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Figural1: Dibujo original de Santiago Ramén y Cajal, procedente
de su autobiografia literaria titulada “Recuerdos de mi vida’, que
se publicé en capitulos sueltos en la Revista de Aragon, entre
1901y 1904, y que actualmente se recoge en el “Centro Virtual
Cervantes” editada por Juan Fernandez Santarén. Bajo esta
imagen Cajal escribe: “Evolucidn positiva de la fibra nerviosa,
segun las observaciones de His y nuestras. A, célula germinal; B,
fase bipolar con iniciacion de la maza de crecimiento; , fase de
neuroblasto, propiamente dicho; D, aparicion de las dendritas;
E, modelamiento de éstas y formacion de las ramas nerviosas
colaterales y terminales. (Ndtese la maza o cono de crecimiento
(a), descubierto por primera vez.)”
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ANTECEDENTES HISTORICOS: DESCUBRIMIENTO DE
NGFY LA FAMILIA DE LAS NEUROTROFINAS.

Esta historia, como tantas otras, comienza a finales del
siglo XIX, de la mano de Don Santiago Ramén y Cajal. Cajal
inicid sus estudios acerca del desarrollo del sistema nervioso
en un contexto en el que la teoria celular ya habia visto la luz
y la mayoria de los cientificos entendian el tejido nervioso
como una excepcion a dicha teoria. Fue Cajal quien descubrid
que también el tejido nervioso esta compuesto por células
individuales, las neuronas, cuyos axones tienen terminaciones
libres. Pocos afos después (ajal no sélo habia establecido el
esquema estructural y funcional del sistema nervioso, sino
también la maquinaria para la guia de los procesos neuronales
en desarrollo: el cono de crecimiento. Tal como se describe
en Sotelo, 2004, en el aio 1892 Cajal, “impresionado por el
comportamiento de los axones durante el desarrollo, trat6 de
encontrar una explicacion ldgica a esa fuerza inteligente que
guiaba a los conos de crecimiento”. Ese mismo afio propuso lo
queseria el inicio de la“teoria neurotrdfica”, un mecanismo por
el cual las células diana serian capaces de secretar sustancias
atrayentes a las que los conos de crecimiento serian sensibles
(Cajal, 1890; Cajal, 1892), (fig. 11). Por éstas y otras muchas
aportaciones, Santiago Ramén y Cajal recibid el premio Nobel
de Fisiologia 0 Medicina en el afio 1906. No obstante, la
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teoria neurotréfica estuvo muy adelantada a su tiempo y no
comenz0 a tomar sentido hasta 60 afios después, cuando Rita
Levi-Montalcini y Viktor Hamburger decidieron profundizar en
las investigaciones de Elmer Bueker.

Bueker habia sido un estudiante de doctorado dirigido por
el catedratico de Zoologia Viktor Hamburger en la Universidad
Washington en San Luis (Misuri). En el afio 1948, Bueker
publicé un articulo en el que analizaba las consecuencias de
injertar fragmentos de sarcoma de ratén sobre embriones
de pollo (Bueker, 1948). En estos experimentos observo
fibras nerviosas sensoriales que emergian de los ganglios
raquideos del embrion que estaban mds proximos al
sarcoma, accediendo incluso al interior del tejido neopldsico,
y concluyd que las caracteristicas histoquimicas del tumor
ofrecian un ambiente favorable para el crecimiento de las
fibras sensoriales. Sin embargo, no detectd este efecto en las
fibras motoras. Tras la publicacidn, la neuréloga italiana Rita
Levi-Montalcini y Hamburger decidieron re-investigar este
fendmeno (Levi-Montalcini, 1987). Ademas de corroborar los
resultados de Bueker, replicaron los mismos efectos colocando
el sarcoma préximo al embridn pero sin que hubiera contacto
entre ellos, asi como en experimentos in vitro en los que
utilizaban explantes de ganglios sensoriales simpaticos
colocados cerca de los tumores en cultivo. Levi-Montalcini
describid, en los ensayos in vitro, un halo de fibras nerviosas
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Figura 12: Dibujo original procedente de la conferencia
impartida por Rita Levi-Montalcini en la ceremonia en la
que recibio el premio Nobel, el 8 de diciembre de 1886, en
Estocolmo, y contenida en la publicacion “ The Nerve Growth
Factor: thirty-five years later” (Levi-Montalcini, 1987). Bajo esta
imagen aparece el texto siguiente: “Drawings illustrating the in
vitro “halo” effect on 8-day chick embryo sensory ganglia cultured
in the presence of fragments of mouse sarcoma 180 for 24 hours
(b) or 48 hours (c). In (a), the ganglion, which faces a fragment of
chick embryonic tissue, shows fibroblasts but few nerve fibers. In
(b) and (c), the ganglia, facing fragments of sarcoma 180, show
the typical “halo” effect elicited by the growth factor released from
the sarcoma. Note in (c) the first evidence of a neurotropic effect of
the growth factor”.
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que emergian del ganglio a las 24 horas, y cuya densidad era
maxima en la direccién en la que se encontraba el sarcoma
(fig. 12). Con estos resultados Levi-Montalcini y Hamburger,
junto a Stanley Cohen, un joven bioquimico que se habia
unido al grupo recientemente, centraron sus esfuerzos en el
estudio de la naturaleza quimica de ese factor que era liberado
por los sarcomas. Tras dos afios de trabajo, identificaron una
molécula de naturaleza proteica y peso molecular de 44000
Da a la que denominaron Factor de Crecimiento Nervioso o
NGF (del inglés Nerve Growth Factor)(Cohen, Levimontalcini
and Hamburger, 1954). Habian descubierto la primera
neurotrofina, que estuvo en entredicho durante casi medio
siglo hasta que se reconocid su validez, y en 1986 Rita Levi-
Montalciniy Stanley Cohen recibieron por ello el premio Nobel
de Fisiologia o Medicina.

(asi 30 afios después Hans Thoenen y colaboradores
purificaron y caracterizaron otro factor neurotréfico, el Factor
Neurotrdfico Derivado del Cerebro o BDNF (del inglés Brain-
Derived Neurotrophic Factor) (Barde et al., 1982), inicidndose
asi la familia de las neurotrofinas. Los investigadores
advirtieron que la secuencia de la proteina BDNF presentaba
gran homologia con la secuencia del NGF y esto favoreci6
el aislamiento de nuevos miembros, estableciéndose una
correlacion funcional a partir de una correlacion estructural
(Leibrock et al 1989). En la actualidad esta familia incluye
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en los mamiferos otros dos miembros: la Neurotrofina-3 (NT-
3) (Maisonpierre et al., 1990; Hohn et al., 1990; Jones and
Reichardt 1990; Rosenthal et al., 1990) y la Neurotrofina-4/5
(NT-4/5) (Berkemeier et al., 1991; Hallbook et al., 1991; Ip et
al., 1992).

