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Resumen
La latrofilina 3 (Lphn-3) es un receptor de adhesion acoplado a proteinas G, el cual se expresa

principalmente en el cerebro y participa en diversos procesos como son la formacion de las
sinapsis, adhesion intercelular y en la activacion de diferentes vias de sefializacion que promueven
la remodelacion del citoesqueleto de actina, entre otros. Sin embargo, su expresion anormal y
mutaciones especificas en su estructura se han asociado con el establecimiento de diversos

procesos neuroldgicos que afectan el neurodesarrollo.

Diversos estudios han utilizado modelos celulares para conocer méas sobre las propiedades
normales y patoldgicas de este receptor, empleando células no neuronales para la expresion
exogena de esta molécula y sus variantes mutadas. Sin embargo, no hay modelos de células
neuronales cultivadas in vitro que se hayan utilizado para el mismo propdsito. En este estudio
inicial se pretende estandarizar la expresion exdgena de Lphn-3 en células de neuroblastoma
cultivadas in vitro, para poder en un futuro evaluar el papel patolégico o neuroprotector de esta

molécula en algunos otros procesos neuroldgicos como es la enfermedad de Alzheimer.

Hasta el momento se probaron dos metodologias para la transfeccion de las células de
neuroblastoma SH-SY5Y no diferenciadas, siendo el método de polietilenimina (PEI) el mas
eficiente por encima del método tradicional empleado lipofectamina. Con este alcance, hemos
podido evidenciar que la sobreexpresion de Lphn-3 produce un cambio en la morfologia de las
células neuronales, observando por inmunofluorescencia y microscopia confocal la expresion de
tres fenotipos particulares, en los cuales se pierde la geometria caracteristica de esta linea celular.
Este cambio se ve acompafiado por la formacion de lobulaciones en la membrana celular asociado
a la remodelacion del citoesqueleto de actina-F. La asociacion de actina-F con Lphn-3 en la
superficie celular se corroboré por andlisis de colocalizacion y de correlacion de “Pearson”.
Interesantemente, Lphn-3 no se asocié al citoesqueleto de tubulina, sobre todo en los fenotipos
que presenta la forma fusiforme o de “huso™ de estas células. Estos resultados preliminares
corroboran una estrecha asociacion de Lphn-3 con actina-F, ocurriendo también en células

neuronales que son el contexto mas especifico relacionado con los padecimientos neurologicos.



Abstract

Latrophilin 3 (Lphn-3) is a G protein-coupled adhesion receptor, which is expressed mainly in the
brain and participates in various processes such as synapse formation, intercellular adhesion, and
the activation of different signaling pathways that promote the remodeling of the actin
cytoskeleton. However, its abnormal expression and specific structure have been associated with
establishing various neurological processes that result in neurodevelopment.

Various studies have used cell models to learn more about this receptor's normal and pathological
properties, using non-neuronal cells for the exogenous expression of this molecule and its mutated
variants. However, in vitro, cultured neuronal cell models have yet to be used for the same purpose.
This initial study pretends to standardize in vitro the exogenous expression of Lphn-3 in cultured
neuroblastoma cells to evaluate in the future the pathological or neuroprotective role of this
molecule in some other neurological processes, such as Alzheimer's disease.So far, two
methodologies were tested for the transfection of undifferentiated SH-SY5Y neuroblastoma cells,
with the polyethyleneimine (PEI) method being the most efficient over the traditional method
using lipofectamine. With this scope, we have been able to demonstrate that the overexpression
of Lphn-3 produces a change in the morphology of neuronal cells, observing by
immunofluorescence and confocal microscopy the expression of three particular phenotypes, in
which the characteristic geometry of SH-SY5Y cells is lost. This change is accompanied by the
formation of lobulations in the cell membrane associated with remodeling the F-actin
cytoskeleton. Colocalization and “Pearson” correlation analysis confirmed the association of F-
actin with Lphn-3 on the cell surface. Interestingly, Lphn-3 was not associated with the tubulin
cytoskeleton, especially in the phenotypes that present the fusiform- or "spindle™-shaped cells.
These preliminary results corroborate a close association of Lphn-3 with F-actin, also occurring

in neuronal cells that are the most specific context related to neurological disorders.



1. INTRODUCCION

1.1.GPCRs

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) son un grupo de receptores de superficie celular
gue reaccionan a un gran numero de estimulos, incluidos a los que involucran a neurotransmisores
y ciertas hormonas. Estos activan vias de transduccion de sefiales para generar una respuesta
celular ante estimulos especificos (Rosenbaum et al., 2009). Molecularmente, los GPCR presentan
una estructura conservada de siete segmentos transmembranales (7TM) en forma de alfa hélice,
un extremo amino terminal extracelular, y su extremo carboxilo terminal orientado

intracelularmente (Hauser et al., 2017).

Ligando

Receptor

Proteina G

Figura 1. Estructura de receptores acoplados a proteina (GPCR). A través de cambios

conformacionales, los GPCRs interacttan con proteinas G heterotriméricas.

1.1.1. Sefalizacion de los GPCRs

Por una parte, se conoce que la sefializacion clasica generada por los GPCRs puede ser
dependientes de proteinas G; sin embargo, en la denominada ruta independiente, ésta se produce
a través de cinasas acopladas a proteinas G (GRKS) y arrestinas. En la sefializacion clasica, el
receptor que ha sido activado interactta con proteinas G heterotriméricas, las cuales se someten a
un intercambio de GDP-GTP en la subunidad a, o que conduce a la disociacion de las subunidades
a 'y By, y a la activacion subsecuente de los efectores de sefializacion ubicados rio abajo de la via
(Hernandez-Coronado et al., 2022).



A su vez, la PKC (proteina cinasa C) y la PKA (proteina cinasa A) activadas por proteina G,
fosforilan al receptor y apagan la sefializacion de la proteina G. Por otra parte, en la ruta
independiente, la activacion del receptor promueve la afinidad de las GRKSs para la fosforilacion
de sitios de serina y treonina en su extremo citoplasmico (Hilger y Masureel, 2018). EI GPCR que
se encuentra fosforilado sera reconocido por las arrestinas y media procesos como:
desensibilizacion, internalizacion, degradacion y por medio de la arrestina activar a proteinas
efectoras, como cinasas activadas por mitogenos (MAPK) y la Src (Luttrell M y Lefkowitz J,
2002; Hilger y Masureel, 2018; Wang et al., 2018).

lon channels

Desensitization \'
Receptor
B Vs g o s Internalizatior
Receptor
Ubiquitination
Rho PLC AC
Src kinases
PIP2 EGFR transactivation
MAPK
PI3K/AKT
IP3 DAG (p-arrestin-mediated signaling)
Ca? PKC

Figura 2. Esquema de sefializacién de GPCR. En la unién del ligando agonista, los GPCR interacttan
con proteinas G heterotriméricas. En las proteinas G se da un intercambio de GDP-GTP en la subunidad a,
lo que provoca la disociacion de las subunidades a y By y activacion subsiguiente de los efectores de
sefializacion consecuentes. La fosforilacion del GPCR mediada por GRK (GPCR quinasa) conduce al
reclutamiento de B-arrestinas, lo que da como resultado la desensibilizacion de la proteina G. La interaccion
de la B-arrestina con el receptor, también inicia la activacion de la sefializaciéon mediada por B-arrestina.
(Wang et al., 2018).



1.1.2. Clasificacion de los GPCRs

Los GPCRs se clasifican en cinco grupos: Rodopsina, Glutamato, Frizzled/Taste2, Adhesion y
Secretina, diferenciandose entre si por la composicion de su fragmento amino-terminal
(Fredriksson et al., 2003)

- La familia de la Rodopsina comprende a los GPCRs clasicos y a varios receptores
olfatorios.

- El grupo de los receptores del Glutamato presenta una forma lobular caracteristica en su
fragmento amino-terminal.

- La familia de los receptores Frizzled participa en procesos relacionados con el desarrollo
embrionario y como receptores en la via de sefializacion por la glicoproteina Wnt
(Bjarnadottir et al., 2004) (Schidth y Fredriksson, 2005).

- Lafamilia de la Secretina relacionados con acciones endocrinas (Harmar, 2001)

- Y el grupo de los GPCRs de adhesion.

Gaus Fzo1

GLUTAMATE

Figura 3. Clasificacion de los GPCRs. Los GPCRs se clasifican en cinco familias: Secretina, Glutamato,
Frizzled/Tas2, Rhodopsina y Adhesion (Tomado de: Fredriksson et al., 2003).

1.1.3. GPCRs de adhesién
Los GPCRs de adhesion (aGPCRs) desempefian una amplia gama de funciones bioldgicas y se
caracterizan por presentar extremos amino extremadamente grandes que contienen varios

dominios de adhesion capaces de mediar en las interacciones entre célula y célula-matriz. Se ha
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demostrado que los extremos amino del GPCR de adhesion se pueden unir a maltiples ligandos y

activar de forma diferencial sus cascadas de sefializacion (Paavola y Hall, 2012)

Durante la maduracion proteica, los GPCRs sufren de un escision proteolitica en el sitio GPS de
su dominio GAIN, que permite que los precursores proteicos inactivos se transformen a proteinas
maduras bioldgicamente activas. Este corte divide al receptor en dos fragmentos uno de ellos el
C-terminal (CTF), dentro del cual se encuentra los 7 dominios transmembranales y la cola
citoplasmatica, y el fragmento amino-terminal (NTF) donde estan sus dominios de adhesion
celular. (Arag et al., 2012) .

Después del corte, la secuencia de Stachel, un agonista interno ubicado en el fragmento C-
terminal, activa al receptor y se lleva a cabo cambios conformacionales que promueven la
disociacion de NTF-CTF (Arag et al., 2012; Langenhan et al., 2016; Nazarko et al., 2018).

domains

A
ECD [
NTF
| GAIN
A GPs| domain

L Adhesion-like

Figura 4. Estructura general de los GPCRs de adhesiéon. El fragmento amino terminal (NFT) esta
conformado por sus dominios de adhesion, seguido de un dominio GAIN, que contiene el sitio de
autoproteolisis GPS. El fragmento carboxilo terminar (CTF) estd conformado por su secuencia Stachel, los

7 dominios transmembranales, y su dominio intracellular (ICD). (Tomado de: Knapp et al., 2019).

Los GPCR presentan una activacion constitutiva o basal que dependen de las caracteristicas
especificas de cada receptor y de forma general existen dos mecanismos de regulacion: el
agonismo ortostérico, en donde se lleva a cabo la disociacion del fragmento CTF y el fragmento
NTF; y la regulacion alostérica, en donde no es requerida dicha disociacion (Scholz et al., 2015).
Los receptores de adhesion se expresan en varios organos cumpliendo un papel fisiologico en el
desarrollo, lainmunidad, en la tumorogénesis y diversas funciones neuronales (Promel et al., 2013;
Langenhan et al., 2016;Aust et al., 2016).
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Figura 5. Mecanismos de activacion de GPCRs. La activacion de GPCR acopla la unién del agonista
con el reclutamiento de proteina G para activar las subsecuentes vias de sefializacion. (Tomado de: Monk
etal., 2015).

1.2. Latrofilinas

Las latrophilinas (Lphn) son una familia de GPCRs de adhesion y en mamiferos se conocen tres
isoformas (1, 2 y 3) las cuales son codificadas por diferentes genes y se expresan de forma
diferencial. Se conoce que la expresion de las Lphn-1 y Lphn-3 se presenta en gran medida en el
sistema nervioso central (Sugita et al., 1998; Ichtchenko et al., 1999) asociada al desarrollo de
trastornos neuronales como el TDAH, asi como al desarrollo de c&ncer en células no neuronales.
Por otro lado, la Lphn-2 presenta una expresion ubicua en diversos tipos de érganos (Boucard et
al., 2014) .

