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1. Introduccioén
1.1Hipdfisis
1.1.1Estructura

La hipdfisis se ubica en la zona ventral de la cavidad craneal. En la mayoria
de los vertebrados consta de tres I6bulos: posterior, intermedio y anterior (Fig. 1).
La neurohipdfisis o I6bulo posterior se desarrolla a partir de una evaginacion del
ectodermo del piso del tercer ventriculo en el cerebro, se divide en pars nervosa o
proceso infundibular y tallo infundibular. El tallo infundibular es la zona de paso de
las fibras neurosecretoras peptidérgicas que terminan en los capilares del proceso
infundibular. La pars nervosa se conforma del 42% de los axones provenientes de
las neuronas de los nucleos paraventricular y supradptico del hipotalamo, estos
sintetizan dos hormonas peptidicas, la oxitocina y la hormona antidiurética (ADH)
0 vasopresina. Estas hormonas son producidas en el hipotdlamo y transportadas
hasta el I6bulo posterior de la hipodfisis, donde se almacenan y liberan (Fig. 1). La
porcion superior de esta formacion se expande para cubrir la parte inferior del
hipotalamo, formando la eminencia media® 23,
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Figura 1.Esquema de la hip6fisis®.



La pars intermedia o I6bulo intermedio, es una delgada ldmina que se
encuentra entre el I6bulo posterior y el anterior, segun la clasificacién puede ser
tomada como parte de la adenohipdfisis o l6bulo neuro-intermedio cuando se
encuentra fusionado al l6bulo posterior. La mayoria de las células que se
encuentran en este I6bulo son melanotropos, producen el precursor de
proopiomelanocorticotropina (POMC), que posteriormente se divide en [3-endorfina
y o-hormona estimulante de melanocitos. Este lI6bulo se encuentra directamente
inervado por las neuronas hipotalamicas, a través del I16bulo neural** %2,

El I6bulo anterior o adenohipdfisis, se divide en pars tuberalis comprende
una pequefia porcién del I6bulo que se extiende hacia arriba para adosarse en
forma de collar al piso del diencéfalo y pars distalis, aqui se encuentra la mayor
parte del tejido secretor hipofisiario. Las células de pars distalis pueden dividirse
en dos categorias: células que secretan hormonas proteicas y células cuya
secrecion hormonal es gucloproteica. El primer grupo corresponde a células
acidofilas: somatotropos (hormona de crecimiento GH), lactotropos (prolactina),
lactosomatotropos (GH y prolactina) y corticotropos (adenocorticotropina ACTH).
El segundo grupo se conforma por células basdfilas: tirotropos (tirotropina TSH) y
gonadotropos (hormona luteinizante y/o foliculo estimulante LH y/o FSH). La
proporcién de cada uno de estos tipos celulares en la adenohipofisis varia en el
adulto y mas en las hembras puede variar en hasta un 10% dependiendo de la
edad y etapa del ciclo reproductivo, por lo que en promedio la proporcion de
somatotropos es de 38.8%, lactotropos 26.8%, corticotropos 9.9%, gonadotropos
7%, tirotropos 3.6% y células foliculo-estrelladas 4.3%(Figura 2)" %,

El sistema porta-hipofisiario es una complicada red de vasos porta largos y
cortos que forman una complicada red que irriga a la glandula. La neurohipdfisis
posee una irrigacibn comun (vasos-arteria-capilares-vasos), mientras que la
adenohipofisis por el contrario posee una irrigacion excepcional ya que toda la
sangre que irriga a las células de este l6bulo pasa primero por el sistema nervioso
a nivel de la eminencia media™" %,
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Figura 2. Esquema de la division anatémica de la hip6fisis™.

1.1.2 Funcién

Como se menciono anteriormente la hipofisis es una glandula y su papel es
liberar hormonas (Tabla 1), a continuacion se describir4 cuales son las hormonas
gue libera y el papel que desempenian.

Hormona

Hipofisiaria Tejido blanco Efecto

Promueve la liberacion de tiroxina y triiodotironina, que
TSH Tiroides se encargan de regular el metabolismo.

Promueve la liberacion de hormonas esteroideas como
LHy FSH |Ovarosy testiculos los estrégenos y los andrégenos

Promueve la liberacién de glucocorticoides,
ACTH Corteza adrenal mineralocorticoides y gonadocorticoides

Afecta el crecimiento modificando el metabolismo de
GH Higado, tejido adiposo | proteinas, grasa y carbohidratos

Promueve el desarrollo de los senos e inicia la
Prolactina | Glandulas mamarias produccién de leche durante la lactancia
ADH Rifiones Promueve la reabsorcién de agua

Gonadas, glandulas | Estimula las contracciones del udtero y facilita la

Oxitocina mamarias y atero liberacion de leche

Tabla 1. Hormonas producidas en la hipéfisis y su efecto®.




En la adenohipofisis los tirotropos liberan la hormona estimulante de la
tiroides (TSH) o tirotropina, es una glicoproteina con un peso molecular de 28 kDa
gue afecta el metabolismo y el crecimiento celular, cuando llega a su blanco, la
tiroides, produce la liberacién de tiroxina y triiodotironina. La TSH es liberada
cuando el hipotalamo secreta la hormona liberadora de tirotropos (TRH) y es a su
vez regulada por un asa de retroalimentacion negativa que involucra a las
hormonas liberadas por la tiroides?® 3.

Los gonadotropos secretan dos tipos de gonadotropinas: la hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH), estas hormonas
promueven el desarrollo de los espermatozoides y los 6vulos, son controladas por
los ovarios y los testiculos. Los niveles de estas hormonas son bajos hasta que
comienza el proceso de la pubertad y en las hembras varian de acuerdo a la fase
del ciclo estral en el que se encuentran. Inicialmente su liberacion es provocada
por el hipotalamo al secretar la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)?.

Los adenocorticotropos son las células encargadas de liberar la hormona
adenocorticotropina (ACTH) o corticotropina, es un polipéptido de 39 aminoacidos
que estimula el desarrollo celular y la sintesis de hormonas en la corteza adrenal
(glucocortidoides, mineralocorticoides y gonadocorticoides). Esta hormona es
liberada cuando el hipotdlamo secreta la hormona liberadora de corticoides (CRH)
y es inhibida por medio de un sistema de retroalimentacién negativa que involucra
a los glucocorticoides®.,

Los somatotropos secretan la hormona del crecimiento (GH) o
somatotropina, es un polipéptido que esta compuesto de 191 aminoacidos y posee
un peso de 22 kDa, juega un papel importante en el crecimiento y metabolismo.
Esta hormona es liberada cuando el hipotalamo secreta la hormona liberadora de
la hormona del crecimiento (GHRH) .

Finalmente los lactotropos secretan prolactina, este es un polipéptido cuyas
funciones principales son el desarrollo de las glandulas mamarias durante el
embarazo, asi como iniciar y mantener la producciéon de leche, tanto en el
embarazo como en la lactancia. Su secrecién estd regulada por la hormona
liberadora de prolactina, que es producida en el hipotdlamo, su inhibidor primario
es la dopamina. Cabe mencionar que los lactotropos no son las Unicas células que
producen esta hormona también el cerebro, células del sistema inmune y células
del ttero durante el embarazo® .

La regulacion de estas hormonas es indispensable para mantener la
homeostasis del cuerpo, por lo que existen tres mecanismos de regulacion en esta
glandula. El primero de ellos se asocia a pulsos que siguen un ciclo regular, la



fuerza y frecuencia de los pulsos puede estar dada por un ritmo circadiano, o0 mas
frecuentemente (ultradiano) o menos frecuente una vez al dia (infradiano)?.

Estas asas pueden ser asas largas, es decir, se libera la hormona de la
adenohipofisis y llega al blanco celular, este produce otra hormona o factor y este
inhibe o estimula la hipdfisis o el hipotadlamo. Las asa cortas hipotalamo son
hormonas que se inhiben ellas mismas antes de salir al torrente sanguineo
(ejemplo LH y FSH). Las asas ultracortas (autocrina= implican a las hormonas
liberadoras producidas en el hipotalamo, que se inhiben a ellas mismas (ejemplo
LHRH o GHRH)?.

Finalmente la regulacién neural puede estar afectada por factores externos
como el estrés, la dieta 0 enfermedad?.