PROCESAMIENTOY SECRECION DELAS NEUROTROFINAS

Como la mayoria de los polipéptidos bioldgicamente
activos que se secretan, la sintesis de las neurotrofinas se
produce en el reticulo endoplasmatico rugoso, donde las
pro-neurotrofinas se empaquetan en vesiculas secretoras.
Las pro-neurotrofinas, que van desde aproximadamente 210
a 270 residuos de aminodcidos de longitud, son inicialmente
sintetizadas como pre-pro-neurotrofinas a partir de un tnico
exon. Estan constituidas, desde el extremo amino terminal,
por un péptido sefal, un pro-dominio y un extremo carboxilo
terminal que constituird la molécula madura con actividad
neurotrdfica. Las pre-pro-neurotrofinas se procesan tanto en
el reticulo endoplasmatico, donde se eliminard el péptido
sefial, como dentro de estas vesiculas, donde se elimina
el pro-dominio por proteasas de la familia convertasa de
proproteina (Seidah et al., 1996), dando lugar a la produccion
de las neurotrofinas maduras que contienen alrededor de 120
residuos. (abe destacar que también se ha publicado que



pro-NGF y pro-BDNF son secretados y pueden ser procesados
posteriormente en el medio extracelular por diversas
proteasas (Lee et al., 2001; Yang et al., 2009).

Las neuronas y las células neuroendocrinas utilizan dos
vias distintas de secrecion: requlada y constitutiva, mientras
que las células no neuronales tienen tipicamente sélo la via
secretora constitutiva (Kelly, 1985). Por lo tanto, mientras
que en células no neuronales la forma de secrecion de las
cuatro neurotrofinas es similar, éste no es el caso en las
neuronas. El tréfico del NGF, NT-3 y NT-4 es principalmente
a través de la via secretora constitutiva en las neuronas y
células neuroendocrinas, mientras que BDNF se secreta
selectivamente a través de la ruta requlada (Mowla et al.,
1999; Griesheck et al., 1999; Farhadi et al., 2000; Hibbert
et al., 2003). Esta distincion es particularmente importante
en el contexto de las funciones de BDNF en el aprendizaje y
la memoria, donde el control de la secrecién de BDNF por la
actividad neuronal es esencial. En las neuronas, la mayoria
de la secrecion de BDNF sigue la misma via secretora que el
resto de neuropéptidos, se empaqueta en vesiculas grandes
de nicleo denso (Large Dense Core Vesicles, LDCVs), que se
transportan anterégradamente a lo largo de los axones, y es
secretado en el extremo del axon (von Bartheld et al., 1996;
Zhou and Rush, 1996; Conner et al., 1997; Dieni et al., 2012).
No obstante, el BDNF se encuentra también en vesiculas
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dendriticas que no poseen las caracteristicas propias de las
LDCVs (Miyazaki et al., 2011).

Curiosamente, la secrecion de neurotrofinas también
puede ser desencadenada por las propias neurotrofinas: el uso
de NT-4/5 0 NT-3 para inducir la estimulacion de los receptores
TrkB y TrkC neuronales en rodajas de hipocampo desencadena
la secrecion de BDNF tanto sobreexpresado como enddgeno
(Canossa et al., 1997). Del mismo modo, se ha descrito en
células PC12, la secrecion inducida por NGF de cualquier
neurotrofina sobreexpresada, mediada por la sefalizacion
combinada de receptores TrkA y p75"™ (Kruttgen et al., 1998).

RECEPTORES DE NEUROTROFINAS

Las neurotrofinas realizan sus funciones mediante su unién
a receptores especificos, de los que se conocen dos tipos: los
receptores de alta afinidad Trk (Tropomyosin receptor kinase),
pertenecientes a la familia de receptores tirosina quinasa, y el
receptor de baja afinidad p75"™, miembro de la superfamilia de
Receptores del Factor de Necrosis Tumoral (TNFR). El receptor
p75"™ humano fue descrito en el afio 1986 (Chao et al., 1986)
como receptor de baja afinidad para el NGF humano, capaz de
unir también el resto de neurotrofinas. Paralelamente, también
enelafio 1986, el Dr. Martin Zanca y colaboradores describieron
una nueva forma oncogénica con actividad tirosina quinasa

INTRODUCCION



(Martin-Zanca et al., 1986-a; Martin-Zanca et al., 1986-b) a la
que denominaron Trk (del inglés Tropomyosin receptor kinase).
Poco tiempo después, se cloné el receptor TrkB (Klein et al.,
1990; Leibrock et al., 1989), el receptor Trk pasé a denominarse
TrkA y se estableci6 que TrkA y TrkB eran los receptores para
las neurotrofinas NGF y BDNF, respectivamente (Kaplan et al.,
1991; Klein et al., 1991). TrkC fue descrito en ultimo lugar como
el principal receptor para NT-3 (Lamballe et al., 1991).

Las cuatroneurotrofinas, tantoensuformainmadurade pro-
neurotrofinas como en su forma madura totalmente procesada,
pueden unirse y activar la sefializacion de p75"™, mientras que
los receptores Trk se unen a las formas maduras y son selectivos
para neurotrofinas concretas: NGF se une preferentemente y
activa TrkA, NT3 se une preferentemente y activa TrkC y BDNF
y NT4 preferentemente unen y activan TrkB (Patapoutian and
Reichardt, 2001; Chao, 2003; Huang and Reichardt, 2003) (fig.
13). La funcion de estos receptores es compleja ya que p75'™y
los receptores Trk pueden funcionar de manera independiente
0 conjunta. En las neuronas que expresan tanto receptores Trk
como p75"™ los receptores interactuan fisica y funcionalmente
de manera que pueden alterar las propiedades de sefializacion
de cada uno. Asi, cuando p75"™ es co-expresado con TrkA, el
NGF maduro se une al complejo con mayor afinidad que la que
se observa cuando TrkA es expresado en ausencia de p75"™
(Hempstead et al 1991).
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Figura 13: Esquema de los distintos receptores de neurotrofinas
y sus dominios estructurales. En la parte superior aparecen las
neurotrofinas capaces de unirse a cada uno de los receptores.

CR1-4: regiones ricas en cisteina del receptor p75'™; (1-2:
regiones ricas en cisteina de los receptores Trk; Ig: dominio tipo
inmunoglobulina; LRR1-3: motivos ricos en leucinas.
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Uno o més de los cuatro receptores de neurotrofinas
se expresan en una amplia variedad de tipos de neuronas y
glia, tanto en el sistema nervioso central como periférico, y
también en numerosos tipos de células no neuronales. Asi,
se establecen poblaciones celulares que estan determinadas
por el receptor o receptores de neurotrofinas que expresan, y
que pueden afectar a una extraordinaria gama de funciones
bioldgicas.