B Adult

M Brain @ Liver DHeart O Kidney

o o o
Q o
8 8 B

mRNA levels (normalized to GAPDH)
o
=4
=)

1=

Lphn1 Lphn2 Lphn3

Figura 6. Distribucion de las isoformas de las latrofilinas en un raton adulto. Niveles de expresion del
MRNA de las tres isoformas se encuentra principalmente en cerebro, y la isoforma 2 se puede encontrar en
otros tejidos. (Boucard et al., 2014).
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Todos las isoformas de la familia de las Lphn estan compuestos por los siguientes dominios: (1)
dos dominios de adhesion, (2) dominios de lectina y olfactomedina (seguido de una region rica en
serina y treonina), (3) un dominio de union a hormonas adyacente a un dominio (4) de induccion
autoproteolitica del GPCR (GAIN) que abarca un sitio de escision (GPS), (5) una region de siete
hélices transmembranales caracteristica de los GPCRs, y (7) un extremo C-terminal con un
dominio de union a motivos PDZ que es capaz de reclutar proteinas de andamiaje de unién a actina
(Arac et al., 2012)

De manera general, las latrofilinas son relevantes para el desarrollo neuronal y las funciones
cerebrales. Ademas, median la sinaptogénesis, y por lo tanto, la neuroplasticidad del sistema

nervioso (Boucard et al., 2014).

Dominios
Dominio de lectina
Splice site A
Dominio semejante a olfactomedina

Extracelular

Regidn rica en serina y treonina
Dominio de unién a hormona

Dominio GAIN

™7

_J Dominio carboxilo terminal ] Intracelular
PDZ

Figura 7. Modelo de la organizacién estructural de las latrofilinas. En su estructura general, las
latrofilinas estan conformadas por una subunidad extracelular que contiene los dominios de adhesion, y
una subunidad intracelular que media la sefializacion con proteinas G (Tomado de: Ovando Zambrano,
2015).

1.2.1. Ligandos enddgenos

Los dominios del extremo amino terminal de las latrofilinas les confieren la capacidad de
interactuar con diferentes ligandos enddgenos, que promueven la activacion de diferentes procesos
como la formacion de adhesiones intercelulares o la activacion diferencial de varias vias de

sefializacion intracelular (Boucard et al., 2014; Boucard et al., 2012; Moreno-Salinas et al., 2019).
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Figura 8. Interaccion de latrofilina con diferentes ligandos en la sinapsis neuronal. Uniones

moleculares entre las latrofilinas y sus ligandos (Figura tomada de: Moreno A. et al.,2019).
Ligandos enddgenos de la latrofilina:

- Teneurinas (Ten 1-4): Estan involucradas en el establecimiento y la formacién adecuada
de la sinapsis y promueven el crecimiento de neuritas y adhesion celular (Tucker y
Chiquet-Ehrismann, 2006) .

- Neurexinas (a y B): Estabilizan la adhesion célula-célula (Boucard et al., 2012; Moreno-
Salinas et al., 2019).

- Proteinas transmembranales con repetidos ricos en lectina y fibronectina FLRT
(FLRT 1-3): Son moduladoas de la adhesion celular y pueden interactuar con otras
proteinas de la membrana celular y regular la expresion genica (Li et al., 2020).

- Contactinas: Las cuales también tienen un papel en la adhesién celular (Moreno-Salinas
etal., 2019; Tropea et al., 2016).
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1.2.2. Importancia de las latrofilinas en el neurodesarrollo

El desarrollo del sistema nervioso requiere que las neuronas transiten por una serie de cambios
morfoldgicos y metabdlicos para construir e integrar la red neuronal y alcanzar la madurez
funcional (Schwabe et al., 2013). Uno de estos cambios corresponde al desarrollo de un cono de
crecimiento, estructura altamente dindmica que detecta sefiales bioquimicas y estimulos de su
entorno, para guiar el adecuado crecimiento del axén y encontrar un blanco celular correcto y
establecer la sinapsis con otra neurona (Wang et al., 2002; Lowery y Vactor, 2009; Schwabe et
al., 2013).

La motilidad y remodelacion de esta estructura depende de la regulacién del citoesqueleto celular,
formado principalmente por filamentos de actina y microtibulos (Kolodkin y Tessier-Lavigne,
2011; Marin et al., 2010; Sosa et al., 2013). El citoesqueleto es esencial para permitir la formacién
o retraccion de estructuras celulares de contacto y avance, como son los filopodios y lamelipodios.
La funcion de estas proyecciones celulares es aumentar la superficie de contacto de la célula con
la matriz de adhesion para encontrar un camino de exploracion y crecimiento mas eficiente en el
establecimiento de los contactos sindpticos. En esta labor, participan varias proteinas que se
encargan directamente de la dinamica de ensamble y desensamble del citoesqueleto (Gordon-
Weeks, 2004; Mortimer et al., 2008; Sosa et al., 2013).

A B
Axon guidance requires integration of multiple guidance cues The growth cone cytoskeleon
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e, °
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Figura 9. Cono de crecimiento. Estructura altamente dinamica cuya reestructuracién depende de la

regulacion del citoesqueleto (Tomado de Bearce et al., 2015).

Durante el establecimiento organizacional del sistema nervioso, se ha reportado que las moléculas
de adhesidn celular son cruciales para la migracion de las neuronas hacia las capas apropiadas de
la placa cortical (Valiente y Marin, 2010; Schwabe et al., 2013) y acttan como sefiales guia sobre

las neuritas.
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Las interacciones que se dan entre las proteinas de superficie presentes en el cono de crecimiento
y con sus respectivos ligandos, localizados tanto en la matriz extracelular como en las células
adyacentes, son claves para conducir la migracion celular y desencadenar cascadas de
sefializacion que promueven el rearreglo del citoesqueleto (Bonvicini et al., 2016; Lee et al., 2021;
Yamada et al., 2005). De acuerdo a la literatura, las latrofilinas funcionan como moleculas que
participan en la formacion de los conos de crecimiento, en funcion de sefiales que establecen
gradientes moleculares para que las estructuras celulares (filopodios o lamelipodios) sigan su

curso (Sando y Sudhof, 2021).

[A]lLamellipodia Formation

8N % =
‘ c°:3x5|t @

Inadl ive

Acuv.
-‘-I Mlgratlon
GPCR

Mlgrahon

Inaﬂlvl
Heterotrimeric
G-protein

Arpzls
Compxu

Dendrtas

Nudeo

Y Poummnuon

Rocrulhd
WAVE

"'\ Active
mnhx \ Rlc

Citoesqueleto

axon

hillock P (B Filopodia Formation

Axdn en

Acuve

crecmiento 1

Cono de
f
crecmiento <4

VVVVVVVVVVVV

v
Dreccion del
crecimiento

W‘?‘?’;\m

Pollmtﬂullcn

A:pz/:
Complu

NWasp[L

Ac“"l@\@

%&?@lmm

e

cuuz
Migration

Inactive
Heu rotrimeric.
tein

\Gﬁv
Migration

IGPCR

Figura 10. Representacion gréfica del papel de Lphns en la formacion de estructuras celulares de

migracion. Moléculas reguladoras del citoesqueleto de actina que participan en la formacion de estructuras
dindmicas (lamelipodios vy filopodios) y que forman parte de las vias de sefializacion activadas por las
Lphns (Moreno Salinas, 2019).

Asi mismo, se ha reportado que, en eventos de migracién neuronal, como en el desarrollo del
cerebro, es necesaria la interaccion Lphn/teneurina para la reestructuracion del citoesqueleto de
actina (Scholz et al., 2015). Un estudio demostré que los axones de neuronas hipocampales
cultivadas in-vitro de ratones recién nacidos Lphnl WT ( Adgrll **) responden mediante un
mecanismo de atraccidn axonal a un gradiente de variantes solubles de Lasso (variante de splicing
de teneurina-2)/teneurina-2 , en donde al interactuar Lasso y Lphnl se activa Ga. ¢11 Y Se dispara

una cascada de sefializacion que estimula la liberacion de calcio y la reestructuracion del
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citoesqueleto de actina; efecto dependiente de la expresion de Lphn-1 enddgena, ya que el grupo
de neuronas carentes de esta molécula es decir de ratones Lphn-1 KO ( Adgrll ) esta molécula-

no mostraron este comportamiento (Vysokov et al., 2018).
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Figura 11. Mecanismo propuesto de atraccion axonal por de Lasso/Ten-2 liberado.Cuando
Lasso/Ten2 se une a de Lphnl activa Ga 11 y dispara la cascada de sefializacion, aguas abajo de esta
cascada la liberacion de calcio de los depositos intracelulares estimula la exocitosis y también puede
estimular la reorganizacion de la actina a través de la proteina quinasa Il dependiente de Ca ?* /calmodulina
(CaMKII), mediando asi la atraccion axonal (Vysokov et al., 2018).

Por lo tanto, una desregulacion en estos procesos puede provocar a una distribucion y organizacion
alterada de las neuronas durante el neurodesarrollo, asi como un retraso en el establecimiento de

conexiones neuronales o bien de errores en la formacion de estos procesos (Bearce et al., 2015).

1.2.3. Papel de las latrofilinas en las neuronas maduras

El papel de las latrofilinas en la funcionalidad de las neuronas maduras lo cumplen a través de
interacciones intermoleculares que se llevan a cabo con sus ligandos endégenos, participando en
el adecuado establecimiento y acople entre los sitios presinapticos y postsinapticos que garantice
su estabilidad estructural y funcional (Sando y Stidhof, 2021; Stidhof, 2021).
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Postsynaptic Specialization

Figura 12. Esquema de la comunicacion y especializacién neuronal. El acople sinaptico a través de
moléculas de adhesién permite la comunicacién entre una neurona presinaptica y su correspondiente
postsinaptica (Stidhof, 2021).

Se ha demostrado que la Lphn-3 podria desempefiar un papel relevante en el establecimiento de
la sinapsis excitatoria, la cual es dependiente del ligando. En un estudio in vitro llevado a cabo en
cultivos de neuronas de hipocampo, al interrumpir competitivamente los complejos endégenos de
Lphn-3y analizar las sinapsis glutamatérgicas por inmunofluorescencia, se encontrd una marcada
reduccion de la densidad sinaptica. Por lo tanto, se sugiere que la reduccion de la disponibilidad
de ligandos de Lphn-3 mediante la competencia con ecto-Lphn3-Fc impide que la sinapsis

glutamatérgica se desarrolle correctamente (O’sullivan et al., 2012).
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Figura 13. Gréfico de barras de la densidad y area sindptica. Interrupcion competitiva de las
interacciones enddgenas de Lphn-3 con sus ligandos producto de ecto-LPHN3-Fc soluble agregado a
cultivos de neuronas del hipocampo reduciéndose la densidad de sinapsis excitatoria. (O’Sullivan et al.,
2012).

Se ha reportado también que la Lphn-3, desempefia un papel clave como molécula estabilizadora

de la sinapsis neuronal que, de acuerdo con el analisis de muestras de tejido de cerebro de raton

18



procesados por inmunohistoquimica, se ha encontrado que ésta regula el nimero de sinapsis
formadas por las neuronas, donde el dominio olfactomedina de Lphn-3 es necesario para este

efecto y para la union a su ligando postsinaptico (O’Sullivan et al., 2014).

Sando et al., 2019 , a través de ensayos de adhesion celular in vitro en células HEK 239T
reportaron que Lphn-2 y Lphn-3 postsinapticas median la especificidad de la sinapsis al unirse

simultaneamente a FLRT y teneurinas del lado presinaptico.
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Figura 14. Latrofilina-2 y latrofilina-3 postsinapticas condicionan la especificidad sinaptica. Las
latrofilinas del lado postsindptico interactian simultineamente con FLRT y teneurinas, dos moléculas de
adhesion celular ubicadas en la membrana presinaptica, para establecer una adecuada entidad sinaptica
(Sando et al., 2019).