1.2Citoesqueleto

El citoesqueleto de las células eucariotas es un conjunto de estructuras
formado por tres clases de proteinas: microtibulos, microfilamentos y filamentos
intermedios. Estos elementos interactian entre si y al mismo tiempo funcionan
independientemente en las células, son estructuras dinamicas mas que elementos
estructurales pasivos™® (Figura 3). En la figura de abajo se puede observar c6mo
es que los elementos del citoesqueleto se encuentran en toda la célula
comunicandola con los organelos celulares, entre ellos mismos, con otras células
formando uniones celulares o interactuando con moléculas de anclaje.
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Figura 3. Distribucién y organizacion de los componentes del citoesqueleto™.

1.2.1 Microtubulos

Son proteinas que forman un tubo hueco de 25nm de diametro y cientos de
micrémetros de largo. Tipicamente estd formada por 13 protofilamentos en un
arreglo linear de subunidades globulares de tubulina (Figura 4). Las subunidades
son heterodimeros de a y B-tubulina con proteinas asociadas (MAPs) a las
paredes de la superficie de los microtubulos. El principal papel de los microtibulos
es llevar a cabo el transporte intracelular, determinar la morfologia celular, formar

la estructura que correlaciona al huso mitético y constituir el centro de los cilios® *
6
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Figura 4. Esquema de la estructura del microtabulo®.

Los microtubulos en el cerebro se distinguen por su diversidad genética y
bioguimica. Existen diversos genes que codifican para las tubulinas y estos son
expresados diferencialmente de acuerdo al tipo celular y el estado de desarrollo.
Estos isotipos de tubulina varian en su cinética de ensamblaje y en la capacidad
de unirse a ligandos * ®(Tabla 2).



Proteinas Localizacion y funcién

Tubulinas
Se encuentran en casi todas las células excepto en los
Tubulina a y - eritrocitos. Estructura primaria de los polipéptidos de los
tubulina microfilamentos.
Se encuentran cerca del centro organizador de los microtubulos
en todas las células que contengan microtibulos. Necesaria para
y-tubulina la nucleacién de los microtubulos.
Proteinas

asociadas a
microtubulos
(MAPS)

Ampliamente expresada en neuronas y glia, incluye axones y
MAP1a/l1b dendritas; fosfoproteinas que regulan el desarrollo.

MAPs especificas de dendritas. MAP2c es funcional durante el
desarrollo y se restringe a las espinas en los adultos, mientras
MAP2a/2by | que MAP2a MAP2b estan distribuidas en todo el cerebro de los

MAP2c adultos
LMW tau y Las proteinas tau son abundantes en los axones. Un simple gen
HMW tau de tau sufre un splicing alternativo, dando diferentes isoformas.
Proteinas de
corte de

microtubulos

Son abundantes en el centro organizador de los microtubulos y
se piensa que son importantes para la liberacion de los
microtubulos, para llevar a cabo el transporte en las dendritas y

Katanina axones.
Proteinas
motoras
Cinesinas
(Cinesina-1s, | Cinesina-1s esta asociada a los limites de la membrana de los
cinesina-2s, organelos transportandolos por el axdn. Las otras cinesinas se
cinesina-3sy |expresan en el desarrollo y estan implicadas en el motor mitético,
otras se restringen a células en division.
Axonemal Microtubulos asociados con cilios y flagelos como los de las
dineina células ependimales.
Dineina Formas citoplasmaticas que estan involucradas en el transporte
citoplasmatica axonal de organélos y otros elementos del citoesqueleto.

Tabla 2. Proteinas de microttbulos presentes en el cerebro®.

Las modificaciones postraduccionales mas comunes de las tubulinas son la
tirosinacion,  destirosinacion, acetilacién, desacetilacion  fosforilacion y
defosforilacion. Las dos primeras estan asociadas al ensamblaje de los

microtubulos, pero se conoce poco acerca del papel fisiolégico que desempefian
las demas modificaciones* °.



1.2.2 Microfilamentos

El citoesqueleto de actina se encuentra en todos los organismos
eucariontes, sin embargo es mas comun asociarlos a delgados filamentos en el
musculo esquelético. Los microfilamentos son proteinas de 4-6nm de diametro y
de 400-800nm de largo, su principal papel dentro de la célula es conferirle
contractilidad y movimiento (Figura 5). La actina por si sola no produce el
fenbmeno de contraccién, necesita de otra proteina que en la mayoria de los
casos es la miosina® * °,

Microfilamant

Myasin <

Figura 5. Esquema de la estructura del microfilamento de actina®.

Existen varios genes que codifican a la actina (Tabla 3), en humanos han
sido clonados 4 genes distintos de a-actina que se expresan especificamente en
diferentes tipos celulares del musculo (musculo esquelético, cardiaco, liso).
También existen dos genes de actina en humanos que se expresan en células no
musculares (B-actina y y-actina), estos genes se encuentran ampliamente
expresados en células del sistema nervioso. Las secuencias de aminoacidos que
se conocen de la actina estan ampliamente conservadas, coincidiendo los
aminoacidos en dos a tres posiciones, aun la posicién de los intrones esta
conservada entre las diferentes especies y genes® °8 1,



Actinas
a-actina (muasculo liso)
y-actina (células neurales y no neurales)
Proteinas de anclaje al monémero de
actina
Profilina
Tiomisina4y 10
Proteinas de terminaciéon
Ezrina/radixina/moesina
Schwannomina/merlina

Gelsolina y otras proteinas de corte de
microfilamentos

Gelsolina
Vilina
Proteinas de ensamblaje y andamiaje
Espectrina
Distrofina, utrofina, y proteinas relacionadas
a a-actina
Tropomiosina
Miosinas |, II, V, VI, VII
Tabla 3. Proteinas componentes o asociadas a microfilamentos®.

1.2.3 Filamentos Intermedios

Los filamentos intermedios (IF) poseen un diametro de 8-12 nm. Comparten
un dominio a -helicoidal caracteristico de unos 310 aminoacidos que contiene una
region hidrofébica repetida (region a-helicoidal compuesta de una secuencia
repetida de 7 aminoacidos), esencial para el ensamblaje, situado en la parte
central o cuerpo del filamento. Flanqueando este cuerpo central se encuentra la
cabeza globular (extremo amino-terminal) y la cola (extremo carboxilo-terminal),
los cuales son marcadamente divergentes en tamafio y secuencia entre las
distintas subunidades. El ensamble de estos filamentos es sencillo, los
monomeros se unen en paralelo y enrollan, ya que esta formado el dimero estos
dimeros se ensamblan en forma antiparalela para formar tetrameros apolares y asi
sucesivamente (Figura 6). Los IFs se han clasificado basandose en la posicion de
los intrones-exones y en las similitudes entre sus secuencias. En los humanos los
filamentos intermedios son codificados por al menos 65 genes, lo que da como
resultado una gran familia de proteinas con una limitada identidad en su
secuencia. Esto constituye una gran diferencia entre los microtibulos y los
microfilamentos™® & 1°.
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Las proteinas IF han sido agrupadas en cinco tipos diferentes, o clases de
secuencia de homologia, en base a la identidad de la secuencia de sus
aminoéacidos. Las queratinas acidas estan agrupadas en el tipo uno, mientras que
las queratinas basicas son del tipo dos. La vimentina, desmina y la proteina acida
fibrilar glial son del tipo 3. Los neurofilamentos son del tipo 4 y finalmente las
laminas nucleares son del tipo 5 (Tabla 2). Empleando un criterio basando en la
funcién de los IFs, pueden ser subdivididos en tres subgrupos independientes, de
acuerdo a la manera en que se ensamblan: queratinas, vimentinas y laminas*® *°.



Clase y nombre Tipo celular

Tipo lyll
Queratinas acidas y
basicas Células epiteliales y endoteliales
Tipo 1l
Proteina acida fibrilar Astrocitos y células de Schwan no
glial mielinizadas
Vimentina Neuroblastos, glioblastos, fibroblastos
Desmina Musculo liso
Periferina Neuronas periféricas y centrales
Tipo IV
Neurofilamentos En la mayoria de las neuronas

Neuronas en desarrollo, fibras paralelas del

o-internexina cerebelo
Nestina Células del neuroectodermo temprano
Tipo V
Lamina nuclear Membranas nucleares

Tabla 4. Tipos de filamentos intermedios y su localizacién en el Sistema nervioso®.
1.3Neurofilamentos
1.3.1 Estructura

Los neurofilamentos (NFs) son los filamentos intermedios predominantes en
la mayoria de las neuronas, tanto en el sistema nervioso central como en el
periférico. Los neurofilamentos consisten en un triplete de polipéptidos: los NFs de
bajo peso molecular (NF-L =60-70 KDa), de medio peso molecular (NF-M =140-
160 KDa) y alto peso molecular (NF-H =180-200 KDa) (Figura 7). Existe tres
genes que codifican la expresion de las subunidades de los neurofilamentos, a
pesar de que todavia no se dilucida el mecanismo de activacion de estos genes,
se ha visto que el factor de crecimiento neural (NGF) a través de sus receptores
de alta afinidad modula la expresion de los NFs y la presencia de estradiol
aumenta la expresién de estos, posiblemente a través de estimular un aumento en
la expresion del receptor de NGF trkA! 142,
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Figura 7. Estructura de los neurofilamentos™.