Para afiadir un nivel adicional de complejidad, diferentes
receptores pueden interactuar unos con otros. Por ejemplo,
p75"™ puede formar complejo con los receptores Trk,
sortilin-1 (SORL1) o Nogo (RTN4R), (Bronfman y Fainzilber,
2004), mientras que TrkB interactda con ephrin-A7 y EphA5
(Fitzgerald et al., 2008; Marler et al., 2008). Del mismo modo,
el receptor del factor neurotrdfico derivado de células gliales
(GDNFR), el receptor tirosina quinasa Ret y las protocadherinas
cooperan para regular la supervivencia neuronal (Schalm et
al., 2010). Ademas, la interaccion entre el receptor de efrinas
EphB y los receptores de glutamato tipo NMDA (N-metil-
D-aspartato) es crucial para la modulacién de la plasticidad
sindptica (Dalva et al., 2000; Henderson et al., 2001). Asi, una
compleja interaccion entre el repertorio de receptores y la
disponibilidad de los efectores determina en tltima instancia
a respuesta de una neurona a un estimulo dado.
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Activacion de los receptores y rutas de senalizacion

1. Receptor p75"™

Estructuralmente, el receptor p75'™ estd compuesto
por un dominio extracelular, un dominio transmembrana y
un domino intracelular. Se incluye en la familia del receptor
del factor de necrosis tumoral al presentar en su dominio
extracelular cuatro regiones ricas en cisteinas (CR1-CR4 con
6 cisteinas cada una) y en su parte intracelular, un dominio
de muerte celular (fig. 13). El receptor p75"™ presenta una
afinidad similar hacia todas las neurotrofinas maduras, sin
embargo, une las pro-neurotrofinas con mayor afinidad (Lee
etal., 2001). Ademds, el pro-dominio de las pro-neurotrofinas
interactua conel receptor desortilina el cual se asociay coopera
con p75"™ para unir pro-neurotrofinas con alta afinidad
(Nykjaer et al., 2004). De este modo, las pro-neurotrofinas
pueden ejercer acciones diferentes, complementarias e
incluso contrarias a las neurotrofinas (Hempstead, 2006).

El receptor p75"™ se expresa ampliamente tanto en tejidos
neurales como no neurales. Sus niveles de expresion son
maximos durante el y aunque disminuyen drasticamente en la
etapa adulta (Friedman et al., 1991). No obstante, mantiene
una expresion reducida en las neuronas colinérgicas, en las
neuronas sensoriales y en las motoneuronas espinales (Ernfors
etal., 1988; Verge et al., 1992). Cabe destacar que diferentes
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tipos de lesion y ciertos factores de estrés celular son potentes
inductores de la expresion de p75"™ en las células neuronales
y gliales (Ernfors et al., 1989).

La transmision de la sefial del receptor p75"™, al no
poseer actividad enzimatica intrinseca, requiere la asociacion
con proteinas adaptadoras citoplasmaticas que terminan
desencadenando la sefalizacion mediada por el factor de
transcripcion NF-kB y la proteina JNK (c-Jun N-terminal kinase)
(Friedman, 2000; Yoon et al., 1998).

2. Receptores Trk

Los receptores Trk pertenecen a la familia de receptores
tirosina quinasa, pero se distinguen de otros miembros de
esta familia principalmente por la organizacion estructural
de sus dominios extracelulares. En su dominio extracelular,
contienen dos regiones ricas en cisteinas separadas por un
dominio con tres motivos ricos en leucinas. A continuacion,
presentan dos dominios de tipo inmunoglobulina-(2, un dnico
paso transmembrana y finalmente, en la regién intracelular,
un dominio con actividad tirosina quinasa y un corto extremo
carboxilo terminal (fig. I3). Cabe destacar la presencia de
diversas tirosinas conservadas en la parte citoplasmatica,
cuya fosforilacion, al igual que ocurre en otros receptores
tirosina quinasa, requla la actividad del receptor y proporciona
los sitios de reclutamiento de moléculas adaptadoras y
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enzimas que intervienen en la iniciacion de las cascadas de
sefializacion intracelular (Bibel and Barde, 2000; Huang and
Reichardt, 2003; Patapoutian and Reichardt, 2001; Sofroniew
et al., 2001). Cada uno de los dominios extracelulares de los
receptores Trk ayuda a reqular la unidn del ligando, ya sea por
lainteraccién directa con las neurotrofinas o por la modulacién
de los cambios conformacionales en los dominios de union
(Arévalo et al., 2001; Wehrman et al., 2007).

Las neurotrofinas maduras existen asociadas no
covalentemente como dimeros formados por mondmeros de
unos 13.500 Da, y se unen a los receptores en forma de dimeros
(Bothwell and Shooter, 1977; Radziejewski et al., 1992). Al
igual que sucede con el resto de miembros de la familia de
los receptores tirosina quinasa, la unién del ligando provoca
la dimerizacién del receptor. De esta manera, dos dominios
tirosina quinasa se sittian lo suficientemente préximos para
que se produzca la autofosforilacion en los residuos de tirosina
situados en los lazos de activacion del dominio tirosina
quinasa. La fosforilacion de los residuos de tirosina en el
lazo de activacion tiene dos funciones bésicas: la primera es
la trans-fosforilacion eficiente de otros residuos de tirosina
esenciales para la propagacion de la sefial, y la sequnda es
proporcionar lugares de anclaje para proteinas especificas
que sirvan de adaptadores y que contengan dominios que
reconozcan tirosinas fosforiladas, como son los dominios del
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Figura 14: Esquema de las principales rutas de sefalizacion
que se activan tras la union del ligando al receptor Trk. PLC-y:
fosfolipasa C-y; PKC: proteina kinasa C; SOS: Son of sevenless;
Grb2: growth factor receptor bound protein-2; Gab1/2: GRB2-

associated binding protein 1; PI3K: fosfoinositol 3 kinasa; AKT:
proteina kinasa B; Ras: Rat sarcoma; Raf: Rapidly Accelerated
Fibrosarcoma; MEK: Mitogen-activated protein kinase kinase;
ERK: extracellular signal-regulated kinases.
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tipo SH2 (Src Homology 2) y PTB (Phosphotyrosine binding
domain) (Koch et al., 1991; van der Geer and Pawson, 1995).