Por otro lado, se estudio el efecto de la expresion de las diferentes isoformas de latrofilina sobre
la morfologia de células embrionarios de rifion humano HEK 239T, en donde se encontr6 que
existe un cambio morfoldgico de la célula, asociado a una remodelacion del citoesqueleto de actina
(Cruz-Ortega y Boucard, 2019); resultado que seria interesante evaluar ahora en células de origen
neuronal, donde estads moléculas juegan un papel determinante en la conectividad, como se

describi6 anteriormente.
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1.3. Importancia de las latrofilinas en trastornos neuropsiquiatricos
Las latrofilinas son conocidas por su papel en la sindpsis neuronal (Boucard et al., 2013; Scholz

et al., 2015), asi como en la migracion celular, polarizacion (Doyle et al., 2006).

Sin embargo, cuando éstas presentan algunas mutaciones en su secuencia, contrariamente su
participacion se ha asociado al desarrollo de algunas enfermedades neuropsiquiatricas tales como
el trastorno por uso de sustancias (TUS), el trastorno bipolar (BD), la esquizofrenia (SCZ), la

epilepsia y la microcefalia (MCP) y el trastorno del espectro autista (TEA) (Boucard et al., 2013).

Algunos polimorfismos que modifican al gen que codifica para Lphn-3, estan asociados al
trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH) en nifios y su permanencia en la edad
adulta. En un estudio in vitro llevado a cabo en celulas embrionarias de rifion de humano HEK239,
se realiz6 una validacion funcional de las diferentes variantes de Lphn-3 relacionadas con el
TDAH y que presentan mutacion en la region extracelular que contiene el motivo de adhesion del
receptor. Se encontro que todas las variantes probadas interrumpieron la capacidad de Lphn-3 para
estabilizar la adhesion intercelular y existié un déficit en el acoplamiento de la subunidad Ga13

de las proteinas G (Moreno-Salinas et al., 2019).
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Figura 15. Redes moleculares que involucran a las latrofilinas y sus ligandos en la neuropatologia
humana. Trastornos neurolégicos asociados con variaciones en genes de latrofilinas y algunos de sus

ligandos enddgenos (Tomado de: Moreno Salinas et al., 2022).
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1.4. Moléculas de adhesion en enfermedades neurodegenerativas

Para el establecimiento de la sinapsis se requiere de la participacion de moléculas de adhesion que
proporcionan uniones especializadas entre las neuronas y forman parte integral de las funciones
cerebrales. En las enfermedades neurodegenerativas existe una disrupcién de la sinapsis y se
conoce que la interrupcion funcional y estructural de las mismas y las aberraciones en su

plasticidad ocurren mucho antes de que comience el dafio neuronal en este tipo de trastornos.

La expresion de las moléculas de adhesion puede ser alterada producto de agregados proteicos
anormales que forman placas amiloides, marafias neurofibrilares o cuerpos de lewy; lesiones que
son caracteristicas de la histopatologia de las enfermedades neurodegenerativas (Ross y Poirier,
2004; Lehman, 2009). Se ha encontrado niveles reducidos de proteinas sinapticas en el contenido
de exosomas derivados de neuronas plasmaticas del tejido de pacientes con la Enfermedad de
Alzheimer (Goetzl et al., 2018), y se ha reportado que las transcripciones de genes relacionados
con el sistema nervioso como Cntnap2, Vcan, Cntn4, Adgrl3 (el cual codifica para Lpnh3) estan
sub-reguladas segun un estudio llevado a cabo en oligodendrocitos del hipocampo de ratones
infectados con priones (Slota et al., 2020).
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Figura 16. Cuantificacion de proteinas sindpticas en exosomas de neuronas de tejido cerebral de
pacientes con la enfermedad de Alzheimer (post mortem). Los niveles AMPA4, NLGN1 y NRXN2q,
fueron significativamente més bajos que los de los controles emparejados en la fase preclinica 1y 2 de

demencia en comparacion con el grupo control (Goetzl et al., 2018).

Sin embargo, a pesar de la relevancia de la latrofilina en el establecimiento sinaptico, no se ha

llevado a cabo estudios que permitan entender su papel fisiologico en la neurodegeneracion.
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1.4.1. Laenfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa compleja en la que
multiples factores de diversos tipos estan implicados en su establecimiento. Los sintomas clinicos
de este padecimiento se deben a una muerte selectiva de ciertas poblaciones neuronales localizadas
en aquellas &reas del cerebro relacionadas con las funciones cognoscitivas, como son el hipocampo
y corteza entorrinal (Lopez et al., 2003; Scheff et al., 2006; Furcila et al., 2018)
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Figura 17. Degeneracion y muerte neuronal en el cerebro de sujetos con la EA. Disminucion de la
masa cerebral producto de la muerte neuronal en zonas especificas del cerebro, en pacientes con EA en
comparacion con un sujeto sano (Tomado de: Lopez-Camacho et al., 2018).

A nivel histopatoldgico, la EA se caracteriza por la acumulacion extracelular anémala de depdsitos
fibrilares insolubles conocidos como placas de amiloide, conformadas por el péptido amiloide-
(AR), asi como otros agregados fibrilares intracelulares llamados marafias neurofibrilares (MNFs).
Estas estructuras estan formadas por polimeros altamente insolubles conocidos como filamentos
helicoidales apareados (FHAS) cuyo principal componente estructural es la proteina Tau (L6pez-
Camacho et al., 2017;Furcila et al., 2018).
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Figura 18. Filamentos helicoidales apareados. Micrografia electronica de polimeros ensamblados in

vitro, a partir de la proteina tau recombinante htau23 (Tomada de: Rodriguez Cruz, 2018).

La proteina Tau forma parte del grupo de proteinas estabilizadoras de los microtdbulos (MAPS),
que se localizan principalmente en el axon de las neuronas diferenciadas. Sin embargo, en la EA
se ha encontrado que la proteina tau puede sufrir de una serie de cambios postraduccionales,
teniendo como consecuencia una pérdida de la afinidad de la molécula por el microtubulo,
provocando un deterioro de la conformacion estructural de esta red de elementos del citoesqueleto
y por consiguiente de los axones y sus conexiones con otras células vecinas. Adicionalmente, al
disociarse del microtibulo, la proteina tau puede autoagregarse anormalmente en la forma de
FHAs y MNFs que produciran algunas otras alteraciones fisioldgicas en las neuronas, llevandolas
a su muerte inminente con el paso del tiempo (Kolarova et al., 2012; Braak y del Tredici, 2016;

Lépez-Camacho et al., 2017).

Por lo tanto, nuestro grupo de investigacion ha estudiado a la proteina Tau y sus variantes
truncadas para conocer sus propiedades de citotoxicidad; por ejemplo, la sobrexpresion de la
proteina tau de 441 aminoacidos y la variante truncada en el #**2L en células de neuroblastoma,

promueve la formacion de anillos anormales de microtibulos (Rodriguez-Cruz et al., 2018).

Tau-GFP Tubulina

Figura 19. Anillos de tubulina provocados por la sobreexpresién de la proteina Tau. La expresion de
la proteina Tau441-GFP promueve la formacion de anillos de microttbulos (Rodriguez Cruz, 2018-Trabajo

de tesis).

Estos anillos anormales de microtibulos afectan la estructuracion de diversos organelos
intracelulares incluyendo el nudcleo y el aparato de Golgi, por lo cual se ha sugerido que

indirectamente la proteina Tau puede alterar componentes membranosos, incluyendo aquellos que
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forman parte de las terminales sinapticas, como producto de una alteracion en la estructuracion

del citoesqueleto neuronal.

1.4.2. Sinapsis en la enfermedad de Alzheimer

Numerosos estudios realizados en modelos murinos y en muestras de tejido cerebral obtenidas
postmortem de pacientes con EA han reportado alteraciones de la conectividad sinéptica, tanto en
el hipocampo como en otras regiones corticales, presentandose mas vulnerabilidad en los circuitos
glutamatérgicos excitatorios (Scheff et al., 2006 ,Kashani et al., 2008, Braak y del Tredici, 2016,
Llorens-Martin et al., 2014) .

Por medio de inmunohistoquimica y con anticuerpos contra ciertas moléculas de adhesién
neuronal como NCAM, en este mismo tipo de muestras de tejido cerebral se encontr6 una
disminucion significativa de este marcador en diversas poblaciones de neuronas y astrocitos en la
corteza frontal de las personas afectadas por EA, en comparacion con las observaciones hechas en
sujetos ancianos control sin un deterioro cognitivo significativo (Yew etal., 1999). En otros
estudios utilizando técnicas bioquimicas para la determinacion de NCAM en extractos de tejidos
cerebral, Aisaetal., 2010 demostraron que los niveles de NCAM se redujeron en la corteza frontal
y temporal de pacientes con EA en comparacién a sujetos ancianos control (Yew et al., 1999).

La pérdida de sinapsis en la EA se ha relacionado, al menos en parte, con la toxicidad producida
por la acumulacion anormal del péptido amiloide-B, y se ha reportado que varias moléculas de
adhesion actian como receptores de esta molécula (Leshchyns’ka y Sytnyk, 2016). Se ha
reportado una interaccion directa del péptido amiloide-3 con el dominio extracelular de NCAM2,
tanto in vitro como in vivo en cultivos primarios de neuronas del hipocampo de ratén normal y en
el hipocampo de ratones transgénicos que sobre expresan la APP (proteina precursora del
amiloide-B) (Leshchyns’ka et al., 2015). Por otro lado, en un estudio llevado a cabo en neuronas
primarias del hipocampo y corteza cerebral de rata cultivadas in vitro, se reportoé que el dominio
extracelular de la neuroligina-1 se une al amiloide-3 (Dinamarca et al., 2011), proponiéndose que
su acumulacién y asociacion anomala con estos receptores podria alterar la estructura y funcion

de la sinapsis, y por lo tanto alterar la conexion y comunicacion entre las neuronas.
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Figura 20. Moléculas de adhesion en la sinapsis que se asocian al péptido amiloide-R. Representacion

esquematica de una sinapsis que muestra las proteinas CAM presinapticas y postsinapticas, que se pueden

unir al amiloide-B. Se ha demostrado una interaccion directa del amiloide-p con NCAM2, neuroligina, y

L1 (Tomado de: Leshchyns’ka y Sytnyk, 2016).

Con otro tipo de abordaje, al analizar el proteoma del liquido cefalorraquideo obtenido de

pacientes con la EA, se encontrd una disminucion en el nivel de expresion de proteinas asociadas
a la migracién neuronal y adhesién celular, como A2GL,C1QB, FBLN3,C1QC, C1S, APOM, ,
PTPRZ y SEZ6 (Khoonsari et al., 2016) .
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Figura 21. Disminucién significativa de proteinas relacionadas con procesos de migracion y adhesion

celular en pacientes con EA. Gréfico de dispersion basado en analisis de proteinas totales y espectrometria

de masas (Khoonsari et al., 2016).
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Sin embargo, con lo que respecta a las lastrofilinas como moléculas receptoras, y su posible
participacion en el establecimiento y/o progresion de la EA, no existen estudios suficientes que

puedan encontrar una relacion patologica.

2. Justificacion
Los GPCRs de adhesion son receptores que participan en varios procesos celulares y desempefian
funciones criticas durante la migracion neuronal, la sinaptogenesis, el crecimiento axonico y la

transduccién de sefiales.

La latrofilinas son una familia de GPCR’s de adhesion que cumplen la funcion de contribuir en el
establecimiento de conexiones precisas entre las células del sistema nervioso, basada en la
interaccion variada con sus distintos ligandos. Tienen un papel importante en varios trastornos
neuropatoldgicos como el desarrollo de TDAH, pero no hay informacién reportada sobre la
contribucion de los GPCRs en distintas enfermedades neurodegenerativas, donde su expresion y
distribucion podria ser alterada debido a la acumulacion anémala de proteinas autoagregativas

como Tau y el amiloide-3 que median estos procesos anormales.