Los NFs pueden forman brazos laterales que se extienden desde el eje
central de los filamentos, y parecen formar puentes entre ellos. Estos brazos
laterales pueden ser desarrollados por la fosforilacién de los extremos carboxilos
de las subunidades NF-M y NF-H. A pesar de que los dominios de las cabezas no
comparten homologias obvias en su secuencia de aminodcidos, éstas son ricas en
serinas y treoninas. La fosforilacion y la o-glicosilaciéon de estos residuos se cree
que son importantes para la regulacién del ensamblaje de los NFs in vivo' 17,

Las cantidades molares relativas son de aproximadamente 5:2:1 para las
subunidades NF-L, NF-M y NF-H respectivamente, aunque el valor para NF-L
varia segun el tipo neuronal. Los NFs de medio y alto peso molecular no son
capaces de formar filamentos homopoliméricos, solamente en conjunto con NF-L
se pueden ensamblar y formar un filamento heteropolimérico. En el proceso de
ensamblaje lo primero que se lleva a cabo es la formacién de dos cadenas
enrolladas, estas se unen con otras y forman un tetrdmero, a esto se le llama
protofilamento, finalmente 4 protofilamentos se unen de manera enrollada para
formar un neurofilamento® ** (Figura 8).
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Figura 8. Esquema del proceso de ensamblaje de los neurofilamentos™.
1.3.2 Fosforilacion

Las proteinas de los NFs, NF-M y NF-H (Figura 7) esta altamente
fosforiladas en los axones ampliar explicacion. Es muy probable que la
fosforilacion del dominio del cuerpo central del NF-H juegue un papel fundamental
en la modulacion del transporte, la dinamica y la organizacién en el axén de los
NFs. Este hecho ha desencadenado una busqueda generalizada de las cinasas
responsables. Entre las cinasas asociadas a NFs se encuentran: la cinasa A, la
cinasa dependiente de AMP ciclico (PKA), la casein cinasa | y II, NFAK 115, PK 40
y la protein cinasa C. Las cinasas del tipo casein cinasas | y NFAK 115 se ha visto
que fosforilan la cola de NF-H y pueden representar distintas clases de cinasas
especificas de los dominios de lisina-serina-prolina (KSP) (Figura 9). Algunos de
los lugares de fosforilacion de la quinasa A se hallan en las cabezas de los NF-L y
NF-M, y la unidon de fosfato en esta region puede causar desensamblaje de los
NFs reensamblados® 2> 2832,
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Figura 9. Cascada hipotética de fosforilacion d los NFs.
1.3.3 Expresion

El proceso de expresion de los neurofilamentos todavia no esta claramente
dilucidado, sin embargo al tratar células PC12 con NGF se estimula la expresion
de periferina, siguiendo con un incremento en los niveles de expresion de los tres
tripletes de NF. Los niveles de mRNA de NF-H no disminuyen, sin embargo, la
cantidad de proteina se incrementa, por lo que se dice que se incrementa la
traduccion de NF-H. Los niveles de mRNA de NF-M se estabilizan, pero se
incrementa la traduccion de NF-M y NF-L. Esto sugiere que el establecimiento de
conexiones sinapticas por los nervios periféricos, provoca la adquisicion de
factores que estabilizan el mMRNA o que libera factores que desestabilizan al
mRNA de los NFs*® %,

Durante el desarrollo se ha visto que entre los dias posnatales 5y 10 la
traduccion de los NFs se ve disminuida, mientras que los niveles de mRNA se
incrementan, sin embargo la traducciéon de NF-M se incrementa, lo que indica que
los mecanismos de regulacién de NF-M son distintos a los de NF-H y NF-L"3°,

NF-L y NF-H, también presentan diferencias en cuanto al control de su
traduccién y transcripcion, esto se observdé cuando al medir las cantidades
molares de mRNA de ambos la diferencia era de 100-200 veces, siendo mayor en
NF-L que en NF-H. Cuantificado la cantidad de proteina la diferencia era dos



veces mayor en NF-L que en NF-H, demostrando que el control trasncripcional de
NF-L es mas rigido que el de NF-H*.

Al estudiar las enfermedades neurodegenerativas, se ha visto que las
mutaciones en NF-L causan cumulos de NFs, lo que indica que el NF-L podria
jugar un papel crucial en la regulacion del ensamblaje de neurofilamentos. Al
experimentar con ratones trasngénicos con un cambio en la region 3’'URT de NF-L
se observdé que se formaban estos cumulos de NFs. Estos experimentos se
llevaron a cabo también para NF-M, ya que es una regidn muy conservada, esta
region consta de motivos CAGGA, esta en todos los tripletes de NFs, causando
efectos similares indicando que esta regién juega un papel importante en la
regulacion de estos genes. Con base en esto se disefio un diagrama del posible
control de expresion de los neurofilamentos® *° (Figura 10).
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Figura 10. Esquema de la posible ruta de control de la expresién de los NFs*
1.3.4 Funcion

El principal papel de los neurofilamentos que se ha descrito hasta ahora es el de
determinar el calibre axonal, dado sus caracteristicas de poseer brazos, estos son
capaces de interactuar con otros neurofilamentos y con otros componentes del



citoesqueleto (Figura 11). La deficiencia de los neurofilamentos provoca varias
neuropatologias, es un marcador de varias enfermedades neurodegenerativas®.
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Figura 11. Esquema del arreglo de los neurofilamentos con otros componentes del
citoesqueleto™.

Se ha visto que los neurofilamentos se encuentran sobre todo en el sistema
nervioso, en especifico en las neuronas, sin embargo, Fiordelisio et al (2002)
demostraron la presencia de neurofilamentos en la hipdfisis. Hicieron cultivos de
ratas los cuales marcaron contra anti-rat 68kDa, con lo cual observaron la
inmunoreactividad de las células de la adenohipoéfisis, encontraron que los
neurofilamentos estan presentes en este tejido (Figura 12). También vieron como
era la proporcion en diferentes etapas del desarrollo y se percataron de que entre
mas edad tenga el individuo la cantidad de células que presentan los
neurofilamentos es mayor, por lo que infirieron que la presencia de estrogeno
influye en la expresion de los neurofilamentos. Asi mismo compararon hembras
con machos, observando que existe una diferencia en cuanto a la cantidad de
células que presentan los neurofilamentos, por lo que esta expresiéon es dimoérfica,
siendo mayor en hembras. Finalmente observaron la proporcién de células que
poseen neurofilamentos, identificando las diferentes subpoblaciones celulares de
la adenohip6fisis™.



Figura 12. Imagen de microscopia de fluorescencia del neurofilamento de 68 kDa
(NF68). (A) Inmunoflurescencia de NF68 de las células de ovario de hamster
chino (CHO), empleadas como control negativo. (Al) Micrografia de fase de
contraste. (A2) Imagen de epifluorescencia del mismo campo mostrando la
inmunoreactividad de las células CHO. (B) Imagen de epifluorescencia del cultivo
de neuronas simpaticas de rata, usadas como control positivo. (C) Cultivo primario
de células de la hipofisis, se obtuvieron de una rata hembra de 60 dias. Se
muestran ejemplos de células sin expresion (NE), baja expresion (WE) y alta
expresion (WE) *2.

En resumen los NF-L se expresan dimoérficamente, siendo mayor en
hembras, esta expresion es afectada por los niveles circundantes de estrégenos y
las subpoblaciones celulares de la adenohipofisis presentan diferencias de
expresion. Hasta ahora no se ha identificado el papel que desempefian los
neurofilamentos en la hipofisis, ni se ha vislumbrado a que se deben esas
diferencias®?.



2. Hipotesis

Las diferencias de expresion de los neurofilamentos en la glandula de la hipdfisis
se deben a cambios que ocurren a nivel de traduccion.

Los neurofilamentos presentan diferencias. Pensar una mejor hipotesis.
3. Objetivo

Determinar las posibles diferencias de transcripcibn o traducciéon de
neurofilamentos en la glandula de la hipofisis.

3.10Dbjetivos particulares

Observar las diferencias moleculares de las proteinas de NF-L tanto fosforiladas
como no fosforiladas.