La activacion de TrkA se produce inmediatamente tras la
interaccion con NGF y su actividad tirosina quinasa es méxima
entre 5y 10 minutos después del estimulo, atenuandose
posteriormente (Klein etal., 1991). Lareduccién delaactividad
catalitica se debe a la desfosforilacion e internalizacién de
los receptores (Hempstead et al., 1992). Los receptores Trk
también pueden activarse en ausencia de neurotrofinas a
través de un fendmeno denominado transactivacion, que se
basa en la activacion de los receptores Trk en respuesta a la
activacion por ligando de los receptores acoplados a proteina
G (GPCR). Concretamente, la adenosina y el PACAP (pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide) son dos de los
ligandos de los GPCR que pueden activar los receptores Trk
a través de la fosforilacion de Shc y PLC-y, aumentando la
supervivencia neuronal, a través de la activacion de Akt, en
neuronas de hipocampo in vitro y en células PC12 (Lee and
Chao, 2001; Rajagopal et al., 2004).

Tras la unidn del ligando al receptor Trk, se desencadenan

principalmente tres grandes cascadas de sefializacion (fig. 14)
que se describen a continuacion:
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2.1. Ruta de las MAPK (Mitogen activated protein kinases)

Las neurotrofinas pueden estimular de dos maneras
diferentes la ruta de las MAP quinasas: de manera transitoria,
durante aproximadamente 1 o 2 horas, o de manera
prolongada, durante unas 7 horas (Marshall, 1995). La
activacion transitoria estd mediada por la activacion rapida
y momentanea de la GTPasa Ras. La fosforilacién del residuo
Y490 del receptor facilita el acoplamiento de la proteina
Shc, que a su vez reclutard la proteina adaptadora Grb2 para
formar un complejo con el intercambiador de nucledtidos de
guanina S0S. La activacion de SOS promueve el intercambio
de guanosina difosfato (GDP) por guanosina trifosfato (GTP)
para activar Ras, que estimulard a tres proteinas quinasas que
actdan de manera secuencial: Raf (MAPKKK), MEK (MAPKK) y
ERK (MAPK) (Kaplan and Miller, 2000).

La activacion prolongada de la ruta requiere la activacion
del intercambiador de nucledtidos de guanina (3G a través
del adaptador CrkL. (3G activa entonces la GTPasa Rap1, que
a su vez activa la serina-treonina quinasa B-Raf, lo que resulta
en la activacion sostenida de la MAPK. Esta via requiere la
internalizacion del receptor de Trk en el compartimiento
endosomal (Wu et al., 2001; York et al., 1998; Arévalo et al.,
2006; Wu et al., 2001; York et al., 2000). A pesar de que la
activacion de Rap1 a través de CrkL-(3G estd aceptada, existe
cierta controversia sobre cémo la sefial se transmite desde el
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receptor hasta la proteina CrkL. Nuestro grupo ha descrito que
la proteina adaptadora ARMS/Kidins220 pone en contacto
(CrkL con Trk para la sealizacion prolongada de la ruta de las
MAP quinasas (Arévalo et al., 2004). Tras el tratamiento con
NGF, ARMS se fosforila rapidamente en tirosina y proporciona
un sitio de unién para el complejo CrkL-C3G, lo que conlleva
a la activacion sostenida de la ruta (Arévalo et al., 2006) (fig.
6). Otros grupos han propuesto que la activacion de Trk y la
fosforilacion en el residuo Y490 provoca el reclutamiento y
la fosforilacion del adaptador FRS2 (Fibroblast growth factor
receptor sustrate 2), que proporciona sitios de union a diversas
proteinas incluyendo Grb2. /n vitro, FRS2 se puede unir al
residuo Y490 fosforilado de TrkA y también puede interactuar
con CrkL (Kao etal., 2001; Meakin etal., 1999; Yan et al., 2002).

La activacion de la ruta de las MAP quinasas se ha
relacionado con la sefalizacion y la requlacion de la
transcripcion implicada en la supervivencia neuronal y la
diferenciacion (Hagag et al., 1986; Szeberenyi et al., 1990).
Entre los sustratos de esta ruta cabe destacar las quinasas Rsk
y MSK1, que activan el factor de transcripcién CREB (cAMP
response element binding), que a su vez controla la expresion
de genes esenciales para la supervivencia y muerte neuronal
y para la diferenciacion (Deak et al., 1998; Ginty et al., 1994;
Xing etal., 1996).
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2.2. Ruta PI3K/AKT

Shc se une a los receptores Trk activos en el residuo Y490.
Shc se asocia con Grb2 y Gab1, los cuales activaran PI3K y
ésta a su vez activara Akt (Holgado-Madruga et al., 1997).
Las neurotrofinas desempefan un papel fundamental en la
supervivencia neuronal durante el desarrollo a través de la
via PI3K-Akt. Entre los sustratos de Akt se incluyen proteinas
implicadas en la muerte celular. Asi, la proteina Akt fosforila e
inactiva a la proteina pro-apoptética Bad (Datta et al., 1997).
Del mismo modo, Akt inactiva el factor de transcripcion
forkhead (FKHRL1) que regula la expresion de varios genes
implicados en la muerte celular, como por ejemplo el ligando
Fas (Brunet et al., 1999; Zheng et al., 2002). Por otra parte, la
supervivencia via NF-kB se activa a través de Akt, ya que Akt
fosforila la subunidad inhibidora de NF-KB (IkB) liberando asi
el factor transcripcional y permitiendo su migracion al nicleo.
Finalmente, Akt se encuentra activa en el cono de crecimiento
favoreciendo el crecimiento y la ramificacion del axén en
neuronas sensoriales mediante la fosforilacién e inactivacion
de GSK-3B a nivel local, lo que lleva al ensamblaje de los
microtdbulos que promueven el crecimiento axonal (Markus
etal., 2002; Zhou et al., 2004).
2.3. Ruta de PLC-y

PLC-y es una enzima cuya actividad es inducida por las
neurotrofinas cuando se une al residuo Y785 fosforilado de
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Trk. Tras su activacion, hidroliza fosfatidil-inositoles bifosfato
(PIP2) generando inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG), dos importantes sequndos mensajeros (Obermeier et
al., 1993). El IP3 estimula la liberacion de calcio intracelular
que activard la proteina calmodulina asi como quinasas
dependientes de calcio/calmodulina. El DAG por su parte
activa diferentes isoformas de la enzima PKC y, finalmente, la
via de las MAPK (Corbit et al., 1999).

