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RESUMEN 

 

Wnt-5a es un factor sinaptogénico cuya expresión se ve aumentada durante el 

desarrollo y en consecuencia se ha sugerido que puede participar en procesos de 

mantención y función sináptica del sistema nervioso adulto. Estudios realizados en 

neuronas hipocampales han mostrado que el tratamiento con Wnt-5a genera una serie de 

modificaciones post-sinápticas que incluyen: un aumento en la densidad de las espinas 

dendríticas, incremento en el tráfico de proteínas sinápticas y cambios en la transmisión 

sináptica. Estudios recientes han determinado que los factores sinaptogénicos inducen 

cambios en la estructura y función sináptica por medio de la activación de diversas vías de 

señalización, incluyendo cambios en la expresión o actividad de varios microRNAs los que 

a su vez contribuyen a la mantención y consolidación de los cambios sinápticos. Los 

microRNAs corresponden a una familia de RNAs pequeños endógenos, no codificantes, 

que controlan la expresión génica de sus mRNAs blancos por medio de hibridación con 

secuencias complementarias en el 3’UTR, de modo que inhiben su traducción. Un gran 

número de estudios indica que los microRNAs se encuentran involucrados en la regulación 

de la plasticidad sináptica inducida por factores sinaptogénicos como por ejemplo el factor 

neurotrófico derivado de cerebro (BDNF), dopamina, serotonina y glutamato. En el 

presente estudio, nosotros examinamos si el tratamiento con Wnt-5a modula los niveles de 

microRNAs en neuronas hipocampales en cultivo y si esta interacción es parte del 

mecanismo por el cual Wnt-5a regula la región post-sináptica. Por medio de PCR array, 

identificamos un grupo de microRNAs que responde al tratamiento por una hora de Foxy-5, 

un péptido mimético de Wnt-5a. El análisis bio-informático de dichos microRNAs, 
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demostró que en su conjunto tienen el potencial de regular varios procesos biológicos 

asociados a la señalización de Wnt-5a, incluyendo distintos tipos de cáncer y procesos 

asociados a plasticidad sináptica como la regulación del citoesqueleto de actina. Con el fin 

de establecer una relación entre la regulación de microRNAs y los efectos post-sinápticos 

de Wnt-5a, estudiamos a miR-101b, el miRNA que más veces vio afectada su expresión en 

presencia de Foxy-5. miR-101b ha sido extensamente estudiado en carcinogénesis, sin 

embargo su rol en el cerebro está recién comenzando a ser explorado. Análisis in silico, 

predicen que ROCK2, una quinasa involucrada en la regulación del citoesqueleto de actina 

es un posible blanco de miR-101b. Mediante ensayos de ganancia de función, demostramos 

que miR-101b es capaz de regular la expresión de ROCK2, en células HT22 así como en 

neuronas hipocampales en cultivo. Por otro lado, consistente con la disminución de miR-

101b, Wnt-5a aumenta la expresión ROCK2 en neuronas hipocampales en cultivo. Por otro 

lado, Wnt-5a es capaz de aumentar la actividad de ROCK2 en forma dependiente del 

tiempo sugiriendo que ROCK2 es parte de las vías de señalización inducidas por Wnt-5a. 

Finalmente, mediante ensayos de la ganancia de función determinamos que la disminución 

en los niveles de miR-101b no son necesarios para el aumento en la densidad de espinas 

dendríticas inducido por Wnt-5a, sin embargo sería importante para el control de la 

morfología de dichas espinas, pues el tratamiento con Wnt-5a en neuronas con ganancia de 

función genera espinas mucho más largas, sugiriendo un cambio en la madurez de la 

estructura post-sináptica.  
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ABSTRACT 

 

Wnt-5a is a synaptogenic factor, whose expression increases during development; 

therefore, it has been suggested that Wnt-5a plays a role in synaptic function in the adult 

nervous system. Studies in hippocampal neurons showed that the treatment with Wnt-5a 

generates several post-synaptic modifications including: an increase in the density of 

dendritic spines, an increase in the traffic of synaptic proteins and changes in synaptic 

transmission. Recent studies have determined that synaptogenic factors induce changes in 

the synaptic structure and function through the activation of different signaling pathways 

including the modulation of several microRNAs which in turn contribute to the 

maintenance and consolidation of synaptic changes. microRNAs are a family of 

endogenous small non-coding RNAs that control the gene expression of their mRNA 

targets through hybridization with complementary sequences in the 3’ UTR, thereby 

inhibiting the translation of the target proteins. Emerging evidence indicates that the 

miRNAs are actively involved in the regulation of synaptic plasticity induced by 

synaptogenic factors such as brain-derived neurotrophic factor (BDNF), dopamine, 

serotonin and glutamate. In the present study, we examined whether Wnt-5a treatment 

modulates the levels of microRNAs in cultured hippocampal neurons as well as whether 

this interaction is part of the mechanism of the post-synaptic effects of Wnt-5a. Using PCR 

arrays, we identified a set of microRNAs that respond to Foxy-5 treatment, a mimetic 

peptide of Wnt-5a. A bio-informatic analysis of the responsive microRNAs, demonstrate 

that together have the potential to regulate various biological processes associated with 