Recientemente se ha reportado que la sobreexpresion de las distintas isoformas de latrofilina
produce cambios morfologicos en la linea celular embrionaria de rifion HEK293T (Cruz-Ortega y
Boucard, 2019), que estan asociados a una reestructuracion del citoesqueleto de actina, sin
embargo es importante estudiar si estas moléculas son capaces de generar estas alteraciones en la
estructuracion integral del citoesqueleto de tubulina y actina, y por lo tanto, en la morfologia

normal de las células neuronales

En funcién de esto y como primer paso, es importante estandarizar metodoldgicamente la
sobreexpresion de Lphn-3 en células de neuroblastoma SH-SY5Y, para contar con un modelo
neuronal in vitro, que nos permita a futuro evaluar los efectos de estas moléculas sobre la anatomia
funcional de la neurona y su asociacién con otras proteinas autoagregativas que juegan un papel

importante en las enfermedades neurodegenerativas.
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3. Hipotesis

Se ha reportado que las latrofilinas como receptores involucrados en diversas funciones celulares,
producen cambios en la organizacion del citoesqueleto de actina en células no neuronales, y debido
a que estas moléculas son importantes en el establecimiento de la comunicacion sinéptica en el
sistema nervioso, podremos suponer que la sobrexpresion de Lphn-3 en células neuronales
cultivadas in vitro podria altera de manera integral la estructuracion del citoesqueleto de actina y

tubulina produciendo alteracion morfologica y funcional de esta células.

4. Objetivos

4.1. Objetivo General
» Estandarizar la expresion de latrofilina-3 en células de neuroblastoma SH-SY5Y no
diferenciadas para estudiar sus posibles efectos sobre la estructuracién del citoesqueleto

neuronal.

4.2. Objetivos Especificos
» Sobreexpresar transitoriamente a latrofilina-3 en células de neuroblastoma SH-SY5Y

comparando el método de polietilenimina (PEI) y la técnica de lipofeccion.

> Evaluar los efectos de la sobreexpresion transitoria de latrofilina-3 sobre el citoesqueleto

de actina y de tubulina en la linea celular SH-SY5Y no diferenciada.
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5. Disefio experimental

Como sistema experimental se utilizara la linea celular de neuroblastoma SHSY5Y no

diferenciada.
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6. Materiales y Métodos

6.1. Cultivo Celular

Se trabaj6 con la linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y no diferenciada (American Type
Culture Collection ATCC, VA, USA), la cual se cultivé en medio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium F12 a 4.5 g/L de glucosa (DMEM F-12) (Invitrogen, CA, USA), suplementado con
suero fetal bovino (SFB) (Invitrogen) al 5 %, L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL y
estreptomicina 100 mg/mL, y se mantuvo bajo incubacion a 37 °C, 5 % de CO2 y 95% de
humedad relativa. Los subcultivos se disgregaron con Tripsina-EDTA al 0.25 %y se realiz6 un

conteo celular con la ayuda de una camara de Neubauer

Las células se resembraron en una proporcion de 1:10 en una caja Petri p100 y mantenerse por
un maximo de 26 pases. Se recambié el medio de cultivo cada tres dias impidiendo su

diferenciacion.

6.2. Transformacion de bacterias competentes

Las bacterias competentes se transformaron con 1 pl de los plasmidos correspondientes,
dejandose en reposo por 30 minutos, para realizar posteriormente un shock térmico a 42°C por
30 segundos. Después de esto las bacterias se colocaron en hielo y transcurridos 5 minutos se
colocaron 450 ul de medio SOC, para incubarse a 37°C en agitacion constante a 200 rpm
durante una hora. Las bacterias se plaquearon adicionando 100 pl del tubo con las células

transformadas y se incubaron a 37°C durante 24 horas.

6.3. Seleccion de colonias

Se seleccionaron colonias aisladas y se colocaron en tubos de ensayos con 2ml de medio LB
suplementado con el antibiético ampicilina (100 ug/ml). Se incubo a 37°C en agitacion
constante a 2000 rpm durante 8 horas, y se transfirié a un matraz con 100 ml de medio LB. Se
incubo a 37°C en agitacién a 2000 rpm durante 16 horas, para realizar después la extraccion del
ADNp.

6.4. Extraccion de ADN por lisis alcalina
Las suspensiones bacterianas fueron centrifugadas a 7500 rpm por 15 min a 4°C. La pastilla

obtenida se resuspendié en 3 ml de solucion de lisis | fria, 450 ul de solucién de lisozima (4°C)
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y 6 ml de solucién 1l a temperatura ambiente (TA). Posteriormente se adicionaron 6 ml de
cloroformo, 3 ml de solucion Il fria (4°C) y se centrifugd a 5000 rpm por 12 min a 4°C. El
sobrenadante se transfirié a tubos que contenian isopropanol y se centrifugo por 12 minutos a
5000 rpm 4°C vy la pastilla obtenida se lavé con etanol al 70% y se resuspendio en 500 pl de
buffer TE.

6.5. Purificacion de ADNp por polietilglicol (PEG)

Al ADNBp, se le agrego LiCl 5M, y se centrifugo a 10,000 rpm por 10 min a 4 °C, se recupero
el sobrenadante y se colocé isopropanol, dejando incubar por 10 min a TA. A continuacion, se
centrifug6 a 13,000 rpm por 10 min a 4°C, y se lavo la pastilla con etanol (70%) y se disgrego
en 500 ul de Buffer TE + RNasa.

Posteriormente se incub6 a 22°C por 30 min, y posteriormente se adiciono 500 ul de PEG al
13%. A continuacion, los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm y la pastilla se resuspendio en
500 ul de Buffer TE, donde se adicionaron 500 pl de fenol/cloroformo, se centrifugo a 13,000
rpm. Se recupero el sobrenadante y se transfirié a otro tubo que contenia 120 pl de acetato de
amonio (10M) y 2 volumenes de etanol absoluto. Por altimo, se centrifug6 a 13,000 rpm por
12 min a 4°C y la pastilla fue lavada con etanol (70% )y se disolvio en buffer TE.

Tabla 1. Soluciones

Solucién Componentes Caracteristicas
Solucion de lisis | 50 mM de glucosa, 10 mM, Extraccion de ADN
EDTA ,25 mM Tris-HCI, pH plasmidico (4°C)

8.0, en agua miliQ.
Esterilizar en autoclave

Solucion de lisis Il 1% de SDS, 0.2 N de NaOH; Extraccion de ADN
en agua miliQ plasmidico (4°C)
Solucién de lisis I 3 M de KCH3CO2, 11.5 % Extraccion de ADN
de &cido acético; en agua plasmidico (4°C)
miliQ.
Polietilenglicol 1.6 M de NaCl,13 % de 4 °C; protegido de la luz
polietilenglicol; en agua Purificacién de ADN
miliQ plasmidico
Polietilenimina (PEI) Polietilenimina de cadena 4. °C; en esterilidad
lineal protegido de la luz. No
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1 mg/ml esterilizado por almacenar por mas de 3

filtracion. meses.
Polysciences, Cat. No. Transfeccion
23966-1.
RNAsa A RNAasa 20 ug/mL enagua 4 °C / Purificacion de ADN
Invitrogen™ UltraPure™ miliQ plasmidico
RNase A (20mg/mL),
Powder Ref: 12091039
Lisozima 10 mg/mL de lisozima en 4. °C / Purificacion de ADN
Tris-HCI plasmidico

10 10 mM pH 8.0

6.6. Transfeccion por el método de lipofeccion con lipofectamina 2000

Las células SH-SY5Y se cultivaron en cubreobjetos recubiertos de colagena tipo-I derivada de
piel de ternera (0.01mg/ml; SIGMA-ALDRICH) durante 24 horas en una caja de 24 pozos y a
37 °C. Y a una confluencia aproximada del 70-80 % de celulas, se transfectd
independientemente con los plasmidos que codifican para Lphn-3v, m-venus y pCMV

Para la transfeccion se prepard un complejo de ADN: Lipofectamina 2000 (1:2) (Invitrogen), a

dos concentraciones distintas para cada cubreobjeto de acuerdo con la siguiente tabla:

Tabla 2. Mezcla de transfeccion con lipofectamina 2000 para cada cubreobjeto

Mezcla A Mezcla B
Optimen 100 ul 100 ul
ADNp 0,5ug -
Lipofectamina 2000 - 1ul
Optimen 100 ul 100 ul
ADNp 1,3 ug -
Lipofectamina 2000 - 2,6 ul

Posteriormente, el ADN se mezclo con la Lipofectamina 2000, se incubaron por 20 minutos a

temperatura ambiente (TA) y el complejo se adiciono a las células previamente incubadas con
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200 pl de Optimen. Se incubo a 37°C en una atmosfera de CO. al 5%, probando las siguientes
condiciones:

Tabla 3.Condiciones de transfeccion probadas con el método de lipofeccion- lipofectamina

2000.
Concentracion de ADNp (ug) 0,5 0,5 1,3
Tiempo de incubacion con el 4 horas 6 horas 16 horas

complejo (ADN:
Lipofectamina 2000)
Inmunofluorescencia 48 horas pos- 24 horas pos- 48 horas pos-
transfeccion  transfeccién transfeccion
48 horas pos-
-------------- transfeccion

Transcurrido el tiempo respectivo, de acuerdo con cada condicion probada, se retird la mezcla
y se colocd medio fresco DMEM-F12 al 5 % de SFB, dejando incubar las células al tiempo
especificado (Tabla 3) a 37°C, para que finalmente se fijaran las células y se analizaran por
inmunofluorescencia.

Siguiendo el mismo protocolo, una vez agregado el complejo ADN/Lipofectamina 2000, las
celulas se incubaron por 16 horas a 37°C en una atmosfera de CO: al 5%. Luego se retir6 la
mezcla y se adicion6 medio DMEM-F12 al 10% de SFB, y se incubo las células por 48 horas a

37°C, para posteriormente ser analizadas por inmunofluorescencia.

6.6.1. Transfeccion por el método de lipofeccion con lipofectamina plus.

Las células SHSY5Y fueron cultivadas en cubreobjetos siguiendo el método previamente
descrito. Una vez que las células llegaron a una confluencia aproximada a 70-80%, se
transfectaron independientemente con los plasmidos que codifican para Lphn3-vy m-venus.
Para la transfeccion se preparé un complejo de ADN: Lipofectamina plus (1:3) (Invitrogen) de

la siguiente manera:

Tabla 4. Mezcla de transfeccion con lipofectamina 2000 para cada cubreobjeto.

Mezcla A Mezcla B
Optimen 25 ul 25 ul
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ADNp 0,5ug -
Lipofectamina - 1ul
Plus 4 ul -

Se mezcld el ADN con la Lipofectamina plus, se dejo reposar por 15 minutos a temperatura
ambiente y se agrego0 a las células previamente incubadas con 250 ul de Optimen. Se incubo
por 4 y 6 horas de manera independiente a 37°C en una atmosfera de CO; al 5%. Después de
retirar el complejo se agregé medio DMEM-F12 al 5 % de SFB, y se incubo a las células por

48 horas a 37°C, para posteriormente fijarse y analizarse por inmunofluorescencia.

6.7. Transfeccién por el método de PEI

Las células SH-SY5Y se cultivaron en cubreobjetos recubiertos de colagena tipo-1 derivada de
piel de ternera (0.01mg/ml; SIGMA-ALDRICH) durante 24 horas en una caja de 24 pozos 'y a
37 °C. Y a una confluencia aproximada del 70-80 % de celulas, se transfecto

independientemente con los plasmidos que codifican para Lphn-3-v, m-venus y pCMV.

El complejo de transfeccion se prepard en un tubo eppendorf, mezclandose el ADNp a
diferentes concentraciones, polietilenimina lineal PM 25 000 (PEI) y medio basal DMEM F12
(Tabla 5). La mezcla se agit6 en vortex durante 30 segundos y luego se mantuvo durante 30
minutos a TA y en obscuridad, completandose el complejo al adicionar 125 pl de medio basal.
El complejo ADN/PEI se agregd gota a gota sobre las células, las cuales fueron incubadas
durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo, se completo el volumen con 250 ul medio DMEM
F12 al 20% de SFB sin antibidtico.