Cuantificar la cantidad de mRNA, para determinar si los cambios observados son
a nivel de mRNA.

Analizar la secuencia del mMRNA, para establecer posibles diferencias en el RNA.



4. Materiales y Métodos

Todos los estudios con animales se realizaron bajo un protocolo
institucionalmente aceptado similar a la guia de USPHS para el cuidado y uso de
animales de laboratorio. Las ratas Wistar se mantuvieron en el bioterio del Instituto
bajo un régimen de 12 horas luz-oscuridad y se alimentaron ad libitum. El dia del
experimento los animales fueron decapitados bajo anestesia con pentobarbital y
las glandulas hipofisiarias de ratas hembras y macho se disectaron bajo
condiciones asépticas.

4.1 Determinacion del ciclo estral

El ciclo estral de la rata comprende 4 fases: proestro, estro, metaestro
(diestrol) y diestro. Los cambios asociados al ciclo permiten reconocer cada una
de las etapas (Tabla 5), en este caso a través de un frotis vaginal.

Fase del ciclo Cambios en los Tipos de células en los frotis
estral ovarios vaginales
Rapido crecimiento
Proestro folicular Células epiteliales nucleadas
Estro Ovulacién y copulacion Células Cornificadas
Metaestro Formacion de cuerpos
(diestro 1) luteos Células Cornificadas y leucocitos
Cuerpos lateos Leucocitos y células epiteliales
Diestro formados nucleadas

Tabla 5. Distintas etapas del ciclo estral presentando las modificaciones celulares
que ocurren en cada una

Justo antes de la decapitacion bajo anestesia con pentobarbital, en la
mafiana del experimento, la fase del ciclo estral fue determinada en ratas ciclantes
mediante la examinacion microscopica de un frotis vaginal.

4.2 Western Blot

Los experimentos de western blot se llevaron a cabo para ver las
diferencias de expresion de neurofilamentos entre cada una de las etapas del ciclo
estral de rata, se empleo esta técnica ya que permite medir la proteina total de
neurofilamentos en hipdfisis. La hipdfisis y el cerebro de ratas hembras Wistar de
2 meses de edad en diferentes etapas del ciclo estral (estro, diestro y proestro) y
ratas macho Wistar de dos meses de edad, fueron disectadas, en el caso de la
hipdfisis se empleo la adenohipofisis removiendo la neurohipdfisis, el cerebro solo
se extrajo, se lavaron en DMEM lavados frio. Los tejidos fueron homogeneizados
en una solucion de Tris HCI 50mM, 1% Nonidet P40 y 0.5% deoxycholate pH 7.5,
con inhibidores de enzimas (inhibidores de enzima 10 mg/ml, aprotinina 1.5 pg/ml




y fenil-metil-sulfonil-floride, PMSF 1mM). La cantidad de proteina se cuantificd
utilizando el método Bradford.

Un vez obtenida la cantidad de proteina por muestra, se determiné emplear
geles de 1 mm de grosor, con una concentracion de acrilamida al 4% en el
concentrador y al 8% en el resolvedor para obtener una mejor resolucién de las
proteinas de bajo peso molecular (68 kDa). Se realizaron varias pruebas de
expresion y deteccidn para los western blots y se determiné utilizar la cantidad de
100 pg de proteina total para todas las muestras.

Para realizar la electroforesis, la cantidad de homogenado de proteina total
y el marcador de peso molecular se mezclaron con una solucion de f-
mercaptoetanol y azul de bromofenol, posteriormente las muestras se calentaron
durante 10 min y se colocaron en cada uno de los pozos del gel. Los geles se
corrieron durante 2 horas a 30V y 2 horas a 60V, terminado esto, los geles fueron
electro transferidos a una membrana de PVDF (Polivinildenefluoride) durante toda
la noche a 30V con corriente constante, en un cuarto frio y agitacion constante,
esta membrana posteriormente fue tefiida con rojo de Ponceau.

Para la inmunotincién las membranas de PVDF, se lavaron en TBS(Tris 20
mM, NaCl 150 mM pH 7.5) durante 10 min, posteriormente se bloqueo durante 1 h
con una solucion de bloqueo (leche al 5% en Buffer TBS-Tween 1% tween),
posteriormente se enjuagaron y se incubaron toda la noche con el anticuerpo
primario anti-NF68 fosforilado o no fosforilado (Zymed) o anti-NF200 (Dako)
(1:100) diluido en TBS-tween-albumina 1%, después de la incubacién se
realizaron3 lavados con TBS-tween y se incubd durante 2 h con el anticuerpo
secundario anti-raton con fosfatasa alcalina (1:10000) diluido en TBS.tween-
albimina 1%. Se realizaron 3 lavados con TBS-tween y una vez enjuagada la
membrana con TBS, se incubd durante 5 minutos con una solucion de revelado
guimioluminiscente (Healthcare) y finalmente la membrana se expuso por
diferentes tiempos a una placa fotografica (KodaxX-omat) que se revelé.

4.3 Extraccion RNA

La extraccion de RNA se realizé en el laboratorio del Dr. René Drucker
Colin en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Al igual que en la extraccion de
proteina, la hipofisis de ratas hembras Wistar de 2 meses de edad en diferentes
etapas del ciclo estral (estro, diestro y proestro) y ratas Wistar macho de dos
meses de edad, se disectd, se empledé la adenohipdfisis removiendo la
neurohipdfisis, se extrajo el cerebro y se lavaron en DMEM lavados frio. El
procedimiento siguiente se llevo a cabo en condiciones libres de DNAsas y
RNAsas. Los tejidos fueron homogeneizados en trizol (Invitrogen), posteriormente



se agrego cloroformo (JTBaker) y centrifugd a 4°C, se extrajo el sobrenadante, se
adicion6 isopropanol (JTBaker) y se centrifugd a 4°C, finalmente se lavo con
alcohol al 70% agua con DEPC (Dietileno Pirocarbonato), se volvié a centrifugar y
se resuspendio en 25 pl de agua con DEPC, se corrié 1 pl de muestra en un gel
de agarosa al 0.8% para ver la pureza del RNA, el resto se guardo a -70°C.

4.4 Elaboracion de cDNA

Para obtener el cDNA se midio la cantidad de RNA en un Nanodrop ND
1000 (Thermo Fisher Scientific) en el laboratorio del Dr. Diego Gonzéalez Halphen
en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, posteriormente se utilizé el kit
SuperScript® 1l Reverse Transcriptase de Invitrogen, afiadiendo 1 pg de RNA
(Tabla 6).

Reactivo Cantidad

Depende de la

RNA concentracion gue se tenga
Oligo T lpl
dNTPs 1l
Agua con Lo que haga falta para
DEPC completar la reaccion

Tabla 6. Reactivos que se usaron para la primera etapa de la elaboracion
de cDNA 'y las cantidades que se emplearon por reaccion.

A continuacion se llevo la segunda reaccién (Tabla 7).



Reactivo Cantidad
10X RT
buffer 2l
MgCI2 4ul
DTT 2ul
RNAse
out 1pl
sslil 1pl

Tabla 7. Reactivos que se usaron para la segunda etapa de la elaboracion
de cDNA y las cantidades que se emplearon por reaccién

4.5 Elaboracion de Primers

Las secuencias de genes de neurofilamentos de rata se obtuvieron de la
base de datos de Ensembl Genome Browse, posteriormente las secuencias se
metieron al programa Oligo Carbon 5.0 y se disefiaron los primers, para los
primers de PCR se disefiaron 4 primers para NF-H, NF-M, NF-L carboxilo terminal
y NF-L completo (tabla). Para los primers para el RT-PCR se disefiaron primers
mas pequeiios y solo para NF-L y GPDAH (Tabla 8). Se mandaron a hacer a la
Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Primer

Secuencia

NF-H Forward

5 GAG GCA GCC AAAGTG AACACAGATGCT ATG &

NF-H Reverse

5 CCGGATCTCTTCTGT CTGTCCTTCTAC AAT 3

NF-M Forward

5 CGACTACAAACT GTCCCG CTCTAACGAGAAT

NF-M Reverse

5 CGC CGT GGA GAT GTC TGT CTT CAG GTAATC I

NF-L C-term Forward

5 CTA ACC GAG AGC GCC GCC AAG AACACCGACYX

NF-L C-term Reverse

5 TCAATCTTT CTT CTT AGC CACCTG CTCCTC 3

NF-L Completo Forward

5 ATGAGT TCGTTCGGC TACGAT CCGTACTTT &

NF-L Completo Reverse

5 TCAATCTTT CTT CTT AGC CACCTG CTCCTC 3

NF-L gPCR Forward

5 TAC CAG CCA CGT CCAGGAAGAGCAGTCAGA T

NF-L gPCR Reverse

5 CCTCACCACCTTCTTCTITCTTTGG CATCT J

GAPDH Forward

5 AAT GGT GAAGGT CGG TGT GAAC T

GAPDH Reverse

5 AGG TCAATG AAG GGG TCGTTG J

Tabla 8. Secuencias de los primers elaborados.