Wnt-5a, including cancers and processes associated with synaptic plasticity as the 
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regulation of actin cytoskeleton. In order to establish a relationship between the regulation 

of microRNAs and post-synaptic effects of Wnt-5a, we studied miR-101b, the most 

affected microRNA in the presence of Foxy-5. miR-101b has been extensively studied in 

carcinogenesis, but its role in the brain is just beginning to be explored. In silico analyzes 

predict that ROCK2, a kinase involved in the regulation of the actin cytoskeleton is a 

potential target of miR-101b. Through gain of function studies, we showed that miR-101b 

is able to regulate the expression of ROCK2, in HT22 cells and in cultured hippocampal 

neurons. Moreover, consistent with the decrease of miR-101b, Wnt-5a enhances ROCK2 

expression in cultured hippocampal neurons. Furthermore, Wnt-5a is able to increase the 

activity of ROCK2 in a time-dependent manner suggesting that ROCK2 is part of the 

signaling pathways induced by Wnt-5a. Finally, using gain function experiments, we 

determined that the decrease in the levels of miR-101b are not required for the increase in 

dendritic spine density induced by Wnt-5a, however it would be important to control the 

morphology of these spines, because treatment with Wnt-5a in neurons with gain of 

function of miR-101b generates significantly longer spines, suggesting a change in the 

maturity of the postsynaptic structure. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El cerebro humano contiene más de ochenta billones de neuronas recibiendo cada una 

en su etapa adulta decenas de miles de contactos sinápticos o sinapsis las que constituyen el 

sustrato estructural subyacente a nuestra capacidad de responder frente a los desafíos del 

medio ambiente, recuperarnos de diversas lesiones, aprender y memorizar. En el caso de las 

sinapsis excitatorias, los procesos de plasticidad sináptica son dependientes de la regulación 

estructural y funcional de las espinas dendríticas  las cuales son pequeñas protrusiones de las 

dendritas (0,5-2 µm de largo) que constituyen el principal compartimiento post-sináptico al 

recibir la mayor parte de la transmisión excitatoria (Alvarez and Sabatini, 2007; Koleske, 

2013). Esta relación función-estructura es particularmente clara en las neuronas piramidales 

del hipocampo, donde la proporción de sinapsis excitatorias y espinas dendríticas es 

prácticamente 1 a 1 (Nimchinsky et al., 2004). Morfológicamente, las espinas consisten de una 

cabeza bulbosa que se separa de su dendrita parental por un cuello delgado que puede aislar 

bioquímicamente dicha cabeza. Esté fenómeno de compartimentalización, dota a la sinapsis de 

un módulo de señalización confinado, el cual se encuentra enriquecido en proteínas de 

andamio, canales iónicos, receptores de neurotransmisores y una serie de enzimas que 

transducen y regulan las señales sinápticas (Chen and Sabatini, 2012; Colgan and Yasuda, 

2014). 

Diferentes estudios han permitido establecer que el ambiente y la experiencia pueden 

regular el número, morfología y función de las espinas dendríticas lo que se correlaciona con 

cambios en la transmisión sináptica de larga duración (Flavell and Greenberg, 2008). Por otro 

lado, una de las características en común a una serie de enfermedades del sistema nervioso 
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tales como el síndrome de Down, síndrome de X frágil, epilepsia, Parkinson y Alzheimer es la 

presencia de anormalidades de las espinas dendríticas lo que se asocia a una serie de 

problemas conductuales y cognitivos (Kulkarni and Firestein, 2012). Por este motivo, existe 

un gran interés en la comunidad científica por comprender los eventos de señalización que 

controlan los distintos aspectos de la plasticidad de las espinas dendríticas. 

En este sentido, estudios previos de nuestro laboratorio han permitido establecer el rol 

de Wnt-5a (Wingless-type MMTV integration site family member 5A), uno de los ligandos más 

ampliamente estudiados de la familia Wnt, en la modulación de las espinas dendríticas y 

actividad sináptica tanto en rebanadas de hipocampo de rata como en cultivos primarios de 

neuronas hipocampales. El interés de este proyecto fue comprender parte de los mecanismos 

por los cuales la activación de la vía Wnt, genera dichos cambios, explorando por primera vez 

el rol de microRNAs (miRNAs), los cuales como veremos posteriormente, constituyen 

importantes moduladores de la plasticidad sináptica. 