Tabla 5. Complejo de transfeccion

ADNp (ug) PEI (1:3) (ul) DMEM F12 (ul)  Vol. final por pozo
1.3 4 120 500 ul
18 5.4 117 500 ul
2 7.5 115 500 ul
4 12 109 500 ul
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El complejo se dejé mezclar a diferentes tiempos (Tabla 6) de manera independiente y
posteriormente fue reemplazado agregando 500 pl de medio DMEM F12 al 10% de SFB con
antibioticos, hasta alcanzar 48 horas post-transfeccion. Finalmente se prob6 una condicién

adicional dejando al complejo por 48 horas.

Tabla 6. Tiempo de incubacién del complejo de transfeccion en células SH-SY5Y

Tiempo de incubacién

Complejo 4 horas con reemplazo de medio de cultivo.
(ADNp-PEI- medio de cultivo 19 horas con reemplazo de medio de cultivo.

DMEM F12) 48 horas con reemplazo de medio de cultivo.

6.8. Inmunofluorescencia

A las 48 horas de transfeccidn, las células fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 4 % en
PBS 1X a TA por 15 minutos. Se realiz6 un lavado con PBS 1x durante 5 min y se permeabilizé
con PBS-triton al 1% durante 10 minutos en agitacion constante y se realiz6 un lavado final con
PBS 1X.

Para visualizar el citoesqueleto de actina, las células se tifieron durante 1 hora con faloidina-
rodaminada (Invitrogen R415) diluida en PBS 1X (1:500). Las células se lavaron con PBS 1X
y por ultimo se tifieron con Hoechst-33258, un colorante fluorescente con una afinidad por el
ADN, a una dilucién de 1:5000 en PBS 1X. Se lavaron 2 veces con PBS 1X y las células se
montaron en portaobjetos con medio Vectashield neutro (VECTOR H-1000) para mantenerse
en mejores condiciones opticas al analizarse bajo microscopia de luz.

Para observar el citoesqueleto de tubulina, las células se fijaron y se permeabilizaron como se
describid anteriormente y se incubaron con solucion de bloqueo (gelatina 0.5 %, SFB 1.5 % en
PBS 1X) por 1 hora a TA, realizandose al término un lavado con PBS 1X. Las células fueron
incubadas con el anticuerpo primario correspondiente por 1 hora. Y se realizaron 3 lavados de
10 minutos con PBS 1X en agitacion constante, para posteriormente incubar las células con el
respectivo anticuerpo secundario diluido en PBS 1X (1:200) por un periodo de 1 hora en

obscuridad.
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Las células se lavaron 3 veces con PBS 1X, y por tltimo se tifieron con Hoechst a una dilucién

de 1:50 000 en PBS 1X durante tres minutos y se realizaron dos lavados con PBS 1X y se

colocaron en portaobjetos con medio de montaje Vectashield (VECTOR H-1000) para ser

observadas en el microscopio

Tabla 7. Anticuerpos y colorantes

Anticuerpo  Epitope = Hospedero  Procedimiento  Dilucion Tiempo Referencia
a-Tubulin  a-Tubulin  Raton-1gG IC 1: 1000 1h Santa Cruz
monoclonal
Organelo Marcador Excitacion/ Procedimiento Dilucion Tiempo Referencia
fluorescen  emision
te (nm)
Nucleo Hoesch- 350-461 FL 1: 30 3 min Invitrogen
33258 000 Molecular
Probes, CA,
USA
Citoesquele  Faloidina- 540-565 FL 1:500 1h Invitrogen
to de actina  rodamina Molecular
filamentosa Probes, CA,
USA

IC: Inmunocitoquimica, FL: Fluorescencia.

6.9. Analisis estadistico

Se empled la prueba de ANOVA de una via con pos-analisis de Tukey, mediante el programa

GraphPad 6.01. Se tom6 un valor de p<0.05 como estadisticamente significativo y el cddigo

utilizado para la determinar la significancia es:

Simbolo

Significado

*

**

*k*k

*kkk

p<0.05

p<0.01

p<0.001
p <0.0001
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7. Resultados

7.1. Caracteristicas morfoldgicas de las células SH-SY5Y no diferenciadas cultivadas in
vitro

Las células SH-SY5Y utilizadas en este estudio, en su condicion no diferenciada, presentan una
morfologia caracteristica en forma de huso; son fusiformes y alargadas en su mayoria, pero
también existen en menor proporcion fenotipos méas poliédricos, que varian dependiendo del
avance de su maduracion en cultivo. Esta forma fusiforme se puede apreciar en la Figura 21,
que representa imagenes colectadas por microscopia confocal, utilizando marcadores
fluorescentes para la identificacion del ndcleo celular (Hoechst), el citoesqueleto de actina
(Faloidina-Rodamina) (panel A, Figura 21), e inmunodeteccidn para el citoesqueleto de tubulina
(raton monoclonal anti-tubulina) (panel B, Figura 21). Estas células han sido utilizadas por
nuestro laboratorio para la caracterizacion de los efectos que se producen sobre su morfologia
cuando se expresan diversas proteinas que participan 0 no, en algunos procesos
neurodegenerativos. En este estudio, particularmente nos interesamos en evaluar varios
pardmetros morfolégicos de estas células de neuroblastoma, cuando expresan a una proteina de
una familia de proteinas muy importantes dentro de la fisiologia y patologia del sistema

nervioso, conocidas como latrofilinas.
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Nucleos Actina-F

Nucleos Tubulina

Figura 21. Morfologia de células de neuroblastoma no diferenciadas SH-SY5Y. Por
inmunofluorescencia y microscopia confocal, las células presentan una morfologia en forma de
“huso”, fusiformes o poliédricas, tal y como se muestra en el canal rojo que define el
citoesqueleto de actina detectado con faloidina-rodamina (A). (B) El citoesqueleto de tubulina
fue revelado por el inmunomarcaje con un anticuerpo monoclonal anti a-tubulina. Las barras
representan 30 pmy 20 pum.

7.2. Caracteristicas del vector de expresion de latrofilina 3

Para caracterizar la expresion de latrofilina-3 (Lphn3-v) en células neuronales se utilizé un
plasmido que contiene la secuencia de Lphn-3, la cual tiene acopladas una etiqueta verde
fluorescente m-venus y una etiqueta HA (hemaglutinina) en la primera asa transmembranal en
el fragmento del carboxilo terminal (CTF), asi como una etiqueta flag al final del fragmento

amino terminal (Figura 22).
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Figura 22. Molécula de adhesién latrofilina-3 (Lphn3-v). A) representacién grafica de Lphn3-v

acoplada con tres etiquetas en la fraccién carboxilo y amino terminal. B) mapa del vector que codifica

para Lphn3-v conformado por 9808 pb. (Tomado de Cruz-Ortega, 2022).

7.3. Restriccion enziméatica

Con el objetivo de corroborar la integridad del plasmido en cuestion y asegurarse que contuviera

el inserto de la etiqueta verde fluorescente m-venus como marcador fluorescente relevante para

el analisis en este trabajo, se realizé una restriccion enzimatica de este vector. Por un lado, el

plasmido de Lphn3-v se restringid con la enzima Hind 111, generando un fragmento de 9808 pb

que corresponde al nimero total de pares de bases que tiene el vector, y por otro, con las enzimas

BamHI y Sacl, que generaron fragmentos de 5229 pb y 4579 pb respectivamente (Figura 23,

panel b). Este resultado coincidié con el patrén de corte realizado in silico (Figura 23, panel a).
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Figura 23. Restriccion enzimética de Lphn3-v. A) Patron de corte in silico de Lphn3-v con enzimas de
restriccion. B) Restriccion enzimética de dos muestras independientes de Lphn3-v en un gel de agarosa al
1%, en donde se observa que los fragmentos generados con las respectivas enzimas (Hind 111, BamHI y
Sacl) corresponden al patrdn de corte.

7.4. Eficiencia de transfeccion en células de neuroblastoma SH-SY5Y no diferenciadas

7.4.1. Eficiencia de transfeccion por el método de lipofeccion
Siguiendo el método utilizado por nuestro laboratorio para la transfeccion de plasmidos
codificantes para diversas proteinas en células de origen neuronal, inicialmente se empled el
método de lipofectamina, utilizando las diversas variantes de la casa comercial (Termo Fisher
scientific), como Lipofectamina-2000 y Lipofectamina—plus. Para proteinas conocidas, la
eficiencia de transfeccién normalmente la determinamos bajo el microscopio, a través del
conteo directo de células que expresan al marcador fluorescente de interés con respecto al total
de células en el campo, visualizadas por tincién nuclear o por tincion del citoesqueleto. Para el
analisis cuantitativo se toman varios campos (10 campos) de al menos 3 experimentos
independientes. No obstante, bajo este método utilizando las lipofectaminas, la transfeccion del
plasmido codificante para Lphn3-v fue muy escasa, y aun después de haber realizado diversas
modificaciones en cuanto a la concentracion y tiempos de incubacion de los diversos

componentes de la mezcla de transfeccion, no se obtuvieron resultados significativos.
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Debido a esto y después de varios intentos se decidio utilizar el método de PEI, que
normalmente es utilizado para la expresion de latrophilina-3 en células no neuronales que

presentan menos susceptibilidad (Boucard et al, 2019).

7.4.2. Eficiencia de transfeccion por el método de PEI
Utilizando el método de PEI y después de 48 horas de transfeccion, se obtuvo una eficiencia
variable, que dependio de la concentracion de plasmido utilizado. En general, ésta alcanz6 un
17% como promedio de las diversas concentraciones analizadas (Tabla 7). Es notorio observar
que en la concentracion mas elevada de plasmido (4 pg) se obtuvo una notoria eficiencia de
transfeccion de la proteina venus (control de expresion de la etiqueta fluorescente, inicamente)
(alrededor del 65%); sin embargo, a esta concentracion la eficiencia de transfeccion de Lphn3-
venus (V) fue poco significativa. A una concentracion de 2 pug de ADN plasmidico, se alcanz6
como maximo un 18% de eficiencia de transfeccidn para la variante Lphn-3-v, y este valor fue
muy cercano para las concentraciones menores a 2 g, sin diferencias significativas
estadisticamente. Por lo tanto, se utilizd 1,3 pg de concentracion para el resto de los

experimentos de transfeccion en el presente estudio.

Tabla 8. Porcentaje de transfeccion a diferentes concentraciones de ADNp de Lphn3-v

ADN (ug) Lphn3-v m-venus
1.3 16.35+ 2.62 26.91+1.13
1.8 17.68+ 0.75 29+ 2.73

2 18.84+ 1.11 33.2+£1.10
4 2.6+ 0.89 65.6+5.17

Como grupo control, otra poblacion de células se transfectaron con pCMV y m-venus como

etiqueta verde fluorescente (Figura 24).

En la figura 24 se observan las imagenes panoramicas representativas de las células SH-SY5Y
no diferenciadas expresando al plasmido vacio (panel A), la etiqueta m-venus (v) (panel b) y a

la Lphn3-v(panel c) de manera independiente, bajo el método de PEI y contratifiendo para el
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citoesqueleto de actina con faloidina rodaminada. La tincion nuclear con Hoescht se incluye en
el canal merge. Notese la localizacion citoplasmica de Lphn3-v (panel C) en comparacion a la
distribucion citoplasmica y nuclear de m-venus (panel B). Esto nos indica que la expresion de

Lphn3-ves especifica con la distribucion esperada.

m-venus

Figura 24. Transfeccion de células SH-SY5Y por el método de PEI. (A) Células transfectadas
con pCMV y (B) m-venus como control y (C) Lphn3-v en el canal verde. El citoesqueleto de
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actina es reconocido por faloidina-rodamina (rojo) y hoechst como colorante nuclear (azul). La
barra representa 20 um.

7.5. Alteracion estructural del citoesqueleto de actina por la expresion de latrofilina-3
(Lphn-3-v) en células de neuroblastoma SH-SY5Y no diferenciadas.