FUNCIONES DE LAS NEUROTROFINAS

Regulacion de la supervivencia y la muerte celular

Las neurotrofinas se identificaron por primera vez como
promotores de la supervivencia neuronal, especialmente
en el sistema nervioso periférico, y durante décadas los
investigadores se han centrado en gran medida en los efectos
favorables a la supervivencia de las neurotrofinas y sus
receptores en diferentes poblaciones neuronales (revisado
en Barde, 1989). Sin embargo, a principios de la década
de 1990, varios estudios mostraron que las neurotrofinas
también podrian inducir la apoptosis, actuando a través de
p75"™, en varias poblaciones celulares (Barrett et al., 1994;
Frade et al., 1996; Beattie et al., 2002). De este modo, las
neurotrofinas desempefian papeles cruciales en la regulacién
de la supervivencia y la apoptosis en el sistema nervioso
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en desarrollo, y en el adulto en respuesta a dafio neuronal.
Las cuatro neurotrofinas ejercen funciones cruciales en
el desarrollo de las neuronas periféricas y su accion estd
intimamente ligada a la correcta inervacion de los objetivos
periféricos. En el sistema nervioso central son prescindibles
para la supervivencia neuronal durante el desarrollo, pero
mantienen la supervivencia neuronal después de una lesion
(Beattie et al., 2002). No obstante, las neurotrofinas también
requlan la apoptosis de las neuronas periféricas y centrales
después de un dafio o durante el desarrollo. En el desarrollo
del sistema nervioso de los vertebrados se produce un exceso
de neuronas y sélo aquellas que contactan con éxito con las
células diana y forman las conexiones apropiadas, reciben
soporte tréfico y logran sobrevivir, mientras que el resto se
eliminan por apoptosis (revisado en Oppenheim, 1991). El
uso de las mismas moléculas y receptores en la requlacion de
la supervivencia y la muerte proporciona el estricto control
requerido para esculpir adecuadamente un sistema nervioso
funcional.

Formacion de los circuitos nerviosos y plasticidad
sinaptica: papel de BDNF

EI BDNF estd implicado en prdcticamente todas las etapas
de la formacion de las conexiones neuronales en el sistema
nervioso. Regula la supervivencia de las células madre y los
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progenitores neurales, la neurogénesis y la diferenciacion
neuronal, la polarizacién de las neuronas y la quia de los
procesos neuronales, la ramificacion y la supervivencia de las
neuronas diferenciadas asi como la formacion y maduracion
de las espinas dendriticas y las conexiones sindpticas (revisado
en Park and Poo, 2013).

En el sistema nervioso adulto, el BDNF modula la
plasticidad sindptica en el hipocampo y, por tanto, afecta a
las funciones cognitivas del cerebro, incluyendo el aprendizaje
y la memoria (Alonso et al., 2002). La plasticidad sindptica
se define como un cambio, dependiente de la experiencia,
en la potencia de la sinapsis. El ejemplo mejor estudiado de
plasticidad es la potenciacion a largo plazo (LTP, del ingés
Long-Term Potentiation), que ha sido generalmente asociada
con las neuronas de hipocampo (Bliss et al., 1993). La LTP
se puede definir como el fortalecimiento, dependiente de la
actividad, de una sinapsis, que tipicamente es inducido por
la alta frecuencia de estimulacién de entradas excitadoras.
Numerosos estudios han identificado la importancia de BDNF
en el desarrollo tanto de LTP como de recuerdos a largo plazo
(Figurov et al., 1996; Kang et al., 1997; Korte et al., 1995;
Patterson et al., 1996; Xu et al., 2000; Alonso et al., 2002;
Zakharenko et al., 2003).
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Otras funciones de las neurotrofinas

Ademads, las neurotrofinas requlan el crecimiento axonal
y dendritico, las conexiones sindpticas y la expresion de
proteinas cruciales para una correcta funcién neuronal (como
por ejemplo, neurotransmisores o canales idnicos), (revisado
en Arévalo and Wu, 2006; Bibel and Barde, 2000; Chao, 2003).
Las neurotrofinas son también importantes en los procesos de
inflamacidn y dolor, contexto en el que han sido ampliamente
estudiadas durante los dltimos 20 afios encontrandose una
relacion directa entre el NGF y la hiperalgesia (Heppenstall
and Lewin, 2000; Pezet and McMahon, 2006; Mantyh et
al., 2011). Varias neurotrofinas han sido implicadas en los
mecanismos centrales que regulan la ingesta de alimentos
y el peso corporal asi como en los procesos de enfermedad
que conducen a la obesidad. En este contexto, el BDNF ha
sido descrito como factor de saciedad que participa en los
mecanismos homeostaticos del hipotdlamo que mantienen
el equilibrio nutricional (Lapchak and Hefti 1992; Martin-
Iverson et al., 1994; Pelleymounter et al., 1995). También se
han identificado papeles especificos para BDNF, NT-3, y sus
receptores Trk correspondientes, en la formacién del corazén y
la vasculatura del miocardio (Donovan et al., 1996; Hiltunen et
al., 1996; Huber et al., 1996; Tessarollo et al., 1997; Tessarollo,
1998).
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EL BDNF EN CONDICIONES PATOLOGICAS

(Cambios en los niveles y la actividad BDNF se han descrito
en un gran ndmero de trastornos neurodegenerativos desde
principios de la década de 1990. Algunos de estos trastornos
se describen a continuacion:

Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (HD) es un trastorno
neurodegenerativo, progresivo y fatal que causa una serie
de trastornos cognitivos, psiquidtricos y motores (revisado
en Walker, 2007). Se trata de una enfermedad de herencia
dominante, causada por una expansion inestable de
repeticiones CAG dentro de la regién codificante de la proteina
huntingtina (Huntington’s Disease Collaborative Research
Group, 1993). Aunque la proteina huntingtina se expresa en el
organismo de manera ubicua y es capaz de interaccionar con
otras muchas proteinas, la HD se limita a las neuronasy més en
particularalas neuronas del estriado. El BDNF estd involucrado
en el desarrollo de la enfermedad humana al reducirse tanto
la produccién de esta neurotrofina en la corteza, como su
liberacion al estriado (Gauthier et al., 2004; Zuccato et al.,
2001). Aunque el BDNF se distribuye extensamente por
el sistema nervioso central de los mamiferos adultos, es
particularmente abundante en el hipocampo y en la corteza
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cerebral, desde donde se transporta anterdgradamante, a
través de las conexiones aferentes corticoestriatales, hasta sus
dianas estriatales. Es interesante destacar que las neuronas
del estriado necesitan BDNF para su supervivencia y para el
desarrollo correcto de su actividad (Hofer et al., 1990; Altar et
al., 1997; Baquet et al., 2004; Baydyuk et al., 2014).

La proteina huntingtina estd implicada en el control
fisioldgico de la sintesis de BDNF y su transporte en el cerebro,
ya que sustenta la transcripcion cortical del gen que codifica
el BDNF y dirige en las neuronas la clasificacion del BDNF
en vesiculas. Ambos procesos resultan simultdneamente
interrumpidos en HD dando lugar a la muerte neuronal
(Zuccato, 2001, Colin, 2008) y este hecho es a menudo
citado como una posible razén de la alta vulnerabilidad de
las neuronas del estriado en HD. Por estas razones, muchos
estudios han centrado sus esfuerzos en la busqueda de
estrategias terapéuticas para el tratamiento de HD basadas
en la administracion de BDNF (Alberch, 2004). Sin embargo,
trabajos recientes apuntan que la produccion y liberacién del
BDNF al estriado podrian no estar tan afectadas como se habia
pensado en un primer momento, y que el déficit de plasticidad
podria deberse a una sobreactivacion del receptor p75"™, un
conocido inhibidor de la sefializacion de TrkB. Concretamente
se ha detectado una disminucion en la cantidad de receptores
TrkB asi como en la activacion de la ruta de las MAPK, que
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ademds aparece acompafada de un aumento de receptores
p75 NTR, produciéndose asi una descompensacion en los
sistemas de senalizacion del BDNF (Ginés et al., 2010, Brito et
al., 2013, Plotkin et al., 2014).

Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) y Atrofia Muscular
Espinal (SMA)

La Esclerosis Lateral Amiotrdfica (ELA) y la atrofia muscular
espinal (SMA) representan las dos formas principales de
enfermedad de las neuronas motoras. En ambas formas de
la enfermedad, la médula espinal y las neuronas motoras
se vuelven disfuncionales y degeneran. Los factores
neurotréficos modulan la enfermedad de las motoneuronas
a varios niveles. Por un lado, desempenan un papel en la
compensacion de la pérdida de neuronas motoras en las
primeras etapas del brote, mediante la estabilizacion de las
sinapsis neuromusculares, estabilizando axones, y también
actuando sobre la supervivencia de las motoneuronas. Por otro
lado, la sefalizacion mediada por p75"™ podria contribuir a los
mecanismos degenerativos responsables de la denervacion
de las placas neuromusculares y la destruccion del axon, y
posiblemente incluso de la muerte en las etapas posteriores
de la enfermedad de las motoneuronas (Caroni, 1997; Frade
etal., 1996; Singh et al., 2008; Thoenen and Sendtner, 2002).
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CULTIVOS CELULARES

Todas las células utilizadas en el desarrollo de esta tesis se
han mantenido en un incubador a 37°C con un 5% de €0,y un
95% de humedad.

1. Lineas celulares
1.1. Células HEK293 y HEK293FT

HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) es una linea celular
obtenida a partir de células embrionarias de rifidn humano,
de las mds utilizadas debido a sus mdltiples ventajas, como
un rapido crecimiento y gran facilidad de transfeccion. Estas
células se han mantenido en Dulbecco ‘s Modified Eagle Medium
(DMEM, Gibco™) suplementado con un 10% de suero bovino
térmicamente inactivado (BS, Gibco™), un 1% de aminodcidos
no esenciales (NEAA, Gibco™), 2 mM de L-glutamina y con
penicilina (100 U/mL, Gibco™) y estreptomicina (100 pg/mL,
Gibco™)

Las células HEK293FT a su vez derivan de las HEK293. Estén
transfectadas de manera estable con el antigeno T del virus
SV40 para mejorar la produccién de particulas lentivirales.
Ademds de este antigeno, expresan un gen de resistencia a
geneticina, por lo se han mantenido con 500 pg/mL de G-418
(Gibco™).
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1.2. Células PC12

PC12 es una linea celular derivada de un feocromocitoma
de la médula adrenal de rata. Su origen embrionario es la
cresta neural y expresan los receptores de neurotrofinas
TrkA 'y P75"™ ademds de la proteina adaptadora de dichos
receptores, ARMS. Son un modelo de diferenciacién muy bien
caracterizado ya que en presencia de NGF paran su ciclo celular
y se diferencian a fenotipo neuronal, estableciendo conexiones
sindpticas funcionales (Greene et al., 1976) y siendo capaces
incluso de establecer sinapsis con neuronas corticales en
cultivo (Zhou et al, 2006). Estas células contienen vesiculas
grandes de nicleo denso (LDCVs, del inglés Large Dense Core
Vesicles) (Tsuboi et al., 2007) ademds de vesiculas sindpticas
(Liu et al., 2005), por lo que también han sido ampliamente
utilizadas como modelo de célula neurosecretora.

Estas células se han mantenido en placas previamente
tratadas con coldgeno (1 mg/mL) (BD Bioscience™) y medio
RPMI1640 (Lonza™) suplementado con un 10% de suero de
caballo inactivado (HS, Gibco™), un 5% de suero bovino fetal
inactivado (FBS), 2 mM de L-glutamina y con penicilina (100
U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL).

2. Cultivos primarios

El empleo de animales de experimentacion se llevd a
cabo cumpliendo las directrices establecidas por la Unidn
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Europea (2010/63/UE) englobadas en la legislacion espafiola
(RD 53/2013). Los protocolos utilizados fueron previamente
revisados y aprobados por la comision de Bioética de la
Universidad de Salamanca.

2.1. Neuronas de los ganglios raquideos

Los ganglios raquideos o DRG (del inglés Dorsal Root
Ganglion) se encuentran a ambos lados de la médula espinal
y estan formados por los cuerpos celulares de las neuronas
sensoriales primarias. Durante el desarrollo embrionario y
en el momento del nacimiento, el 70-80% de las neuronas
sensoriales de los DRG expresan el receptor TrkA y requieren la
presencia de NGF para su supervivencia (Smeyne et al., 1994;
White et al., 1996).

Las preparaciones de neuronas sensoriales de los DRG
se han obtenido a partir de embriones de rata en estadio
embrionario E15,5 o de ratn en estadio E13,5. Las hembras
gestantes fueron sacrificadas en una camara de (0,. Los
embriones se obtuvieron mediante cesdrea en condiciones
de asepsia y se colocaron en una placa estéril de cultivo con
medio L-15 (Gibco™) frio, donde se diseccionaron los DRGs.

Para disgregar el tejido y obtener células individuales, se
utilizé tripsina al 0,25 % (Gibco™) a 37°C durante 45 minutos.
Las células se sembraron sobre placas tratadas con 0,1 mg/
mL de poli-D-lisina (Sigma™) y Matrigel™ (BD Biosciences™),
con medio MEM (Minimum Essential Medium, Gibco™)
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suplementado con 4 g/L de glucosa (Sigma-Aldrich™), 10% de
suero bovino fetal térmicamente inactivado (FBS, Gibco™), 2
mM de L-glutamina (Gibco™) y 50 ng/mL mNGF 2.55 (Alomone
labs). Al dia siguiente de la diseccién se cambid el medio de
plaqueo por medio Neurobasal (Gibco™) suplementado con
B27 (Gibco™), 4 g/L de glucosa, 2 mM L-glutamina, 25 U/mL
de penicilina, 25 pg/mL de estreptomicina (Gibco™), 2,44 pg/
mL de 5-fluorodeoxiuridina, 2,44 pg/mL de uridina y 50 ng/
mL de NGF.

2.2. Neuronas corticales

El cultivo primario de neuronas corticales es una poderosa
herramienta para el aislamiento de los mecanismos celulares
y moleculares del desarrollo neuronal, el envejecimiento y la
muerte. Estas células en cultivo expresan los receptores de
neurotrofinas TrkB y TrkC.