1.1.Vía de señalización Wnt 

Los ligandos Wnts constituyen una gran familia de glicoproteínas de secreción, las que 

se encuentran presentes en todas las especies de animales. El genoma de ratones y humanos, 

posee 19 genes independientes que son expresados en forma tejido específico y también 

dependiente del desarrollo (Willert and Nusse, 2012). Las vías de señalización mediadas por 

los distintos ligandos Wnt han sido involucrados en diversos procesos celulares que incluyen 

proliferación celular, migración, establecimiento de polaridad y especificación del destino 

celular (Angers and Moon, 2009; Clevers and Nusse, 2012; Nusse and Varmus, 2012). Por 

esta razón, la desregulación de su señalización se ha asociado al desarrollo de varias 
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patologías incluyendo casi todos los tipos de cáncer (Polakis, 2012; Anastas and Moon, 2013) 

y en el sistema nervioso central (SNC) al autismo (Zhang et al., 2012; Sowers et al., 2013), 

esquizofrenia (Lovestone et al., 2007; Inestrosa et al., 2012), Síndrome de William (Zhao et 

al., 2005) y la enfermedad de Alzheimer (Purro et al., 2012; Rosso and Inestrosa, 2013). 

La vía de señalización Wnt es muy compleja, principalmente por el efecto 

combinatorio de un gran número de ligandos así como de receptores y co-receptores, los 

cuales activan a su vez múltiples cascadas de señalización. Basados en los estudios tempranos 

de las vías de señalización Wnt, se pueden distinguir dos ramas principales, la vía canónica o 

dependiente de β–catenina y las vías no canónicas o independientes de β–catenina (Figura 1). 

Sin embargo, dicha clasificación debe ser considerada solo como una guía práctica ya que 

dependiendo del contexto celular, se observan efectos dependientes de vías divergentes o 

cruce con otras vías (Niehrs, 2012). 

En la vía canónica, la unión de Wnt a receptores Frizzled (Fz), resulta en la inhibición 

de la GSK-3β (Glycogen Synthase Kinase 3), la cual fosforila y determina la degradación 

proteosomal del co-activador transcripcional β-catenina. La inhibición de GSK-3β permite la 

acumulación citosólica de β-catenina y su posterior translocación al núcleo donde se asocia a 

factores de transcripción TCF (T Cell Factor) / LEF (Lymphoid Enhancer-binding Factor) 

activando la transcripción de genes blancos de la vía Wnt. Esta vía es principalmente 

relacionada a procesos de diferenciación y proliferación celular (Niehrs, 2012). 

Respecto a las vías Wnt no canónicas, la mejor caracterizada es la vía PCP (Planar cell 

polarity) en la cual la activación de receptores Fz inicia una cascada que incluye a las GTPasas 

pequeñas RhoA y RAC1, las que a su vez activan a ROCK (Rho-associated, coiled-coil  
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Fig. 1. Vías de señalización Wnt. A. Vía PCP en la cual la activación de 
receptores Fz inicia una cascada que incluye a las GTPasas pequeñas RhoA y 
RAC1, las que a su vez activan a ROCK y JNK, respectivamente generando 
cambios a nivel del citoesqueleto. B. Vía Wnt Canónica. En condiciones basales, 
GSK3β fosforila β-catenina determinando su degradación. Sin embargo en 
presencia del ligando Wnt el complejo de destrucción (formado por GSK3β, 
caseína quinasa Iα (CKIα), Axina y Adenomatosis poliposis coli (APC)) es 
reclutado al complejo Wnt-receptor e inactivado, lo que permite que β-catenina se 
acumule, transloque al núcleo donde activa la transcripción de genes blancos bajo 
el control de factores de transcripción como TCF. C. Vía Wnt/Ca+2, en la cual la 
unión de Wnt con receptores Fz genera un aumento en los niveles de Ca+2 
intracelular y en consecuencia la activación de CAMKII, PKC y calcineurina. Esto 
puede llevar a la activación de factores de transcripción como NFAT para el 
control de la expresión génica. Además las vías PCP y Wnt/Ca+2 antagonizan la vía 
canónica en distintos niveles. Modificado de (Niehrs, 2012).  
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containing protein kinase) y JNK (JUN-N-terminal Kinase) respectivamente lo que genera 

cambios a nivel del citoesqueleto por medio de la polimerización de actina y la estabilización 

de microtúbulos (Habas et al., 2003). Por otro lado, la vía PCP induce cambios a nivel 

transcripcional por medio de factores de transcripción rio abajo de JNK como ATF2 

(activating transcription factor 2) (Simons and Mlodzik, 2008). 