Previamente se reportd que la sobreexpresion de Lphn3-v en células HEK 239T induce un
cambio morfologico, produciendo un redondeamiento celular (Cruz-Ortega y Boucard, 2022)
con alteraciones en el tamafio y volumen nuclear, asociandose estos cambios a una
remodelacion del citoesqueleto de actina. Por lo tanto, en funcion de este antecedente en el
presente trabajo, se analiz6 la morfologia de las células SH-SY5Y que fueron transfectadas
transitoriamente con Lphn3-v, para poder corroborar si estos cambios ocurren también en

células de origen neuronal.

Como se observa en la Figura 25, las células SH-SY5Y control que se transfectaron
independientemente con el plasmido vacio (pCMV) y con un plasmido codificando solo para la
etiqueta fluorescente m-venus, se procesaron para inmunofluorescencia y microscopia confocal.
El citoesqueleto de actina-F tefiido con faloidina rodaminada y el componente nuclear tefiido
con Hoechst, permanecen inalterados bajo las condiciones control. Las células mantienen su
morfologia caracteristica en forma de huso (Figura 25), tipo poliédricas o piramidales (no
mostradas), con una actina cortical bien definida (flechas), presencia de actina filamentosa
formando fibras de estrés y manteniendo la geometria normal de la célula. En los frentes de
crecimiento en posicién mas anterdgrada al soma celular (cabeza de flecha en panel A) se
observaron otros dominios de actina bien estructurada. La expresion de la etiqueta verde
fluorescente m-venus se presenta como un patrén difuso, distribuyéndose tanto en el citoplasma

como en el compartimento nuclear (Figura 25, panel B).
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RZEIS Actina-F

Figura 25. Morfologia caracteristica de células SH-SY5Y transfectadas con PEI. A) Células
transfectadas con el vector vacio pCMV. B) Células transfectadas con una etiqueta verde
fluorescente m-venus. Las células fueron identificas con faloidina-rodaminada (rojo) el cual
reconoce el citoesqueleto ensamblado de actina. Se observa la actina cortical (flechas) y los
extremos de crecimiento (punta de flecha). La barra representa 10 um.

Cuando se expreso la proteina Lphn3-v (Figura 26), las células presentaron diversos cambios
morfoldgicos que resultaron en tres fenotipos celulares: células aun con forma de huso (flecha),

células amorfas (cabeza de flecha) y células redondeadas (asterisco).
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Actina-F

Figura 26. Transfeccion de Lphn3-v en células SH-SY5Y por el método de PEI. La expresion
de Lphn3-v induce cambios morfologicos, presentando diferentes perfiles celulares
categorizados en tres grupos: células redondeadas (asterisco), intermedias (punta de flecha) y
aquellas que mantienen su morfologia caracteristica fusiforme o poliédrica (flecha). Las barras
representan 40 umy 20 um
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Aproximadamente, el 17% de la poblacion de células transfectadas presenté una morfologia
fusiforme o piramidal (Tabla 8), las cuales mantienen su morfologia tipica conservando la
integridad de sus nucleos, una actina-F cortical bien definida y ensamblada en forma continua
(Figura 27). La expresion de Lphn3-v presentd un patron granular difuso con pequefias
acumulaciones en el espacio citoplasmatico y una predominante distribucién en la membrana
celular (cabeza de flecha en Figura 27). Cuando se realizaron amplificaciones de sectores
particulares de la superficie cortical de las células (recuadros en Figura 27), se observd mas
claramente una asociacion entre el citoesqueleto cortical de actina 'y Lphn3-v distribuida sobre

la misma superficie membranal (flechas en canal de colocalizacion).

)

Figura 27. Una poblacion celular que expresa a Lphn3-v mantiene su morfologia
caracteristica. La expresion de Lphn3-v es granular difusa (verde), el citoesqueleto de actina
es cortical y existe una aparente colocalizacion entre estos dos componentes (flechas). La barra
representa 15 umy 6 um .

Cuando se analiz6 a mayor aumento la expresion de Lphn3-v en este fenotipo celular y se
incluyé un canal de 6ptica de Nomarski para poder visualizar mejor algunos otros componentes
subcelulares, ademas de que se aprecia mas claramente la colocalizacion entre actina-F y
Lphn3-v cortical (panel D en figura 28), también se detectaron protrusiones citoplasmicas finas
o lobulaciones (blebs) sobre la superficie cortical de algunas células (flechas en panel C, figura
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28), las cuales se reportaron previamente en lineas no neuronales (Cruz-Ortega y Boucard,
2019).

Ndcleos

Figura 28. La expresion de Lphn3-v induce un cambio morfoldgico en células SH-SY5Y. A)
Proyeccién maxima de imagenes colectadas mediante microscopia confocal y B) Células que
expresan a Lphn3-v observadas con microscopia de contraste de interferencia diferencial o
Nomarski (DIC). C) La expresion de Lphn3-v induce la formacion de blebs en la membrana
celular (flechas). D) Lphn3-v colocaliza con la actina cortical (punta de flecha). Las barras
representan 12 umy 5 pm.
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La definicidbn més precisa de colocalizacién entre Lphn3-v y el citoesqueleto de actina, se
realizd por andlisis de secciones opticas de las células presentadas en la Figura 28, y se observé
de manera mas evidente como Lphn3-v se distribuye principalmente en la membrana celular
(panel Ay B, figura 29), y a pesar de presentar una distribucion en el espacio citoplasmatico,
esta se encuentra predominantemente colocalizando con la actina cortical en la membrana

celular (punta de flechas en Figura 29, panel C).

Actina-F

Figura 29. La expresion de Lphn3-v induce un cambio morfologico en células SH-SY5Y. A)
y B) Seccionamiento Optico representativo de células que expresan a Lphn3-v la cual se
distribuye principalmente en la membrana C) y colocaliza con la actina-f cortical (punta de
flecha) sin colocalizacion aparente en el espacio citoplasmatico. Las barras representan 12 um
y 5 um.
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El 28% de celulas que expresaron a Lphn3-v, se categorizaron como células ovales —amorfas,
ya que perdieron su geometria fusiforme y presentaron lobulaciones membranales mas
evidentes, sobre todo en las zonas mas distales al soma y que de manera normal formarian los
frentes de crecimiento celular (paneles A 'y B en Figura 30). En este tipo de poblaciones
celulares se conserva la integridad de sus nucleos sin embargo, el cambio morfoldgico es méas
visible, disminuyendo su forma geometrica producto de la reestructuracion del citoesqueleto.
La actina cortical pierde su continuidad, pero sigue siendo filamentosa ya que es positiva para
la deteccion con faloidina rodaminada (flechas). No obstante, esta forma continua de actina-F
ahora se reestructura en asociacion a lobulaciones membranales, localizadas en algunos sectores
de la célula (punta de flecha). A mayor aumento y bajo seccionamiento Optico de estas células,
se observa mas claramente a Lphn3-v en la membrana celular y en asociacion al citoesqueleto

de actina (Paneles C y D en Figura 30).
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Figura 30. Una poblacion de células SH-SY5Y que expresa a Lphn3-v pierden su geometria
establecida. A) Proyeccion maxima de células que fueron transfectadas con Lphn3-v observadas
por microscopia confocal. B) Células que expresan a Lphn3-v observadas con microscopia de
contraste de interferencia diferencial o Nomarski (DIC) en donde la atina cortical pierde su
continuidad (flechas) y la presencia de blebs (punta de flechas). C y D) Seccionamiento optico
representativo de células que expresan a Lphn3-v la cual se distribuye principalmente en la
membrana celular colocalizando con la actina. Las barras representan 10 pmy 4 pm.
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El 55% de la poblacion de células transfectadas presenté una morfologia redondeada, como fue
reportado en otras células de origen no neuronal (Ortega y Boucard, 2019) con la completa
pérdida de la geometria en forma de huso de estas células, efecto que podria ser generalizado

independientemente del contexto celular.

En estas células se observa una compactacion del ndcleo, disminucion del area citoplasmica e
incremento de lobulaciones alrededor de toda la superficie celular (panel Ay B en Figura 31).
Bajo el andlisis de secciones dpticas y a mayor amplificacién, se determiné claramente como
Lphn3-v se distribuye en la membrana celular y en asociacion cercana al citoesqueleto de actina
(paneles C y D en Figura 31). Por lo tanto, estos resultados sugieren que Lphn3-v induce la
remodelacion del citoesqueleto de actina y provoca el redondeamiento de las células SH-SY5Y
(Figura 31).
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Figura 31. La expresion de Lphn3-v provoca el redondeamiento en una poblacién de células
SH-SHY5Y. A) Proyeccion maxima de celulas que fueron transfectadas con Lphn3-v
observadas por microscopia confocal. B) Células que expresan a Lphn3-v observadas con
microscopia de contraste de interferencia diferencial o Nomarski (DIC). C y D) Seccionamiento
oOptico representativo de células que expresan a Lphn3-v la cual se distribuye principalmente en
la membrana celular colocalizando con la actina. Las barras representan 10 umy 2 pum.
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El andlisis cuantitativo de la proporcion de células expresando cada fenotipo especifico revelo
que son significativamente diferentes entre ellos bajo la prueba de Anova de una via con analisis

posterior de Tukey (Tabla 8).

Tabla 9. Porcentaje de los diferentes perfiles morfoldgicos de células SH-SY5Y que expresan

a Lphn3-v.
Morfologia Porcentaje
Redondeada 55.18 + 1.65
Amorfas 28.12+1.70
FusiPira/Poli 17.40 + 2.89

Fusi/Pira/Poli: Fusiforme/Piramidal/Polihédrica

7.6. La estructuracion del citoesqueleto de tubulina no se altera por la expresion de
latrofilina-3 (Lphn-3-v) en células de neuroblastoma no diferenciadas SHSY5Y.

Para poder tener informacion mas integral sobre las alteraciones que sufre el citoesqueleto en
células de neuroblastoma SH-SY5Y que expresan a Lphn3-v, un grupo de células se procesd
por inmunofluorescencia para evaluar la estructuracion del citoesqueleto de Tubulina. De la
misma manera, como grupos control se incluyeron células transfectadas con el plasmido vacio
(pCMV) y células que solo expresaron a la proteina m-venus (Paneles A 'y B en Figura 32). En
estos grupos y en células que expresaron a Lphn3-v, el citoesqueleto de tubulina se evalué con

un anticuerpo monoclonal anti a-Tubulina.