4.6 PCR en tiempo real

El PCR en tiempo real (RT-PCR) se realizo con el fin de determinar posibles
diferencias a nivel de expresién génica, se empleo el cDNA, los primers y el kit
EVA QPCR (Tabla 9), las muestras se metieron en el termociclador de la Unidad
de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, para llevar a cabo

la reaccion de PCR.

Reactivos Volumen
Eva QPCR SuperMix (2x) 20 ul
PCR forward primer 1l
PCR reverse primer 1l
Reference Dye ROX 2 ul
Template 4 ul
Nuclease-free PCR grade water 12 pl

Tabla 9. Reactivos utilizados en el RT-PCR vy las cantidades que se utilizaron por
reaccion.

4.7 PCR

El experimento de PCR se realiz6 para separar el cDNA de
neurofilamentos, para esto se utilizé Taq Polimerase Titanium y buffer Titanium
(Clontech), dNTP’s (invitrogen), agua desionizada estéril, los primers disefiados
(NF-H, NF-M, NF-L carboxilo terminal y NF-L completo) y el cDNA de las muestras
(Tabla 10), se pusieron a reaccionar en un termociclador (Biosistems) con el
protocolo para cada primer.

Reactivo Volumen
H,O (estéril) 23..5ul
Buffer Titanium 3ul
dNTPs 1pl
Primer 1ul
Enzima Titanium 0.5ul
DNA 1pl

Tabla 10. Reactivos utilizados para llevar a cabo el PCR y las cantidades

empleadas por reaccion.




Posteriormente se extrajeron 5 pl de muestra, se le agrego6 1ul de buffer de
cargado y se pusieron a migrar en un gel de agarosa al 1% con una escalera
(Invitrogen) a 120V durante 20 minutos, el resto de la muestra se guardo6 a 4 °C.

4.8 Células Competentes

Se sembraron las células DH5a en un medio de agar bacterioldgico (15gr) con
Luria Broth (LB) (25gr) y se dejo cultivando toda la noche, posteriormente se tomo
una colonia de las células sembradas y se puso en 100ml de LB (2.5gr en 100ml).
Se dejaron incubando a 37°C por alrededor de 3 horas 0 mas hasta que se tuvo
una concentracién que no excediera las 10® células.

Todos los pasos siguientes se hicieron en condiciones de esterilidad. Se
agregaron 50ml de las bacterias en el LB a un tubo Falcon de 50ml, se
centrifugaron a 4000rpm por 10min a 4°C en un rotor Sorval GS3, se eliminé el
sobrenadante, se resuspendieron en 10ml 0.1M de CaCl2 frio, se centrifugaron a
4000rpm por 10 min a 4°C se elimind el sobrenadante se resuspendieron en 2ml
0.1M de CaCl2 frio y finalmente se guardaron a -72 °C en alicuotas de 200uyl.

4.9 Transformaciéon

Para observar si existe un splicing alternativo se tienen que secuenciar los
cDNAs obtenidos, para esto se transformaron células DH5a con el cDNA
amplificado que se obtuvo del PCR. Se purificaron los productos de PCR
utilizando el kit Qiaprep Miniprep (Quiagen), una vez obtenidos los productos
purificados se realizé la reaccién de ligacion, se utilizé el vector PGem-T-easy
Vector (Promega) (Tabla 11) dejando la reaccién toda la noche a 4°C.

Componentes de la reaccion Volumen
2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 5 ul
PpGEM®-T or pPGEM®-T Easy Vector (50ng) 1pl
PCR product 3 ul
T4 DNA Ligase (3 Weiss units/ul) 1l
nuclease-free water O ul

Tabla 7. Reactivos utilizados para la reaccion de ligacion y las cantidades que se
usaron por reaccion.

Una vez obtenida la reaccion de ligacion, se inserté en las células DH5aq,
todo esto se realizO en condiciones estériles, se utilizaron 100 pl de las células
DH5a por cada 10 pl de reaccién de ligacion, se sometieron a un choque térmico y
posteriormente se vertieron en un medio liquido de LB durante 2 h, luego fueron
sembradas en un medio solido de LB-Agar con estreptomicina, IPTG (Isopropyl -
D-1-thiogalactopyranoside) y X-Gal (bromo-chloro-indolyl-galactopyranoside), se



dejaron durante toda la noche a 37°C. Una vez obtenidas las colonias de células,
se tomaron las colonias blancas y se resembraron en un medio liquido de LB a
37°C y a 200rpm, durante 16 h. Posteriormente se purificaron los plasmidos
utilizando el kit Quiaprep Miniprep (Quiagen) y se guardaron a -32°C.

4.10 Secuenciacion

Ya obtenidos los plasmidos purificados, se realizé el proceso de digestion
utilizando el kit EcoRI (Promega) (Tabla 8), para la confirmacion de las clonas,
posteriormente se cuantificaron los plasmidos en el nanodrop, se mandaron
secuenciar con una concentracion de 300ng a la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Reactivo Volumen
sterile, deionized water 32.6pl
RE 10X Buffer 4ul
Acetylated BSA, 10ug/pl 0.4pl
DNA, 1ug/ul 2ul
Restriction Enzyme, 10u/pl 1pl

Tabla 8. Reactivos empleados en la digestion y las cantidades que se usaron por
reaccion



5. Resultados

Los resultados del western blot nos permiten observar las diferencias en la
cantidad de proteina de un tejido completo y sus caracteristicas de peso
molecular. Al analizar el western blot, de las proteinas de neurofilamento no
fosforiladas (Figura 13), se observa que hay una diferencia en el peso molecular 2)
se observan dos isoformas, 3) se observan diferencias en la cantidad en cuanto a
la cantidad de proteina de acuerdo a la etapa del ciclo estral de la rata y si es
macho o hembra. También se puede distinguir dos isoformas distintas a las del
control lo que nos indica que existen diferencias en cuanto a la proteina que se
expresa en el cerebro y la que expresa la hipdfisis, asi mismo se ven diferencias
de expresidn respecto al ciclo estral, se observa que el proestro contiene mayor
cantidad de proteina que las deméas condiciones, el estro es la que presenta
menor cantidad de proteina y finalmente el diestro y macho presentan cantidades
similares.

Figura 13. Imagen del western blot de los neurofilamentos no fosforilados con las
condiciones cerebro, proestro (Pro), estro, diestro (Di) y macho.

En la proteina de neurofilamento fosforilado, también se observan
diferencias entre hembra y macho, asi como entre las diferentes etapas del ciclo
estral, de igual manera se observan dos diferentes isoformas a la del control
(Figura 14), lo cual nos indica que a parte de la fosforilacion existe otro proceso
por el que NF-L esta siendo modificado. De igual manera se ven diferencias de
expresion respecto al ciclo estral, se observa que el macho y el proestro presenta
cantidades similares, mientras que el diestro presenta mayor cantidad que estos,
pero menor que el estro.



~Fosforitado =~~~

Figura 14. Imagen del western blot de los neurofilamentos fosforilados con las
condiciones cerebro, proestro (Pro), estro, diestro (Di) y macho.

Para resolver completamente a que se deben los cambios en cuanto a la
cantidad de NF-L presente en las células adenohipofisiarias, se llevo a cabo un
RT-PCR, en el cual se puede observar que no existen cambios en la cantidad de
MRNA que se produce en la adenohipodfisis (Figura 15), tanto entre hembra y
macho, como entre cada etapa del ciclo estral y el control. Con estos resultados se
puede decir que los cambios en la cantidad de NF-L, en la adenohipdfisis, se
deben a cambios a nivel de traduccion o a nivel de proteina.
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Figura 15. Grafica de la expresion de RNA medido por RT-PCR de
neurofilamentos de 68 kDa. Se empelaron muestras de cerebro de macho (BrM),
adenohipdfisis de rata macho (HM), ratas hembras en diestro (HD), estro (HE) y

proestro (HP).

Para ver si las isoformas que se obtuvieron se deben a un splicing
alternativo, se llevd a cabo una secuenciacién, lo primero que se hizo es un PCR
para amplificar y separar los cDNAs de interés. El primero de estos es el NF-L
completo (Figura 16), en el cual se puede observar que esta presente en todas las

muestras, y no presenta posibles isoformas ya que solo se observa una sola
banda.