Otra importante y estudiada vía Wnt no canónica es la llamada vía Wnt/Ca+2, en la cual 

la unión de Wnt con receptores Fz activa proteínas G heterotriméricas las que a su vez activan 

a la enzima fosfolipasa C (PLC), lo que lleva a la generación de diacilglicerol (DAG) e 

inositol-1,4,5-trifosfato (Ins(1,4,5)P3). Ins(1,4,5)P3 inicia la liberación de Ca+2 desde reservas 

intracelulares lo que activa varios efectores sensibles a Ca+2 como PKC (Protein Kinase C), 

CaMKII (Calmodulin-dependent Kinase II) y calcineurina. Esta vía también controla la 

expresión génica, mediante la activación de factores de transcripción como NFAT (Nuclear 

Factor Associated with T cells) (De, 2011). 

La actividad de los distintos ligandos Wnts depende del contexto celular, sin embargo 

algunos ligandos sistemáticamente han sido descritos como activadores preferenciales de la 

vía canónica y otros de las vías no canónicas. Por ejemplo, Wnt-1, Wnt-3a y Wnt-8 son 

descritos como ligandos relacionados a las vías dependientes de β–catenina. Por otro lado 

Wnt-5a y Wnt-11, son ligandos predominantemente relacionados a la activación de las vías 

PCP y Wnt/Ca+2 (Kikuchi et al., 2011). 

1.2.Efectos sinápticos de Wnt 

 Como mencionamos previamente, las vías de señalización Wnt, regulan diversos 

procesos de desarrollo que incluyen al sistema nervioso central. Una serie de trabajos han 
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demostrado el rol de Wnt en la formación y función de los circuitos neurales, al controlar la 

diferenciación neuronal, desarrollo dendrítico, guía y crecimiento axonal (Inestrosa and 

Arenas, 2010; Budnik and Salinas, 2011; Rosso and Inestrosa, 2013).  

 La identificación en el cerebro de animales adultos, de varios componentes de la 

señalización Wnt (Shimogori et al., 2004; Cerpa et al., 2008; Chacón et al., 2008), permitió 

sugerir que esta vía juega un rol importante en la función y mantención sináptica. 

Interesantemente, distintos ligandos Wnt, parecen controlar distintos aspectos de la función 

sináptica. Por ejemplo, el ligando Wnt-7a es capaz de actuar principalmente a nivel de la 

región pre-sináptica, aumentando el agrupamiento de proteínas como sinapsina I (Hall et al., 

2000), el receptor nicotínico de acetilcolina α7 (α7-nAChR) (Farías et al., 2007), sinaptofisina, 

sinaptotagmina y SV2 (Synaptic Vesicle protein 2) (Cerpa et al., 2008) contribuyendo de este 

modo a la formación de zonas activas. Del mismo modo, el tratamiento con Wnt-7a genera un 

aumento en la frecuencia de registros de potenciales sinápticos excitatorios de campo (fEPSP) 

en rebanadas de hipocampo de rata, lo que es consistente con un aumento en la liberación de 

neurotransmisores desde terminales pre-sinápticos (Cerpa et al., 2008). Interesantemente, 

Wnt-7a genera dichos cambios sin modular el agrupamiento de proteínas de la región post-

sináptica, como PSD-95 (PostSynaptic Density protein-95) (Farías et al., 2009). Hallazgos 

similares han sido descritos para los ligandos Wnt-7b y Wnt-3a, los cuales también señalizan 

preferencialmente por medio de la vía Wnt canónica (Rosso and Inestrosa, 2013). 

 En forma contraria a los hallazgos realizados en la región pre-sináptica, la región post-

sináptica parece estar regulada principalmente por medio de las vías no canónicas. Wnt-5a es 

un ligando cuya expresión en el hipocampo de rata aumenta durante el desarrollo alcanzando 
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su mayor nivel en la etapa adulta (Varela-Nallar et al., 2010). En cultivos primarios de 

neuronas hipocampales, el tratamiento con Wnt-5a generó un aumento en el agrupamiento de 