Las neuronas primarias de corteza se prepararon a partir
de embriones de rata en estadio embrionario entre E17,5y
E18,50deraton en estadio E16,5. Los embriones se obtuvieron
en condiciones de asepsia de la misma manera que para el
cultivo de neuronas de DRG y se colocaron en una placa estéril
con una solucion salina tamponada fria, que en este caso fue
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline sin calcio ni magnesio
(DPBS, Gibco™). Las cortezas diseccionadas se disgregaron
en una solucion de 0,5 mM EDTA y 0,44 mg/ml de papaina
(Worthington™) activada con cisteina (Sigma™) durante 20
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minutos a 37°C. La reaccion de la papaina se detuvo utilizando
una solucion con albimina sérica bovina (Sigma™) e inhibidor
de tripsina (Sigma™) en EBSS (Earle’s Balanced Salt Solution-
Sigma™). Las células se plaquearon en placas previamente
tratadas con 0,01 mg/mL poli-D-lisina (Sigma™) en medio
DMEM/F12 + GlutaMAX (Gibco™) suplementado con un 5%
de HS y un 5% de FBS. Al dia siguiente de la diseccion este
medio se cambid por Neurobasal (Gibco™) suplementado con
NeuroBrew-21 (MACS™).

METODOS DE TRANSFECCION

Fosfato calcico

La transfeccion con fosfato cdlcico se basa en la obtencion
de precipitados insolubles que contengan el ADN de interés,
para su incorporacion a las células. Para ello se mezcla a partes
iguales una solucion conteniendo el ADN de interés y 0,25
M Cadl,, con una solucidn salina de fosfatos 2xHBS (274 mM
NaCl, 10 mM KCl, 1,4 mM Na,HPO,, 15 mM D-Glucosa y 42
mM HEPES). En este trabajo esta técnica se ha empleado para
obtener una transfeccién transitoria en células HEK293 y en la
produccién de vectores viricos en HEK293-FT.
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Lipofectamina 2000™

El reactivo comercial Lipofectamina 2000™ (Invitrogen™)
estd compuesto por lipidos catiénicos capaces de formar
liposomas que engloban el dcido nucleico de interés para su
incorporacion a la célula mediante fusién con la membrana
plasmatica. Esta técnica se ha empleado para transfectar las
células PC12 siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

GENERACION DE CLONES DE CELULAS PC12
TRANSFECTADAS DE MANERA ESTABLE

Para generar lineas celulares que expresaran de manera
estable un plasmido de interés, se utilizd una seleccién positiva
por resistencia al antibidtico geneticina. Para ello se incorporé
alos plasmidos de interés un gen neo®, que confiere resistencia
aneomicinay geneticina, asi como un gen codificante para una
proteinafluorescente GFP (Green Fluorescent Protein) o RFP (Red
Fluorescent Protein). Se transfectaron las células PC12 con el
plasmido de interés y posteriormente las células transfectadas
se plaquearon a una densidad muy baja en presencia del
antibidtico geneticina (Gibco™) a una concentracién de 500
mg/ml. En estas condiciones las células no transfectadas
mueren por el efecto del antibidtico, mientras que las células
transfectadas, que expresan la resistencia al antibidtico,
sobreviven y proliferan, formando colonias de clones. Cuando
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estas colonias alcanzaron un tamano suficiente, se aislaron y
se mantuvieron proliferando hasta establecer la linea celular.
Durante este periodo se redujo la concentracidn del antibidtico
a la mitad, para permitir una mayor proliferacién. Asimismo,
el medio de cultivo de estas células, incluyd siempre 250 mg/
ml de geneticina, para evitar la pérdida o reorganizacion del
plasmido. La expresion del plasmido de interés se verifico en
todo momento mediante comprobacion de la expresion de la
proteina fluorescente correspondiente en el microscopio de
fluorescencia asi como mediante Western Blot.

WESTERN BLOT

El Western Blot (WB) es una técnica analitica para el
estudio de proteinas, descrita por primera vez por Towbin et
al., en 1979, que permite la deteccién de una sola proteina
dentro de una muestra bioldgica. Esta especificidad se logra
mediante la utilizacion de un anticuerpo que reconoce y se
une a un epitopo dnico de la proteina de interés.

El WB permite estimar el tamafio de una proteina,
confirmar la presencia de modificaciones post-traduccionales,
como la fosforilacion, y comparar cuantitativamente los
niveles de una proteina entre distintas muestras.

Durante este procedimiento las proteinas son separadas
en primer lugar mediante electroforesis en geles de
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poliacrilamida compuestos de acrilamida (moléculas que
polimerizan para formar cadenas) y bisacrilamida (forma
uniones con las cadenas de acrilamida para formar un
entramado). Posteriormente las proteinas separadas se
transfieren a una membrana mediante la aplicacion de un
campo eléctrico perpendicular al gel. Una vez completada
esta operacion, la proteinas de interés son detectadas en la
membrana por la unién de un anticuerpo especifico.

En este trabajo se ha empleado la electroforesis en
condiciones  desnaturalizantes, utilizando el detergente
dodecilsulfato sédico (SDS), que mantiene la linealidad y la
uniformidad de carga de las proteinas. Bajo estas condiciones,
las proteinas cargadas negativamente, al ser sometidas a un
campo eléctrico, migran al electrodo positivo. Debido a que el
SDS iguala la carga en todas las proteinas, la tasa de migracion
viene determinada Unicamente por su peso molecular. De
este modo, se pueden utilizar diferentes concentraciones de
acrilamida para resolver distintos rangos de tamafio, segun se
describe enlatabla 1.

Las proteinas se extrajeron mediante la incubacién de las
células o el tejido con un tampdn a base de detergentes (NP-40
y TritonX-100) a 4°C. La estructura quimica de los detergentes
permite romper las membranas celulares y solubilizar las
proteinas. Para evitar que las enzimas proteasas liberadas con
la rotura de las células pudieran degradar las proteinas, a este
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tampon se anadieron los inhibidores de proteasas descritos en
la tabla 2.

Las muestras de proteinas se mezclaron con un tampon
de carga especifico para condiciones desnaturalizantes, cuya
composicion se detalla en la tabla 3.