PCR NF-L completo

™ T
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Figura 16. Imagen de PCR de NF-L completo con las condiciones cerebro,
hipéfisis macho (HM), hipdfisis estro (HE), hipofisis proestro (HP) e hipofisis
diestro (HD).

Para el caso del NF-L C-term (Figura 17), se observa que esta presente en
todas las muestras, sin embargo se observa que existen dos bandas en todas las



muestras con excepcion del control (cerebro), lo que nos indica que pueden existir
dos isoformas y esto explicaria las isoformas que se observan en los geles.

PCR NF-L C-term

Figura 17. Imagen de PCR de NF-L C-term con las condiciones cerebro, hipofisis
macho (HM), hipdfisis estro (HE), hipofisis proestro (HP) e hipdfisis diestro (HD).

Se repitio el PCR de NF-L C-term (Figura 18), pero solo para las muestras
de Hipofisis macho e Hipofisis en estro, para corroborar la presencia de las dos
bandas y determinar las kilobases que posee el producto. Agregar Kilobases y
cuantas kilobases de diferencia hay

Figura 18. Imagen de PCR de NFI- C-term con las condiciones hipofisis macho
(HM) e hipdfisis estro (HE).

Antes de mandar a secuenciar los plasmidos se llevé a cabo una digestion
con EcoRI (Figura 19), esto para comprobar si los pldsmidos que se obtuvieron
poseen tanto el vector como el DNA insertado, como se puede apreciar todas las



muestras presentan tanto el vector como el DNA, y con base en la cantidad de
kilobases que debe de tener el DNA, corroboramos que en efecto todas las
muestras poseen el DNA requerido.

Digestion NF-L

C-term
Down

Figura 19. Imagen de la digestion con EcoRI con de plasmido de neurofilamentos
de alto peso molecular (NF-H), neurofilamentos de peso molecular medio (NF-M),
neurofilamentos de bajo peso molecular completo (NF-L Full), neurofilamentos de
bajo peso molecular regién carboxilo terminal de mayor nimero de kilobases (NF-
L C-term Up) y neurofilamentos de bajo peso molecular carboxilo terminal de
menor numero de kilobases (NF-L C-term Down).

Finalmente se mandaron secuenciar para ver si existia un splicing
alternativo, ya que se ha observado que los filamentos intermedios tienen una
gran propension a presentar splicing alternativo, sobre todo en la regién del
carboxilo terminal (Kim S. et al. 2009), sin embargo los resultados del alineamiento
de las secuencias obtenidas contra el gen de la base de datos en la region del
carboxilo terminal no presentan diferencias entre ellas (Figura 20), primero se
presenta la secuencia de los &cidos nucléicos en el cual todos los acidos
concuerdan y adelante se presenta la grafica de alineacién, que de haber
diferencias en la secuencia mostraria una linea seccionada, lo que nos indica que
no existe una diferencia en la secuencia y por lo tanto un splicing alternativo.

NefLight + AG CAGAATGCAG ACATCAGCGC CATGCAGGAC>
Nefl rat c AG CAGAATGCAG ACATCAGCGC CATGCAGGAC

NefLight + ACAATCAACA AACTGNAGAA TGAGCTGCGA AGCACGAAGA GCGAGATGGC>
Nefl ratc  ACAATCAACA AACTGGAGAA TGAGCTGCGA AGCACGAAGA GCGAGATGGC

NefLight + CAGGTACCTG AAGGAGTACC AGGACCTCCT CAATGTCAAG ATGGCATTGG>
Nefl ratc CAGGTACCTG AAGGAGTACC AGGACCTCCT CAATGTCAAG ATGGCATTGG

NefLight + ACATTGAGAT TGCAGCTTAC AGGAAACTCT TGGAAGGCGA AGAAACCAGG>
Nefl ratc ACATTGAGAT TGCAGCTTAC AGGAAACTCT TGGAAGGCGA AGAAACCAGG



NefLight + CTCAGTTTCA CCAGCGTGGG TAGCATAACC AGCGGCTACT CTCAGAGCTC>
Nefl ratc CTCAGTTTCA CCAGCGTGGG TAGCATAACC AGCGGCTACT CTCAGAGCTC

NefLight + GCAGGTCTTT GGCCGTTCTG CTTACAGTGG CTTGCAGAGC AGCTCCTACT>
Neflrat c GCAGGTCTTT GGCCGTTCTG CTTACAGTGG CTTGCAGAGC AGCTCCTACT

NefLight + TGATGTCTGC TCGAGCATTC CCAGCCTACT ATACCAGCCA CGTCCAGGAA>
Nefl ratc TGATGTCTGC TCGAGCATTC CCAGCCTACT ATACCAGCCA CGTCCAGGAA

NefLight + GAGCAGTCAG AGGTGGAGGA GACCATTGAG GCTACGAAAG CTGAGGAGGC>
Nefl ratc GAGCAGTCAG AGGTGGAGGA GACCATTGAG GCTACGAAAG CTGAGGAGGC

NefLight + CAAGGATGAG CCCCCCTCTG AAGGAGAAGC AGAAGAGGAG GAGAAGGAGA>
Nefl ratc CAAGGATGAG CCCCCCTCTG AAGGAGAAGC AGAAGAGGAG GAGAAGGAGA

NefLight + AAGAGGAGGG GGAGGAAGAG GAAGGTGCTG AGGAGGAAGA AGCTGCCAAG>
Nefl rat c AAGAGGAGGG GGAGGAAGAG GAAGGTGCTG AGGAGGAAGA AGCTGCCAAG

NefLight + GATGAGTCTG AAGATGCCAA AGAAGAAGAA GGTGGTGAGG GTGAAGAGGA>
Nefl ratc GATGAGTCTG AAGATGCCAA AGAAGAAGAA GGTGGTGAGG GTGAAGAGGA

NefLight + AGACACCAAA GAGTCAGAAG AGGAAGAGAA GAAAGAGGAA AGTGCTGGGG>
Nefl rat c AGACACCAAA GAGTCAGAAG AGGAAGAGAA GAAAGAGGAA AGTGCTGGGG

NefLight + AGGAGCAG>
Nefl rat c AGGAGCAA

Nefl rat cDNA vs NefLight C-term
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Figura 20. Imagen del alinemiento de la region del carboxilo terminal de
neurofilamento de bajo peso molecular (Neflight C-term) contra el cDNA de la

region carboxilo terminal que se mando secuenciar (Nefl rat cDNA).



El alineamiento también lo llevamos a cabo en la region del amino terminal
(Figura 21), para corroborar que en ninguna region del gen existia alguna
modificacion, y lo que se obtuvo fue que tampoco existen diferencias en la region
amino terminal, por lo que las isoformas que se observan en los western blots se
deben a algun cambio postraduccional.

NefLight + GCTACGA TCCGTACTTT TCGACCTCCT ACAAGCGGCG>
Nefl ratc GCTACGA GCCGTACTTT TCGACCTCCT ACAAGCGGCG

NefLight + CTACGTGGAG ACGCCCCGGG TGCACATCTC CAGCGTGCGC AGCGGCTACA>
Nefl ratc CTACGTGGAG ACGCCCCGGG TGCACATCTC CAGCGTGCGC AGCGGCTACA

NefLight + GCACGGCGCG CTCTGCGTAC TCCAGCTACT CCGCGCCCGT CTCCTCCTCT>
Nefl rat c GCACGGCGCG CTCTGCGTAC TCCAGCTACT CCGCGCCCGT CTCCTCCTCT

NefLight + CTGTCGGTGC GCCGCAGCTA CTCATCCAGC TCCGGCTCTT TGATGCCCAG>
Nefl ratc CTGTCGGTGC GCCGCAGCTA CTCATCCAGC TCCGGCTCTT TGATGCCCAG

NefLight + CCTGGAGAAC CTCGATCTGA GCCAGGTAGC CGCCATCAGC AACGACCTCA>
Nefl rat c CCTGGAGAAC CTCGATCTGA GCCAGGTAGC CGCCATCAGC AACGACCTCA

NefLight + AGTCTATCCG CACACAGGAG AAGGCACAGC TGCAGGACCT CAACGATCGC>
Nefl ratc AGTCTATCCG CACACAGGAG AAGGCACAGC TGCAGGACCT CAACGATCGC

NefLight + TTCGCCAGCT TCATCGAGCG CGTGCACGAG CTGGAGCAGC AGAACAAGGT>
Neflratc TTCGCCAGCT TCATCGAGCG CGTGCACGAG CTGGAGCAGC AGAACAAGGT