PSD-95, sin afectar el agrupamiento de proteínas pre-sinápticas (Farías et al., 2009). Del 

mismo modo, generó un aumento en la densidad de las espinas dendríticas que como 

consecuencia induce un aumento en la amplitud de potenciales post-sinápticos excitatorios de 

campo (fieldEPSP), lo que es interpretado como un aumento en la actividad sináptica por medio 

de mecanismos de remodelación post-sináptica (Varela-Nallar et al., 2010). Este aumento en 

la actividad sináptica facilita la inducción de la potenciación de larga duración (LTP) (Cerpa et 

al., 2011), el cual corresponde a un paradigma electrofisiológico asociado a procesos de 

memoria y aprendizaje (Citri and Malenka, 2008). El uso de inhibidores farmacológicos 

específicos para CaMKII y JNK bloquea los efectos post-sinápticos de Wnt-5a lo que 

claramente sugiere son dependientes de las vías no canónicas Wnt/Ca+2 y PCP (Farías et al., 

2009; Varela-Nallar et al., 2010; Cerpa et al., 2011). Estos hallazgos han permitido establecer 

el rol de la señalización Wnt en la modulación de la conectividad sináptica. Interesantemente 

algunos estudios muestran que estos cambios podrían estar inducidos por la experiencia 

sensorial o la actividad sináptica. Por ejemplo, en neuronas hipocampales en cultivo, la 

activación de receptores de glutamato tipo NMDA (N-methyl-D-aspartate), generan un 

aumento en la expresión de Wnt-2 (Wayman et al., 2006) y en animales expuestos a un 

ambiente enriquecido, se observó un aumento en la expresión de Wnt-7a/b (Gogolla et al., 

2009).  

La evidencia acumulada apunta a que efectivamente las vías de señalización Wnt 

regulan diversos aspectos de la función sináptica, sin embargo los mecanismos moleculares 

por los cuales opera esta regulación están recién comenzando a ser estudiados. 
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1.3.MicroRNAs 

Los miRNAs, son un grupo de RNAs pequeños no codificantes que controlan 

negativamente la expresión génica al unirse a la región 3’UTR (Untranslated Region) de 

RNAs mensajeros (mRNAs) blancos e inhibiendo su traducción. El estudio de los miRNAs es 

relativamente reciente, sin embargo el impacto del rol de estas moléculas en diversos procesos 

biológicos ha sido enorme. Su descubrimiento hace más de 20 años se realizó en el marco de 

estudio de genes heterocrónicos de Caenorhabditis elegans, vale decir genes que controlan los 

distintos periodos de desarrollo de estos gusanos (Lee et al., 1993). Por un largo período, este 

hallazgo fue visto como una particularidad de nematodos, sin embargo el descubrimiento de 

homólogos en mamíferos, particularmente en humanos casi una década después (Pasquinelli et 

al., 2000) ha motivado un gran interés de la comunidad científica en el estudio de los 

miRNAs.  

Los miRNAs animales son filogenéticamente conservados, por ejemplo, 

aproximadamente el 55% de los miRNAs de Caenorhabditis elegans tiene homólogos en 

humanos (Ibáñez-Ventoso et al., 2008). En humanos, se estima que los miRNAs controlan la 

actividad de más del 60% de todos los genes que codifican proteínas (Friedman et al., 2009) lo 

que explica su participación en la regulación de prácticamente todos los procesos biológicos 

estudiados hasta ahora (Krol et al., 2010b).  

Por otro lado, y en forma similar a lo señalado para la vía Wnt, su desregulación ha 

sido asociada a la etiología de diversas enfermedades humanas como las que afectan al sistema 

cardiovascular (Dimmeler and Nicotera, 2013), síndrome metabólico (Rottiers and Näär, 
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2012), todos los tipos de cáncer (Di Leva et al., 2014) y por supuesto enfermedades que 

aquejan al sistema nervioso como la enfermedad de Alzheimer (Delay et al., 2012). 

1.4. Biogénesis de miRNAs 

 Con el fin de ejercer su función regulatoria, los miRNAs son expresados como 

precursores de cientos de nucleótidos para ser posteriormente procesados hasta alcanzar su 

forma madura la cual se integra en un complejo proteico denominado miRISC (microRNA-

Induced Silencing Complex) (Figura 2). Este proceso es finamente orquestado y evidencia 

reciente muestra que puede ser regulado en distintos niveles con el fin de modular la función 

de miRNAs y de este modo regular distintos procesos biológicos (Kawamata and Tomari, 

2010; Kawamata et al., 2011; Kwak and Tomari, 2012). 

1.4.1. Transcripción de miRNAs: la transcripción de miRNAs genera un transcrito primario 

(pri-miRNA) el cual es un precursor en forma de horquilla de cientos de nucleótidos (nt). El 

mecanismo de expresión del miRNA depende de su localización génica (Schanen and Li, 

2011). En mamíferos, aproximadamente un 50% de los miRNAs se encuentran localizados en 

áreas intergénicas y poseen sus propios elementos de regulación para el control de su 

expresión (secuencias promotoras, represoras, estimuladoras) (O’Carroll and Schaefer, 2013). 