En el canal rojo de la Figura 32 se observa al citoesqueleto de tubulina, el cual presenta de
manera general una distribucion radial y mas homogénea a lo largo del citoplasma (paneles A
y B). Cuando se expres6 a Lphn3-v (panel C), esta proteina se distribuy0 sobre la superficie
celular, como ya se habia mencionado, pero no presentd una asociacion aparente con el
citoesqueleto de Tubulina, el cual permanece con un aspecto normal sin evidente cambio
morfoldgico (flechas en panel C). No obstante, en varios ejemplos de células se observé una
localizacion yuxtanuclear de Lphn3-v que posiblemente si podria asociarse a estos elementos

tubulares que emergen de la zona centrosomal (cabeza de flecha en panel C, Figura 32). \
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Tubulina

m-venus Tubulina

Tubulina

Figura 32. Citoesqueleto de tubulina en células de neuroblastoma SH-SY5Y. A) Células
transfectadas con el vector vacio pCMV. B) Células transfectadas con la etiqueta verde
fluorescente m-venus. C) Células transfectadas con Lphn3-v. El citoesqueleto de tubulina fue
detectado con un anticuerpo monoclonal anti a-Tubulina. La barra representa 10 um
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En aquellas poblaciones celulares que estan perdiendo su geometria fusiforme y presentan un
aspecto mas poliedrico, la distribucion radial y estructuracion fibrilar de la tubulina a lo largo
de todo el citoplasma también se mantiene inalterable (panel A y B, Figura 33). Es féacil
comparar el aspecto de este citoesqueleto en células que no fueron transfectadas (vistas por DIC
e inmunotincion para tubulina) en el mismo campo de observacion (panel B), con aquellas que
si expresan a Lphn3-v, sin cambios distinguibles en este organelo fibrilar. De la misma manera,
en el canal merge no se observa una colocalizacion evidente y por lo tanto esto comprueba que
Lphn3-v no se asocia al citoesqueleto de tubulina. En la Figura 33 se aprecia como Lphn3-v se
distribuye a lo largo de la membrana celular presentando acumulaciones en los extremos de
crecimiento (punta de flecha en el panel B en Figura 33), y en imégenes a mayor aumento se
observan las tipicas lobulaciones en la membrana en donde se encuentra la Lphn3-v, pero que

no son sitio de localizacion de los microtibulos (flechas en panel C y D en Figura 33).
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Figura 33. El cambio morfoldgico que induce la expresion de Lphn3-v en células SH-SY5Y
no altera la estructuracion del citoesqueleto de tubulina. A) Proyeccion maxima de imégenes
colectadas mediante microscopia confocal y B) Células que expresan a Lphn3-v observadas con
microscopia de contraste de interferencia diferencial o Nomarski (DIC) C) La expresion de
Lphn3-v induce la formacion de blebs en la membrana celular (flechas). D) Lphn3-v y el
citoesqueleto de tubulina aparentemente no estan colocalizando. Las barras representan 12 um
y 5 um. La barra representa 10 umy 4 pum.
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En el analisis de secciones oOpticas de las células presentadas en la figura 33 se evidencia la
distribucion de Lphn3-vprincipalmente en la membrana citoplasmatica y en menor medida en
el espacio citoplasmico (panel A y B en Figura 34). A mayor aumento y en seccionamiento

Optico se observa més claramente como Lphn3-v y la tubulina se encuentran en diferentes

dominios de localizacion y por lo tanto en ausencia de colocalizacion (flechas en panel C, Figura
34).

Tubulina

Tubulina

Seccién éptica 13 Seccion éptica 9

Figura 34. El cambio morfologico que induce la expresion de Lphn3-v en células SH-SY5Y
no altera la estructuracion del citoesqueleto de tubulina. A y B) Seccionamiento éptico
representativo de células que expresan a Lphn3-v la cual se distribuye principalmente en la
membrana y en menor media en el espacio citplasmatico C) No hay colocalizacion aparente
entre Lphn3-v y el citoesqueleto de tubulina (punta de flecha). Las barras representan 10 umy
4 pum.
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Por otro lado, en la poblacion de células transfectadas que presentan una morfologia redondeada
(Figura 35) se observo que la estructuracion radial de la tubulina se perdio y ahora la mayor
poza de tubulina se concentra en forma pericéntrica en la célula, cominmente rodeando la
envoltura nuclear (flechas en panel Ay B, Figura 35). La gran ventaja del analisis de secciones
Opticas es que permitio observar claramente la predominante distribucion membranal de Lphn3-

v, independiente a la localizacion del citoesqueleto de tubulina (panel C y D, Figura 35).
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Figura 35. La expresion de Lphn3-v provoca el redondeamiento en una poblacion de
células SH-SHY5Y. A) Proyeccion maxima de células que fueron transfectadas con Lphn3-v
observadas por microscopia confocal. B) Celulas que expresan a Lphn3-v observadas con
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microscopia de contraste de interferencia diferencial o Nomarski (DIC). C y D) Seccionamiento
optico representativo de células que expresan a Lphn3-v la cual se distribuye principalmente en
la membrana celular sin colocalizacidn aparente con el citoesqueleto de tubulina. Las barras
representan 5 um.

Para poder tener un panorama integral de los cambios descritos previamente, y aprovechando
las ventajas del marcaje multiple, ahora se evaluaron las células simultaneamente para la
distribucion de Lphn3-vy los dos tipos de citoesqueleto (Figuras 36 y 37). En células que
presentaron una marca mas abundante de expresion de Lphn3-v, ademas de ver su localizacion
sobre la superficie cortical, cierta sefial citoplasmica podria estar asociada a la distribucion de
los microtubulos (panel Ay B en Figura 36). No obstante, alin en esta situacion, en las células

de morfologia fusiforme no hay cambios en la distribucion del citoesqueleto de tubulina.
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Figura 36. La latrofilina tiene una colocalizacion aparente con el citoesqueleto de actina 'y no
con el citoesqueleto de tubulina. A) Proyeccion maxima de células que fueron transfectadas con
Lphn3-v observadas por microscopia confocal. B) Proyeccion méaxima de células a mayor
aumento que expresan a Lphn3-v en donde se evidencia una colocalizacion entre el
citoesqueleto de actina y Lphn3-v principalmente en la membrana celular (flechas).
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En células categorizadas como amorfas con afectacion intermedia y donde es mas evidente la
presencia de lobulaciones membranales, se corrobora como en estas estructuras se presenta una
interaccion entre actina-F y Lphn3-v, y no a los microtdbulos de localizacion menos cortical
(flechas en proyeccion maxima en Figura 37). Estas distribuciones son mas claramente

observables en el seccionamiento optico de las células en el panel C.
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Tubulina
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Figura 37. La Lphn3-v induce la remodelacién del citoesqueleto de actina y la formacion
de blebs. A) Células que se transfectaron con el plasmido codificante para Lphn3-v (canal
verde) y que se inmunodetectaron con un anticuerpo monoclonal anti a-Tubulina (canal rojo).
B) Las células que expresaron Lphn3-v (verde) fueron doblemente marcadas para el
citoesqueleto de actina-F (canal rojo) y el citoesqueleto de tubulina (cian). C) Seccién optica
representativa de una célula que expresa a Lphn3-v con aparente colocalizacion con la actina
cortical (amarillo). Las barras representan 10 um y 5 um.

En la Figura 38, que representa a la poblacion de células que presentaron mayor afectacion
morfoldgica, se observa méas claramente como el citoesqueleto de Tubulina (en canal cyan) es
afectado, teniendo ahora una distribucion mas pericéntrica y no radial. En este tipo de células
mas afectadas morfoldgicamente, aunque la ausencia de colocalizacién entre Tubulinay Lphn3-
v es la observacion comun, no podemos descartar que existan algunos dominios subcelulares en
donde estas proteinas pudieran tener cierta asociacién. En el panel B y C correspondiente a una
sola seccion odptica, se puede observar mas claramente esta situacion, adicionalmente a la

contundente y estrecha colocalizacién entre actina-F y Lphn3-v (punta de flecha).
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Figura 38. La expresion de Lphn3-v induce el redondeamiento celular en una poblacién de
celulas SH-SY5Y A). Proyeccion méxima de una célula redondeada que expresa a Lphn3-v. D)
Seccion optica representativa de una célula que expresa a Lphn3-v con aparente colocalizacion
con la actina cortical (amarillo y punta de flecha). Las barras representan 10 um, 5 um.
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7.7. Andlisis de intensidad de fluorescencia

Se realizé el andlisis de intensidad de fluorescencia en los tres fenotipos celulares encontrados
marcando una region de interés de manera transversal que atraviese la membrana teniendo como
resultado un gréfico del espectro de fluorescencia de Lphn3-v (verde) y actina-F y tubulina
(rojo) de manera independiente (Figura 41).

Y como observamos en el panel A existe una coincidencia en los picos maximos de
fluorescencia entre la actina-F y la Lphn3-v confirmando asi lo observado en microscopia, que
la Lphn3-v presenta una asociacion aparente con el citoesqueleto de actina en la membrana

citoplasmatica.

Caso contrario a lo observado en el panel B en donde no existe un solapamiento de los picos
maximos de fluorescencia del receptor con el citoesqueleto de actina.
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Figura 41. Espectro de fluorescencia de Lphn3-v (verde) y de actina-F y tubulina (rojo) de manera independiente en tres poblaciones
celulares encontradas. (A) Existe un solapamiento en los picos maximos de fluorescencia de Lphn3-v y citoesqueleto de actina F (B) y no asi con

el citoesqueleto de tubulina.
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7.8.Evaluacion cuantitativa de colocalizacién entre Lphn3-v y el citoesqueleto celular

Para precisar mejor la colocalizacion y posible asociacion entre Lphn3-v y el citoesqueleto
celular en imagenes obtenidas con el microscopio confocal, las células tefiidas se colectaron de
manera convencional y se obtuvieron secciones opticas de las células en el plano ecuatorial, se
delimitaron regiones de interés (ROIs) en las células y se aplico la herramienta de analisis de
colocalizacion incluido en el software del microscopio confocal LAS-X (leica SP8 TCS-SP8),
obteniendo fluorogramas de la dispersion de puntos de asociacion que se validaron por analisis
del coeficiente de correlacion de Pearson, la herramienta de analisis de este parametro. El valor
numérico de Pearson que oscila entre -1 a +1 nos indica el nivel de correlacion entre dos

variables, donde mas cercano sea a +1, mayor serd la significancia de la asociacion.

En este caso se obtuvo un valor promedio de colocalizacion de 0.6707 para la asociacion entre
Lphn3-v y actina-F, y un valor de 0.2720 para Lph3-v y los microtibulos (panel C, Figura 42).
Esto quiere decir, que tal y como lo revelaron las imagenes, existe una mayor asociacion de

Lphn3-v con el citoesqueleto de actina que con el de tubulina.
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Figura 42. Analisis de colocalizacién de Lphn3-v con Actina-F y Tubulina. A) Las secciones Opticas obtenidas por microscopia confocal se
analizaron cuantitativamente con la herramienta de andlisis de colocalizacion incluida en el software LAS-X (leica SP8 TCS-SP8). Se muestra la
sefial de colocalizacién en pseudocolor amarillo, la cual es extraida de las regiones de interés (ROIs) la cual es considerada para el analisis de
Pearson. B) La diferencia entre los valores de Pearson para cada par de combinacion se analizaron por la prueba de comparacion de medias de T de
student).
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8. Discusioén

Con la finalidad de obtener un método que permitiera la expresion de Lphn3-v en células
neuronales, se evaluaron dos métodos de transfeccidn, lograndose un 17% de transfeccién como
promedio cuando se us6 el método de PEI. Se conoce que para que se lleve a cabo una
transfeccion exitosa el ADNp debe atravesar la membrana celular, luego las particulas deben
salir del endosoma e ingresar al ndcleo para que éste pueda ser transcrito y posteriormente
expresado en proteina. Por lo tanto, el tipo de linea celular, el plasmido y el agente de
transfeccidn que se utilice influyen en la eficiencia de este proceso (Ghosh et al., 2000; Karra 'y
Dahm, 2010).

Es conocido también que la eficiencia de transfeccion depende del tamafio del plasmido
seleccionado y varia segun los tipos de lineas celulares que se requiera transfectar, puesto que
hay algunos tipos celulares que son mas transfectables que otros. En general, se ha reportado
que las lineas neuronales presentan una eficiencia de transfeccion que oscila entre 20-40% de
éxito (Wang et al., 2018), siendo muy importante mencionar que plasmidos de tamafios
considerables dificultan su internalizacion y en consecuencia pueden sufrir de degradacién
(Chong et al., 2021). Ademas, no siempre esta claro si una baja tasa de transfeccion se debe a
una internalizacion deficiente de particulas plasmidicas o al procesamiento del ADNp por parte
de la célula, una vez que este haya ingresado. La falla de transfeccion exitosa con el método de

lipofectamina, podria implicar la influencia de estos factores.

El método de transfeccion con PEI fue mas eficiente en nuestro sistema y es importante
considerar que para evadir el procesamiento degradativo total por via endosomal, es necesario
qgue haya un aumento de la presion osmotica dentro del lisosoma al neutralizarse el acido
nucleico por ciertos compuestos basicos disefiados para esto. En este sentido, la polietilenimina
(PEI) produce un efecto de esponja de protones inducido no solo por los grupos cationicos que
lleva para condensar el ADNp, también contribuyen sus grupos basicos como aminas que
integran su molécula (Ehrhardt et al., 2006), promoviendo que el endosoma se rompa y libere
su carga en el citosol de la célula y posteriormente el ADNp entre en el nlcleo y sea traducido
(Neuhaus et al., 2016; Ulasov et al., 2011).
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Estos factores podrian ser relevantes para explicar la eficiencia de transfeccion que se obtuvo
con los diferentes métodos. No obstante, al menos para estudios morfoldgicos, en un tipico
cultivo en nuestras condiciones se pueden analizar un nimero considerable de células bajo este
indice de transfeccion y obtener observaciones representativas de los parametros a estudiar.
Cabe mencionar que la representatividad de las observaciones se potencié al analizar més de

cuatro experimentos de transfeccion.