NefLight + CCTGGAAGCC GAGCTGTTGG TGCTGCGCCA GAAGCACTCA GAGCCTTCCC>
Nefl ratc CCTGGAAGCC GAGCTGTTGG TGCTGCGCCA GAAGCACTCA GAGCCTTCCC

NefLight + GCTTCCGCGC CCTGTATGAG CAGGAGATCC GTGATCTGCG ACTGGCGGCC>
Neflratc GCTTCCGCGC CCTGTATGAG CAGGAGATCC GTGATCTGCG ACTGGCGGCC

NefLight + GAAGACGCCA CTAACGAGAA GCAGGCGCTG CAGGGCGAGC GCGAGGGGCT>
Nefl rat c GAAGACGCCA CTAACGAGAA GCAGGCGCTG CAGGGCGAGC GCGAGGGGCT

NefLight + GGAGGAGACT CTGCGCAACC TGCAGGCTCG CTACGAGGAG GAGGTGCTGA>
Nefl rat c GGAGGAGACT CTGCGCAACC TGCAGGCTCG CTACGAGGAG GAGGTGCTGA

NefLight + GCCGCGAGGA CGCCGAGGGC CGGCTGATGG AAGCCCGCAA AGGCGCGGAT>
Nefl rat c GCCGCGAGGA CGCCGAGGGC CGGCTGATGG AAGCCCGCAA AGGCGCGGAT

NefLight + GA>
Nefl ratc GA
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Figura 21. Imagen del alinemiento de la region del amino terminal de
neurofilamento de bajo peso molecular (Neflight N-term) contra el cDNA de la
region carboxilo terminal que se mando secuenciar (Nefl rat cDNA).



6. Discusion
6.1 Western Blot

En el western blot se pudo observar que la expresion de NF-L es dimorfica,
siendo mayor en las hembras y dependiendo de la fase del ciclo estral en la que
se encuentre la hembra, estos datos concuerdan con los reportados por
Fiordelisio et al. (2002), donde se encontré que habia una diferencia de expresion
de NF-L, se concluy6é que existia una diferencia de expresion de acuerdo a los
niveles circundantes de estrogeno, esto debido a que el estradiol posiblemente
estimula el aumento de la expresion del receptor de NGF trkA, al aumentar este se
incrementa la accibn de NGF, que como se reporta no afecta los niveles de
MRNA, sino que modifica la cantidad de proteina que se traduce, por lo que las
diferencias en la cantidad de proteina estan ligadas a los niveles de estrogenos. Si
se comparan estos dos geles con un gel de neurofilamentos de alto peso
molecular de 200 kDa (NF-H) (Figura 22), se observa que los estrégenos solo
afectan al NF-L* %,

Ademas de las diferencias de expresion se encontraron isoformas de la
proteina NF-L, lo cual es posible, ya que como se ha visto los componentes del
citoesqueleto poseen diversos mecanismos para producir variantes de las
proteinas que los constituyen, entre los cambios mas comunes encontramos los
postraduccionales como la fosforilacion y glicosilacion y los transcripcionales como
el splicing alternativo. De acuerdo a los western blots se encontraron cuatro
isoformas distintas a las del control, dos para la condicién no fosforilada y dos para
la condicion fosforilada, esto es relevante ya que en cerebro no observamos
isoformas sino que solo se presenta una, y hasta el momento no se han reportado
isoformas para NF-L, en el cerebro, en individuos que no presentan enfermedades
neurodegenerativas. De igual manera si se compara con un gel de NF-H se
observa que estos neurofilamentos no presentan isoformas” *"

Neurofilamento 200 kDa

i rre,

Cérebro Macho -Estrd. Pro.. . Di

Figura 22. Imagen del western blot de los neurofilamentos de alto peso
molecular con las condiciones cerebro, macho, estro, proestro (Pro) y diestro (Di).



La fosforilacién es uno de los cambios postraduccionales mas comunmente
encontrado en los neurofilamentos. ElI NF-L, al igual que los demas
neurofilamentos, posee sitios de tirosinas y serinas que son sitios que facilmente
se fosforilan, estos sitios se encuentra en la region del carboxilo terminal, el NF-L
se caracteriza por tener pocos sitios de este tipo, el papel de estos es controlar el
ensamble o desensamble de los neurofilametos de 68 kDa. Este cambio
postraduccinal es uno de los mas importantes de los neurofilamentos, sin
embargo, no es capaz de explicar la presencia de todas las isoformas, ya que al
observar el gel de los NF-L para la condicion fosforilada se aprecian dos
isoformas, se infiere que ademas de la fosforilacion existe otro mecanismo que
esta modificando a la proteina y por lo tanto dando origen a las isoformas
observadas.

Otro cambio postraduccional es la glicosilacion, este fendmeno se da en
sitios ricos en treoninas y serinas, se debe a que ambos aminoacidos poseen
oxigeno lo cual facilita la insercion del carbohidrato. Esta glicosilacion es
importante ya que gracias a esta facilita la interaccibn entre los distintos
neurofilamentos. La regién que se glicolisa es la region amino terminal, esta se
caracteriz6 al analizar pacientes con esclerosis lateral amiotréfica (ALS), se
caracteriza por ser una enfermedad neurodegenerativa que afecta a las neuronas
motoras en especifico las neuronas que se encargan del movimiento voluntario.

Se observo que al bloquear la glicosilacion se formaban conglomerados de
neurofilamentos, es decir, no se ensmblaban, al mismo tiempo al analizar las
células de Ilos pacientes que presentaban la ALS se observd una
hiperglicosilacién, esta produce aductos en las proteinas que les impide
ensamblarse y se forman conglomerados de neurofilamentos. La glicosilacion es
un cambio postraduccional importante en los neurofilamentos, ya que sin esta no
hay ensamblaje de los mismos, es uno de los posibles cambios postraduccionales
gue estén generando las isoformas, tanto para la condicion fosforilada como para
la condicion no fosforilada, ya que con los geles se puede descartar la fosforilada,
sin embargo, las dos isoformas de esta no se pueden descartar solo con la
fosforilacion.

Otro cambio postraduccional que se puede llevar a cabo es la nitracion,
este fendbmeno se cree que no es indispensable para llevar a cabo el
funcionamiento y ensamblaje de los neurofilamentos, sino que es un proceso al
cual estan expuestos y que bloquean el correcto ensamblaje. Se caracteriza por la
insercion de nitratos en sitios ricos en tirosinas, y al igual que en la
hiperglicosilacion forma aductos que impiden el correcto ensamblaje. Esta
condicion se obtiene al metabolizar superdxido anion (Oy) y el 6xido nitrico, que
forma el peroxinitrito, esto puede ocurrir cuando el O,  se encuentra cerca del



oxido nitrico y reaccionan formando el peroxinitrito que al reaccionar con el sitio
activo de Cu/Zn de la superoxido dismutasa 1 (SOD1) se forman especies
reactivas de nitratos, que reaccionan con anillos aromaticos en especifico con los
residuos de tirosinas, que para el caso del NF-L posee en gran cantidad. En este
trabajo se encontraron varias isoformas de NF-L tanto para sus casos control
como para los casos de ALS, concluyendo que es un evento que normalmente
ocurre, también se ha asociado al envejecimiento junto con la hiperglicosilacion.

Este fendmeno podria explicar las isoformas que se observan en los geles,
ya que si bien no es un cambio postraduccional indispensable para los
neurofilamentos, si es un fendémeno que ocurre normalmente y como la célula esta
altamente regulada y presenta mecanismos de compensacion, esta genera mas
proteina de la que realmente necesita, por lo tanto como proponen Strong M. J. et
al. (1998) losNF-L pueden funcionar como un quelador, para evitar que estos
metabolitos afecten otros componentes, y por consecuencia, las isoformas que
observamos tanto para la condicion fosforilada y no fosforilada se deban a este
fendémeno.

6.2 RT-PCR

Al analizar las cantidades de mMRNA se observé que no existen diferencias
entre ninguna de las condiciones, esto quiere decir que los cambios en la cantidad
de proteina se debe a cambios ocurridos a nivel de traduccion o
postraduccionales. Si ocurren a nivel de traduccion quiere decir que se produce
mas mRNA del que se traduce, esto es predecible ya que en la mayoria de las
proteinas se produce mas mRNA del que realmente se traduce, esto se puede
deber a que la célula posee mecanismos de compensacion por lo que genera mas
MRNA, también existen factores que desestabilizan o degradan el RNA, esto se ve
en los neurofilamentos en las primeras etapas del desarrollo, se ha reportado que
la cantidad de mRNA se incrementa en los primeros dias del desarrollo y
disminuye conforme las células van diferenciandose. Una vez que las células, en
este caso las neuronas, comienzan a madurar los neurofilamentos disminuyen las
cantidades de mRNA en especifico las de NF-L y NF-M y la cantidad de mRNA
gue se incrementa es la de NF-H, cuando esto sucede se dice que la neurona esta
madurando y es cuando se comienza a armar los neurofilamentos con los tres
componentes.