En forma similar a los genes codificantes para proteínas, la mayoría de los miRNAs son 

transcritos por la RNA polimerasa II (Lee et al., 2004) lo que explica en muchos casos las 

diferencias en la expresión temporal o tejido especifica de algunos miRNAs por medio de la 

activación de factores de transcripción específicos (O’Carroll and Schaefer, 2013). Por otro 

lado, un grupo de miRNAs se encuentran localizados en regiones exónicas o intrónicas de 

unidades transcripcionales codificantes y no codificantes. Contrario a los miRNAs intergénico 
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Fig. 2. Biogénesis de microRNAs Transcritos primarios (pri-miRNAs) producidos por la 
RNA polimerasa II son procesadas por la RNasa tipo III, Drosha. El precursor generado 
de 70 nt posee una estructura de horquilla (pre-miRNA) que es exportada al citoplasma 
por exportina 5. En el citoplasma el pre-miRNA es procesado por otra RNasa tipo III, 
Dicer de modo que se genera un miRNA doble hebra de 20 nt. Una de las hebras es 
cargada en miRISC que contiene proteínas Argonauta. El miRNA maduro permite al 
RISC reconocer al mRNA blanco por medio de complementariedad de secuencias. 
Finalmente el miRISC inhibe la expresión del mRNA blanco. Modificado de (Codocedo 
et al., 2014) 
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la transcripción de estos miRNAs depende de los elementos de regulación del gen huésped. 

Aproximadamente un 40% de los miRNAs se encuentra localizado en regiones intrónicas y 

son normalmente co-transcritos con su gen huésped de modo que el pri-miRNA surge del 

splicing del mRNA huésped. En muchos casos, la co-transcripción se encuentra relacionada a 

una función cooperativa entre el miRNA y el producto de expresión del gen huésped (Gao et 

al., 2012).  En el caso de miRNAs exónicos, (~10% de los miRNAs), la generación del pri-

miRNA puede interrumpir el exón huésped y afectar la formación del mRNA huésped. Sin 

embargo el procesamiento de estos miRNAs aún no es estudiado en detalle (Slezak-Prochazka 

et al., 2013). 

1.4.2. Procesamiento de miRNAs. Para la mayoría de los miRNAs el procesamiento de pri-

miRNAs hasta su forma madura, involucra el corte secuencial por medio de complejos 

nucleares y citosólicos en un proceso conocido como vía canónica. Una vez transcritos los 

miRNAs son reconocidos por el complejo nuclear llamado microprocesador, el cual genera un 

precursor más pequeño (~ 60-70 nt) con forma de horquilla denominado pre-miRNA (Denli et 

al., 2004; Gregory et al., 2004). Este complejo se encuentra compuesto por dos proteínas 

principales, DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region 8) la cual posee un dominio de 

unión a RNA la cual reconoce al pri-miRNA, y lo pone en proximidad a Drosha, una RNasa 

III clase II , la cual corta RNA doble hebra de manera escalonada dejando 2 nt que sobresalen 

del extremo 3’ de la horquilla (Han et al., 2006). Esta característica estructural del pre-miRNA 

es reconocida por la proteína exportina 5, la cual transporta al pre-miRNA al citoplasma en 

forma dependiente de GTP (Yi et al., 2003; Lund et al., 2004; Okada et al., 2009). Una vez en 

el citoplasma el pre-miRNA es reconocido y procesado por una RNasa III clase III 

denominada Dicer, generando un duplete miRNA/*miRNA de ~22 nt de extensión (Macrae et 
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al., 2006). Finalmente el duplete es incorporado en el complejo miRISC donde la hebra 

madura es separada de su hebra complementaria, la cual en la mayoría de los casos es 

degradada (Khvorova et al., 2003). 

 Algunos miRNAs poseen un mecanismo de biogénesis distinto, en el cual se evita la 

acción de alguno de los complejos de procesamiento. Esto es posible debido a diferencias 

estructurales de los precursores lo que les permite ser reconocidos y procesados por otros 

complejos como el spliceosoma. Estas excepciones se ha agrupado bajo el concepto de 

biogénesis no canónica (Havens et al., 2012). 