TABLA 1:

Porcentaje

Rango Peso Molecular (kDa)

7,5 25-500
10 15-300
12 10-200
15 10-45
20 5-40

TABLA 2:

Compuesto Actividad

Aprotinina
Leupeptina

Ortovanadato sédico
PMSF
B-glicerofosfato

NaF
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Inhibidor de proteasas de Serina

Inhibidor de proteasas de Serina y Cisteina
Inhibidor de fosfatasas de Tirosina
Inhibidor de proteasas de Serina

Inhibidor de fosfatasas de Serina y Treonina
Inhibidor de fosfatasas de Serina y Treonina

La mezcla de los lisados celulares y el tampdn de carga
se incubd a 95°C durante 5 minutos para asegurar la total
desnaturalizacion de las proteinas. Los geles se prepararon
siguiendo la técnica Laemmli, manteniendo dos zonas
diferenciadas en el gel: la capa superior o gel de concentracion
apH 6,8 y el resto del gel, [lamado gel de resolucion, a pH 8,8.
Dado que la glicina presente en el tampdn de electroforesis
tiene carga negativa, cuando se aplicaun campo eléctricoentra
en el gel de concentracion alejandose del electrodo negativo.
La glicina empieza a perder su carga a pH 6,8 y ralentiza su
movimiento de manera que los iones de cloruro avanzan por
delante de la glicina. El aumento de la resistencia, obliga a las
proteinas a alejarse, de forma apilada, del electrodo negativo,
y se separan segun su peso molecular. El tampdn utilizado
durante la electroforesis, contiene Tris (mantiene el pH),

Concentracion

T pg/mL
2 pg/mL
TmM
TmM
10 mM
10 mM

MATERIALES Y METODOS



TABLA 3:

Reactivo Proposito

Glicerol Aporta viscosidad y densidad para arrastrar la muestra al fondo del pocillo y evitar que se
extienda a los pocillos adyacentes.
Azul de Bromofenol Molécula colorante pequena:
- Da color a la muestra para ayudar a la carga.
- Migra por delante de las proteinas, de modo que se puede hacer el sequimiento del
movimiento de las muestras en el gel.
Detergente desnaturalizante
- Cola hidrofdbica que rodea la esqueleto peptidico.
- Unidn a la proteina de forma regular, aportando carga negativa de forma proporcional al
tamario de la proteina.
- Evita las interacciones hidrofdbicas y rompe los enlaces de hidrégeno.
- Destruye la estructura secundaria/ terciaria y lineariza la proteina.
Beta Mercaptoetanol Agente reductor
- Evita la oxidacidn de cisteinas.
- Completan la linearizacion de la proteina al romper los puentes disulfuro.
Tampon Tris Mantiene el pH adecuado

Glicina (conductor eléctrico) y SDS (mantiene las proteinas  polifluoruro de vinilideno (PVDF), un polimero termoplastico
cargadas negativamente). altamente inerte que une e inmoviliza las proteinas,

Una vez terminada la electroforesis las proteinas se permitiendo asi su inmunodeteccion. Previamente a la
transfirieron electroforéticamente a una membrana de transferencia, tanto el gel como la membrana se equilibraron
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en una solucién tamponada de transferencia fria. El tampdn
de transferencia contiene Tris, Glicina y metanol (necesario
para la activacion de la membrana de PVDF).

Tras finalizar la transferencia las membranas se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente con una solucion
de bloqueo disefiada para reducir los lugares de union no
especificos al anticuerpo. Para ello, utilizamos un 3% de
albimina de suero bovino (BSA) diluida en tampdn tris salino
(TBS) con un 0,1% del detergente Tween-20 (Sigma™) (TBST).
Después del proceso de bloqueo, lamembrana seincubd con el
anticuerpo primario a la concentracion adecuada en solucion
de bloqueo, durante toda una noche, en agitacion suave y a
40C. Después de la incubacion con el anticuerpo primario, se
procedid a la eliminacion del excedente mediante el tampdn
de lavado TBSTy a la incubacion con un anticuerpo secundario
conjugado con la enzima peroxidasa. El anticuerpo secundario
se utilizé diluido a la concentracién adecuada en tamp6n TBST
con un 5% de leche en polvo desnatada. La funcion de la leche
en polvo seria en este caso la misma que la de la BSA, es decir,
proporcionar una alta concentracion de proteinas para ocupar
los lugares de unidn no especificos al anticuerpo. El anticuerpo
secundario se incubd durante 40 minutos a temperatura
ambiente y se procedio, al igual que en la etapa anterior, a
a eliminacién del exceso de anticuerpo mediante lavados con
tampon TBST.
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La deteccion de los complejos anticuerpo-proteina
se realizd mediante quimioluminiscencia, anadiendo a la
membrana un sustrato a base de luminol que, en contacto
con la enzima peroxidasa conjugada al anticuerpo secundario,
produce luminiscencia detectable mediante la exposicion de
peliculas radiogréficas (Fuji Film corporation) o mediante un
sistema de deteccion de quimioluminiscencia (MicroChemi
4.2, Berthold Technologies).

En este trabajo se han empleado los anticuerpos primarios
descritos en la tabla 4.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE EL
METODO DE BRADFORD

La cuantificacién de proteinas mediante el método de
Bradford implica la formacion de un complejo coloreado
mediante |a unién del colorante Azul Brillante de Coomassie a
las proteinas. Este colorante presenta dos formas coloreadas,
azul y roja. Cuando el colorante se une a la proteina el color
rojo pasa a azul, lo que provoca un cambio en el maximo
de absorcion de 465 a 595 nm que se detecta midiendo el
incremento en la absorcidn a 595 nm. Para poder calcular la
concentracién de una muestra en pg/pl, extrapolamos los
valores de absorbancia sobre una recta patrén realizada con
distintas cantidades conocidas de proteina, en este caso, BSA.

MATERIALES Y METODOS



TABLA 4:

Anticuerpo

ARMS

NIEE

GAPDH

Actina beta

Tubulina beta lll
p44/42 MAPK
p44/42 MAPK-fosfato
Akt
Akt1/PKBa-fosfato (Ser473)
Racl

RhoA

Flag

GFP

BDNF

MATERIALES Y METODOS

Informacion

Monoclonal generado en raton descrito previamente (Bracale et al., 2007) y policlonal
generado en conejo y purificado en este trabajo, empleando un epitopo de la regidn
(-terminal de ARMS descrito en Kong, 2001.

Policlonal generado en conejo contra la region C-terminal de Sinembrina-B y purificado en
este trabajo.

Monoclonal generado en raton (Sigma-Aldrich).

Monoclonal generado en raton (Sigma-Aldrich).

Policlonal generado en conejo (Sigma-Aldrich).

Policlonal generado en conejo (Cell Signaling).

Monoclonal generado en ratdn (Cell Signaling).

Monoclonal generado en ratén (Santa Cruz Biotechnology).

Monoclonal generado en raton (Upstate).

Monoclonal generado en raton (Cell Signaling y BD Transduction Laboratories).
Monoclonal generado en conejo (Cell Signaling).

Policlonal generado en conejo (Sigma-Aldrich).

Monoclonal generado en raton (Clontech).

Monoclonal obtenido y purificado en este trabajo, a partir del hibridoma BDNF #1
(Developmental Studies Hybridoma Bank) descrito en Kolbeck et al., 1999.
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