En virtud de esto, en el presente trabajo se ha podido evidenciar que la expresion de Lphn3-v
produce un cambio morfoldgico en las células de neuroblastoma que correlaciona con una
reestructuracion del citoesqueleto de actina-F, resultado que coincide con estudios previos
realizados en células no neuronales (Cruz-Ortega y Boucard, 2019; Trudeau et al., 2019). Al ser
un GPCR, La Lphn-3 interactua con diversas proteinas G heterotriméricas como: Gal3, Gail,
Gag, GaS y Gai2 (Arag et al., 2012; Moreno-Salinas et al., 2019), las cuales pueden activar
diferentes vias de sefializacion participando en el cambio morfoldgico y en la dinamica de las

estructuras celulares a través de diversos mecanismos moleculares que involucran estas vias.

Otro efecto observado en la linea celular SH-SY5Y es la formacion de lobulaciones en la
membrana plasmatica conocidos como “blebs”, los cuales estuvieron asociados con una
reestructuracion del citoesqueleto de actina-F, efecto que fue reportado previamente en células
HEK293T sobre expresando diferentes isoformas de la latrofilina (Cruz-Ortega y Boucard,
2019). Con base en la literatura, la formacion de estas estructuras esta relacionada con procesos
fisiologicos como la motilidad, migracion, division celular, citocinesis y muerte celular (Wang
etal., 2010; Aoki et al., 2016).

Se sabe que el citoesqueleto de actina también es importante para mantener contactos celulares
estables, y regular la morfologia celular y la dindmica de la formacion de estructuras métiles
como: lamelipodios, filopodios, blebs y fibras de estrés reguladas por la familia de las Rho-
GTPasas (Sit y Manser, 2011), quienes actian como interruptores moleculares en estos
procesos. De la familia de Rho-GTPasas, las méas estudiadas son Racl, RhoA y Cdc42 cuya
funcion depende de la activacion de la subunidad Gal12/13 (Provenzano y Keely, 2011; Wang
et al., 2010).
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En el contexto neuronal, se conoce que Rac 1, Cdc42, y RhoG son sumamente importantes para
el establecimiento y formacion de las neuritas y el proceso de axonogénesis (Linseman y
Loucks, 2008). Rac 3 parece ser que tiene un rol importante en la maduracién neuronal y RhoA
en comunicacion con la cinasa de ROCK, parece ser relevante en la inhibicion o restriccion del
crecimiento axonal, asi como en la regulacién y el mantenimiento de la retraccion y/o
morfologia redondeada de la célula, a traves de la estructuracion y estabilidad dindmica de los
microtUbulos que ingresan al cono de crecimiento neural (Govek et al., 2011; Vasquez-Victorio
et al, 2016).

Por lo tanto, es factible que en la reestructuraciéon morfoldgica dependiente de Lphn-3 se
involucren algunas de las mencionadas proteinas, a partir de efectores rio arriba como es el
acople a las distintas subunidades de las proteinas G (Mathiasen et al., 2020; Nazarko et al.,
2018). Esto podria indicar, que la presencia de estos receptores en la membrana plasmatica de
varios tipos celulares promueve sefiales comunes de transduccion, que se reflejan en una
reestructuracién generalizada del citoesqueleto de actina, modulado por elementos comunes que
se asocian a la formacidn de estructuras lobulares a lo largo de la misma membrana plasmatica.
Se sabe que estas lobulaciones o “blebs™ se regulan por proteinas G de la familia de RhoA
(Ridley, 2015) y seria muy interesante caracterizar si el cambio estructural producido por Lphn-

3 se asocia a esta cascada de sefalizacion.

Asimismo, tal y como se publicé previamente (Cruz-Ortega y Boucard, 2019), en este trabajo
evidenciamos que en células de linaje neuronal también puede existir una interaccion fisica
entre Lphn-3'y el citoesqueleto de actina en la membrana citoplasmatica de la célula, efecto que
no ocurre con el citoesqueleto de tubulina. Esta interaccion entre latrofilina y el citoesqueleto
de actina, podria llevarse por su acople entre el motivo de union PDZ de esta molécula a
proteinas de andamiaje como la familia SHANK o MAGUK quienes también presentan un
dominio PDZ que les permitiria interactuar con otras proteinas como: Debrin, PICK-1, Abp-1,
Abil, Homer, Cortactina (Beresewiciz, 2007; Zheng et al., 2011) y mediar asi la formacion de
complejos moleculares entre el receptor, la actina y las GTPasas (Rac, CDC42 y RhoA) que
desencadenan diferentes vias de sefializacion (Ikenouchi y Aoki, 2017).

Por otro lado, se conoce que los GPCRs pueden presentar diferentes mecanismos de activacion

y resultados previos reportan que existe una sefializacién constitutiva de las latrofilinas lo que
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induce un aumento en la actividad de la cofilina, proteina accesoria del citoesqueleto de actina
que despolimeriza a este citoesqueleto (Sermiere y Barbuk, 2011; Kang et al., 2019). Este
mecanismo podria estar involucrado en los cambios en la estabilizacion de los filamentos de
actina promoviendo su reestructuracion, por lo que seria importante estudiar el nivel de
fosforilacion de la cofilina en este sistema. No hay que olvidar que otras proteinas que regulan
la dinamica del ensamble y desensamble del citoesqueleto de actina, tales como la alfa-actinina,
que permite la formacion de haces de filamentos de actina, la miosina que cuando se disocia del
citoesqueleto de actina altera las fuerzas contréctiles que inciden en la interfaz
citoesqueleto/membrana o el complejo ARP2/3, y otras como filamina, gelsolina y talina, que
es importante considerar (Cooper y Schafer, 2000; Pollard y Borisy, 2003).

En relacion con los tres tipos de fenotipos celulares observados, es posible que ellos reflejen
una progresion de las acciones de Lphn-3 sobre el citoesqueleto de actina en funcion de la
cantidad de proteina expresada, asi como en la temporalidad en su distribucién para alcanzar la
membrana plasmatica y generar una sefial que se traduzca en la remodelacion de esta estructura
filamentosa. En contraste, cuando se analiz6 la estructuracion del citoesqueleto de tubulina bajo
la expresion de Lphn-3, este elemento filamentoso no sufrié de modificaciones en su estructura,
al menos en las células que menos cambios morfoldgicos presentaron (células en forma de
“huso™). De la misma forma, por analisis de colocalizacidn en secciones Opticas se encontrd una
casi ausencia de asociacion entre Lphn-3 y los microtubulos.

Aunque se conoce que el citoesqueleto es un componente estructural y funcional que se
construye de matrices dindmicas de microfilamentos de actina, filamentos intermedios y
microtUbulos, aln hace falta mucha informacion sobre la forma por la cual estos tres elementos
interacttan y mas cuando se trata de una condicion patoldgica. Se conoce que las cinasas LIMK
activadas a través de las Rho-GTPasas fosforilan a la cofilina (Kang y Woo, 2019; Chen et al.,
2020), lo que provoca su inhibicion regulando asi la dinamica de ensamblaje del citoesqueleto
de actina, sin embargo, LIMK también controla la remodelacion de los microtibulos de manera
independiente (Sumi et al., 2006; Chen et al., 2020).

Aun en los fenotipos de las células SH-SY5Y maés afectados de forma esférica, en donde el

espacio citoplasmico es mas limitado, se pudo apreciar minima colocalizacién entre Lphn-3 'y
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los microtabulos. Este dato parece indicar, por un lado, que la selectividad de distribucion
cortical de Lphn-3, en contra de los haces mas radiales de tubulina en el citoplasma, condicionan
una baja coincidencia de distribucion subcelular y por lo tanto falta de interaccion. Una posible
asociacion se puede apreciar mas cuando Lphn-3 se encuentra en el citoplasma y por lo tanto
mas coincidencia con la localizacion de los microtubulos y posible dependencia para ser
transportada a la superficie cortical.

Por otro lado, es factible que no existan dominios en la secuencia de ambas proteinas que tengan
afinidad para interaccionar y que, a pesar de coincidir en el mismo perimetro subcelular, no
exista una asociacion directa. El uso de drogas que alteren el ensamble del citoesqueleto bajo la
expresion de Lphn-3, nos podria dar mas informacién sobre su relacion anatémica y funcional.
En concordancia al cambio morfoldgico redondeado y la formacion de “blebs” reportado
previamente en células HEK 239T y que se encontrd también en células de neuroblastoma,
podriamos suponer que esto es un efecto generalizado, e independiente al contexto celular, pero

es necesario analizar otros tipos y extirpes celulares para ratificar esta mencionada aseveracion.

Con base en la literatura, las latrofilinas tienen una funcion dual como GPCRs y también como
moléculas de adhesion mediando el mantenimiento y la estabilidad de la sinapsis neuronal
(Promel et al., 2013). En las enfermedades neurodegenerativas, la interrupcion sinaptica es el
resultado de la acumulacion anémala de proteinas, y que los pacientes con la enfermedad de
Alzheimer existe una alteracion y disminucion de la densidad de espinas dendriticas estructuras
de contacto ricas en actina (Dorostkar et al., 2015; Rush et al., 2018; Yu y Lu, 2012). Por lo
tanto, si en esta enfermedad existe una disminucién sustancial de la sinapsis producto de una
transmision sinaptica anormal, seria interesante investigar cual es el papel que pudiera tener la
Lphn-3 en el mantenimiento de los contactos sindptico en las neuronas de pacientes que han
desarrollado este proceso neurodegenerativo y si la acumulacion anémala de estas proteinas
afectan su expresion o podrian estar interactuando con esta molécula. Muchas preguntas surgen
al respecto y es interesante estudiar si esta molécula tendria un papel protector o patolégico en
este tipo de padecimientos. El siguiente paso es buscar méas evidencia basica sobre los
mecanismos moleculares en los cuales podria estar involucrada Lphn-3 y saber si su
participacion contribuye con la mejora o en la exacerbacion de procesos neurodegenerativos del

tipo enfermedad de Alzheimer.
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9. Conclusiones

Con base a los resultados obtenidos, se concluye que el método de PEI es mas eficiente
para transfectar el pldsmido codificante para Lphn-3-v, que por uso de la técnica de
lipofeccion.

Segun lo evaluado por microscopia confocal, se concluye que la sobreexpresion de
Lphn-3 en células neuronales también produce un cambio morfolégico asociado a una
reestructuracion del citoesqueleto de actina, y por lo tanto posiblemente este sea un
efecto generalizado e independiente al contexto celular.

Con base al anélisis cuantitativo de inmunoticion y al coeficiente de correlacion de
Pearson, concluimos que existe una mayor asociacion entre la Lphn-3 con el

citoesqueleto de actina, en comparacion al encontrado con el citoesqueleto de tubulina.

10. Perspectivas

Es importante probar otras metodologias de transfeccion con el objetivo de aumentar su
eficiencia para de esta manera precisar mejor los resultados observados. Asi mismo,
evaluar la expresion exdgena de Lphn-3 en otras lineas celulares para corroborar si sus
efectos hasta hora descritos son un mecanismo generalizado de cualquier tipo celular.
Realizar co-transfecciones de Lphn-3 con otras proteinas involucradas en procesos
neurodegenerativos y asi poder estudiar posibles relaciones patoldgicas o funcionales
entre ellas.

Tratar a las células de neuroblastoma con oligémeros del amiloide beta para caracterizar
posibles efectos anormales que este péptido podria ejercer sobre la funcion de esta

molécula.
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