1.4.3. Mecanismos de silenciamiento mediados por miRNA. Los miRNA no pueden actuar 

por si solos. Ellos deben formar parte de un complejo ribonucleoproteíco para ejercer su 

función. El componente principal del miRISC es una proteína de la familia Argonauta (Ago) 

la cual provee una plataforma única para el reconocimiento del mRNA blanco y su 

silenciamiento. La mayoría de los mRNAs blancos de miRNAs, son reconocidos por medio de 

la complementariedad de secuencias entre los nucleótidos 2-7 del extremo 5’ del miRNA 

denominado secuencia semilla, con secuencias complementarias en el extremo 3’ UTR del 

mRNA, denominadas elementos de respuesta a miRNA (MRE) (Bartel, 2009). Una vez 

formado el complejo miRNA:mRNA, el miRISC induce el silenciamiento mediante varios 

procesos moleculares que incluyen la represión traduccional por medio de la inhibición del 

inicio de la traducción o desestabilización del mRNA mediante degradación de la cola poli A 

(Filipowicz et al., 2008). El resultado de la interacción entre el miRISC y el mRNA es una 

disminución en la producción de la proteína blanco (Figura 2), afectando de esta forma los 

distintos procesos biológicos en la que esta participa. 
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1.5. Efectos sinápticos de miRNAs. 

 El rol de los miRNAs en el desarrollo del cerebro ha sido bien establecido. La deleción 

tejido específica de Dicer resulta en serios defectos morfológicos a nivel del hipocampo y la 

corteza (Davis et al., 2008) sugiriendo que el proceso de biogénesis de miRNAs es necesario 

para el correcto desarrollo cerebral. Estudios más recientes han explorado el rol de los 

miRNAs en procesos sinápticos o relacionados a plasticidad (Siegel et al., 2011). En animales 

en los cuales se indujo la pérdida de expresión de Dicer en el cerebro adulto, se observó un 

desarrollo cerebral normal, sin embargo se detectaron deficiencias en la morfología de las 

espinas dendríticas así como cambios en la transmisión sináptica (Konopka et al., 2010) 

sugiriendo entonces que la función de los miRNAs también es necesaria para la mantención de 

las estructuras sinápticas y en consecuencia de su actividad en la etapa adulta. Esto se ve 

reforzado por el hecho de que varios componentes de la ruta bio-sintética de miRNAs, tales 

como Dicer y Argonauta, se encuentra localizados en las densidades post-sinápticas de 

neuronas maduras (Lugli et al., 2005). Estudios realizados al combinar microdisección por 

“captura con láser” de neuronas hipocampales de rata en cultivo y RT (transcripción reversa) 

PCR en tiempo real, han permitido determinar que la mayoría de los miRNAs neuronales son 

detectados en las dendritas distribuyéndose a través del compartimiento somatodendrítico con 

un gradiente constante (Kye et al., 2007). Estudios adicionales usando sinaptosomas de 

neuronas de ratón han confirmado la presencia de varios miRNAs en la región sináptica (Lugli 

et al., 2008; Siegel et al., 2009; Zongaro et al., 2013). 

Una de las preguntas más interesantes que surge de estas investigaciones es establecer 

cómo distintas señales moleculares pueden regular la expresión y en consecuencia la actividad 
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de los miRNAs. En el último tiempo se ha puesto de manifiesto que los miRNAs están sujetos 

a un control sofisticado que opera a nivel de su metabolismo y función (Krol et al., 2010b), de 

este modo, la actividad sináptica puede regular en forma temporal la represión traduccional 

ejercida por los miRNAs (Vo et al., 2010). Por ejemplo, el grupo de Kosik describió que la 

activación del receptor de glutamato tipo NMDA induce la degradación proteosomal de 

componentes del miRISC a nivel sináptico. Como consecuencia, la actividad de los miRNAs 

se ve inhibida y una serie de mRNAs son traducidos en forma rápida y local aumentando los 

niveles de varias proteínas sinápticas como CaMKII (Calcium/calmodulin-dependent protein 

kinase II) entre otros (Banerjee et al., 2009). Por otra parte, la regulación dependiente de 

actividad no está restringida al compartimiento dendrítico. Factores de transcripción activados 

por la actividad sináptica, tales como Mef2 (Myocyte enhancer factor 2) (Fiore et al., 2009) y 

CREB (cAMP responsive element binding protein) (Impey et al., 2010) aumentan la 

transcripción de miR-134 y miR-132 respectivamente, en lo que constituye una respuesta más 

lenta y globalizada.  