Una de las proteinas que causa la desestabilizacion del mRNA y luego su
degradacion es la SOD1 y la p190RhoGEF, estas proteinas se unen a la region
3'UTR y desestabilizan el mRNA, bajando los niveles de este. Otro factor que
interviene en la cantidad de mRNA son los propios neurofilamentos se cree que



ellos mismos son capaces de crear asas de retroalimentacion que promueven o
bloquean su expresion.

También existen otros filamentos intermedios como la perferina que en
estadios temprano del desarrollo se ha visto que afecta los niveles de mRNA
disminuye la cantidad de NF-L que se produce, e incrementando la de NF-M. Esto
también se ha visto cundo se desarrollan los nervios periféricos, como se ha
mencionado, se ve que con la formacidn de estos se afectan los niveles de mRNA.

Incluso la cantidad de NGF en las primeras etapas del desarrollo, afecta
estos de niveles de manera negativa, en especifico NF-L, por lo que se puede
suponer que los estrégenos no estan interfiriendo con la cantidad de mRNA, sino
que la produccién de mRNA esta regulada por otro mecanismo, sin embargo, los
estrogenos si afecta la cantidad de proteina de la célula.

6.3 Secuenciacion

Finalmente para ver si las isoformas que se tiene son debidas a un splicing
alternativo se realiz6 una secuenciacion, se analizé la region amino-terminal y
carboxilo-terminal. Se mandaron secuenciar los tres fragmentos que se obtuvieron
del PCR, sin embargo, el fragmento de menor niumero de kilobases del carboxilo-
terminal no se logré secuenciar, esto pudo suceder por varias razones, uno de los
problemas por los cuales no se lleva a cabo la secuenciacién son los niveles de
sales de la solucion en la cual se encuentra el cDNA interfiriendo con el
funcionamiento de la polimerasa. Otra razon es que la muestra este contaminada,
sin embargo, los valores 260/280 que se obtuvieron al observar las muestras
oscilan entre el 2.0 y 1.7, lo que nos dice que la muestra no presenta una
contaminacion. También lo que pudo haber ocurrido es que el fragmento que se
extrajo contiene regiones con alta cantidad de GC, a continuacién se mostrara la
posible secuencia que se obtiene al realizar el PCR.

CTAACCGAGAGCGCCGCCAAGAACACCGACGCAGTGCGCGCTGCCAAGGAC
GAGGTGTCGGAAAGCCGCCGCCTACTTAAGGCTAAGACCCTGGAGATCGAA
GCCTGCCGGGGTATGAACGAAGCTCTAGAGAAGCAGCTGCAGGAGCTGGAG
GACAAGCAGAATGCAGACATCAGCGCCATGCAGGACACAATCAACAAACTGG
AGAATGAGCTGCGAAGCACGAAGAGCGAGATGGCCAGGTACCTGAAGGAGT
ACCAGGACCTCCTCAATGTCAAGATGGCATTGGACATTGAGATTGCAGCTTAC
AGGAAACTCTTGGAAGGCGAAGAAACCAGGCTCAGTTTCACCAGCGTGGGTA
GCATAACCAGCGGCTACTCTCAGAGCTCGCAGGTCTTTGGCCGTTCTGCTTA
CAGTGGCTTGCAGAGCAGCTCCTACTTGATGTCTGCTCGAGCATTCCCAGCC
TACTATACCAGCCACGTCCAGGAAGAGCAGTCAGAGGTGGAGGAGACCATTG
AGGCTACGAAAGCTGAGGAGGCCAAGGATGAGCCCCCCTCTGAAGGAGAAG



CAGAAGAGGAGGAGAAGGAGAAAGAGGAGGGGGAGGAAGAGGAAGGTGCT
GAGGAGGAAGAAGCTGCCAAGGATGAGTCTGAAGATGCCAAAGAAGAAGAA

GGTGGTGAGGGTGAAGAGGAAGACACCAAAGAGTCAGAAGAGGAAGAGAAG
AAAGAGGAAAGTGCTGGGGAGGAGCAA

Como se observa esta secuencia contiene regiones con varias GC, por lo
qgue puede provocar que se forme un “asa” o loop, esto ocasiona que la
polimerasa sea incapaz de leer el fragmento y por ende no es posible
secuenciarlo.

En los fragmentos restantes, que se pudieron secuenciar, no se
encontraron diferencias entre la secuencia de la base de datos y el cDNA que se
obtuvo, esto planteé dos tdpicos, el primero de ellos es que en las regiones de
estos fragmento no se esta llevando a cabo un splicing alternativo, el segundo es
que el fragmento que no se secuencio es posible que contenga la modificacion
que explicaria la presencia de las isoformas.

Con los datos que se tienen puede que no se esté llevando a cabo un
splicing alternativo, es una posibilidad ya que no sean reportado isoformas para
NF-L en individuos sanos, las isoformas que se tienen reportadas producen
neurofilamentos que son incapaces de ensamblarse o se ensamblan parcialmente
provocando la disminucion del calibre axonal, estas isoformas se han visto en
diversas enfermedades neurodegenerativas como la ALS, Alzhaimer y la
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT).

Dependiendo de donde se lleven a cabo estas modificaciones se producen
diferentes cambios en el NF-L (Figura 23), por ejemplo, en la region amino-
terminal se han reportado mutaciones en la base 64 citosina por Timina
provocando una sustitucion de la prolina 22 por una serina que afecta la region
globular del amino-terminal que es la que se encarga del ensamble de la proteina,
también existe la E7K, P8R, P8Q, P8L, P22T, todas estas mutaciones afectan la
parte globular del amino-terminal afectando la capacidad de ensamblarse de NF-L
en mayor o menor grado.
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Figura 23. Esquema de las mutaciones que puede sufrir NF-L en las tres regiones
amino-terminal (head), la regién media (rod) y el carboxilo-terminal (tail) %°.

Para la region central, también existen diversas mutaciones, por ejemplo la
mutacion en la alanina 148 por una valina, esta mutacion induce un cambio en la
estructura de NF-L, como consecuencia su ensamblaje es deficiente y forma
conglomerados de NF-L que se van a la periferia de la célula, ya que es incapaz
de asociarse con los otros tipos de NF. Otro tipo de mutaciones con efectos
similares son E97S y Q333P, estas mutaciones son propias de la enfermedad de
CMT?,

Finalmente estan las mutaciones que se producen en el carboxilo-terminal
como E528del y D469N, con estas mutaciones se han tenido problemas, ya que
los efectos que se producen no se han podido ver in vitro, sin embargo, in vivo se
ha visto que, al igual que las demas mutaciones, existe una dificultad al
ensamblarse y provoca conglomerados de NF?°.

Las mutaciones de NF-L dan como consecuencia un mal arreglo de la
proteina que provoca que se ensamble incorrectamente con otros NFs, sugiriendo
gue un cambio en la secuencia de la proteina, puede causar modificaciones no
favorables, y por lo tanto sugiere que no es posible la existencia de un splicing
alternativo. Esto se respalda por el hecho de que hasta el momento no se han
reportado isoformas de la proteina NF-L en los vertebrados, sin embargo, en el
calamar gigante existe un solo gen que sirve para expresar las tres proteinas, ya
que, el mMRNA de este sufre de splincing alternativo, sugiriendo que es factible que
en otros organismos se dé un splicing alternativo en los neurofilamentos.



7. Conclusiones

Con base en los resultados se puede concluir que en la adenohipofisis los
neurofilamentos se expresan dimérficamente y varia de acuerdo a la fase del ciclo
estral.

Los neurofilamentos presentan 4 isoformas distintas, dos para la condicion
fosforilada y dos para la no fosforilada esto se debe a cambios postraduccionales
o transcripcionales.

Los niveles de mRNA no varian en ninguna de las condiciones, por lo que la
diferencia de proteina es a nivel de traduccién y postraduccional, la expresion del
MRNA no esté influenciada por la cantidad de estrégenos.

Las secuencias obtenidas coinciden perfectamente con la que esta en la base de
datos, sin embargo, no se puede descartar la existencia de un splicing alternativo.
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