados intercambiables del radical nitroxido (ver &ghArs). Ademas de los posibles
enlaces de hidrogeno nitroxido-proteina también saibf@s otros enlaces de hidrégeno
de los 4tomos de oxigeno del anillo maleimida caratiena polipeptidica. Estos enlaces
podrian sujetar al anillo maleimida a la proteina. En@stanstancia el enlace que une
a la maleimida y al nitroxido seria el condicionantsrmportante de los movimientos

rotacionales (Alonso et al., 2003).
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Figura A.5. EPR de proteinas Modelo
molecular esquematico que ilustra al
marcador de espin maleimido tempo
(MT) unido a la cadena polipeptidica a
través del grupo sulfhidrilo de una
cisteina. El radical nitroxido es capaz de
formar enlaces de hidrégeno tanto con
los residuos aminoacidicos, generando el
componente  espectral  fuertemente
inmovilizado (S), o con el agua
generando un componente espectral
débilmente inmovilizado (W). Los dos
atomos de oxigeno del anillo de
maleimida pueden formar enlaces de
hidrégeno con la cadena polipeptidica.
Figura tomada y modificada de Alonso
et al 2003.

Para la componente movil, es posible calcular el tienepoodrelacion rotacional

(t¢) y compararlo con el del marcador MT libre en si@n. El tiempo puede ser

calculado de acuerdo a la siguiente formula estarataryn régimen de alta movilidad

medido en banda X (Gennaro et al., 1996)

7o =6.510"NAH[(h; /hy) ' —1]

Ecuacion A.2.

Dondet. esta en segundad\H, es el ancho pico a pico de la linea central del

espectro de EPR (en gauss).Whh; son las amplitudes de la linea central y de la linea
de campo alto, respectivamente. El factor numéricordbptanto del campo magnético

como de las anisotropias del factor g y de la interaduiderfina. El valor de 6,5 .10

es el que se usa habitualmente para experimentoand@ X. Un aumento de puede

interpretarse como una disminucion en la movilidad dega@e marcada.
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