Subyacente a la inducción de la actividad sináptica, la acción de diversas moléculas de 

señalización, tales como glutamato, BDNF (Brain-derived neurotrophic factor), dopamina y 

serotonina parece fundamental en la determinación de los cambios en la expresión de los 

miRNAs. Por ejemplo, en el caracol marino, Aplysia Califórnica, miR-124 controla la 

facilitación sináptica de larga duración inducida por serotonina. En condiciones basales, miR-

124 reprime la expresión del gen asociado a plasticidad sináptica, CREB. Estímulos 

prolongados de serotonina inducen una disminución en los niveles de miR-124 con el 

consiguiente aumento de CREB y la transición de un reflejo de corta duración a uno de larga 

duración (Rajasethupathy et al., 2009). En neuronas hipocampales en cultivo, el tratamiento 
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con dopamina, cocaína o anfetaminas induce la expresión de miR-181a el cual a su vez 

controla la expresión de una de las subunidades del receptor de glutamato tipo AMPA (α-

amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid), GluA2, lo que sugiere un rol de 

miRNAs en la plasticidad sináptica inducida por drogas (Saba et al., 2012). 

Considerando los efectos sinápticos del ligando Wnt-5a y el rol activo de los miRNAs 

en el control de dichos procesos, es posible sugerir que los miRNAs formen parte del 

mecanismo por el cual este ligando es capaz de inducir los cambios descritos en la region post-

sináptica. Interesantemente, a la fecha no existen reportes que describan la capacidad de Wnt-

5a de inducir cambios en el miRNoma (la colección completa de miRNAs en el genoma) de 

animales menos aun en el SNC. Respecto a otros ligandos Wnt, existen algunos trabajos en los 

que se ha establecido directa o indirectamente la relación entre la activación de la via canónica 

y la expresión de miRNAs. Por ejemplo, en embriones de Xenopus Leavis la sobreexpresión 

de Wnt-8 o β-catenina inhibe la expresión de miR-15 y miR-16 afectando el desarrollo de la 

polaridad dorsoventral embrionaria (Martello et al., 2007). Adicionalmente, una serie de 

componentes de la vía Wnt canónica han sido descritos como blancos de distintos miRNAs 

(Huang et al., 2010a). 

 En resumen, en la actualidad existen muchos reportes que demuestran el rol de los 

miRNAs en el control de la morfogénesis neuronal y dendrítica, sin embargo su rol modulador 

de la plasticidad sináptica en forma dependiente de estímulos esta recién comenzando a ser 

entendida. Wnt-5a es un factor sinaptogénico, que induce cambios a nivel de la region post-

sináptica de neuronas hipocampales maduras. En consideración a los antecedentes anteriores 

nosotros plateamos la siguiente hipótesis de trabajo.  



16 

 

HIPÓTESIS 

La remodelación post-sináptica inducida por Wnt-5a involucra la regulación de 

miRNAs. 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar la relación que existe entre la activación de la vía de señalización mediada 

por Wnt-5a y la función de miRNAs en neuronas hipocampales en cultivo. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Determinar si Wnt-5a cambia el nivel de expresión de miRNAs en cultivos de 

neuronas hipocampales. 

2. Evaluar los efectos post-sinápticos de Wnt-5a, en neuronas con ganacia de función de 

miRNAs. 
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2. MATERIALES 

2.1.Materiales y reactivos generales 

De Gibco BRL (Grand Island, NY, EUA): Tripsina 10X, Bromuro de Etidio, medio 

Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM), medio de cultivo Neurobasal, suplemento B27, 

penicilina-estreptomicina, glutamina y suero de caballo y suero fetal bovino. 

De Thermo Scientific (Rockford, IL, USA): membranas para transferencia de 

Polifluoruro de vinilideno (PVDF), estándar de peso molecular para proteínas page ruler 

prestained protein ladder, inhibidor de proteasas Halt Protease Inhibitor Cocktail. 

De Winkler (Santiago, Chile): metanol, etanol, isopropanol, acrilamida, bisacrilamida, 

agarosa, Urea, TRIS, sacarosa, HCl, NaOH, Triton X100, Tween 20, dodecilsulfato sódico 

(SDS), NP-40, deoxicolato de sodio, NaCl, KCl, CaCl2, MgCl2, Na2HPO4, KH2PO4, glicerol, 

β-mercaptoetanol, persulfato de amonio, TEMED, glicina, Na3VO4, NaF, Na2PO7, suero de 

albumina bovina (BSA), peptona y extracto de levadura. 

De Fuji (Japón): películas fotográficas para revelado. 

De SouthernBiotech (Birmingham, AL, USA): Fluoromont G 

2.2.Material Biológico 

Para la preparación de cultivos primarios de neuronas de hipocampo, se utilizaron 

embriones de ratas silvestres de la cepa Sprague-Dawley de 18 días de gestación. 

Células HT22 fueron generosamente donadas por el laboratorio de la Dra. Alejandra 

Álvarez (Fac. Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile). 
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Para la amplificación de plasmidios se utilizaron bacterias competentes de la cepa E. 

coli DH5α de Promega (Madison, WI, USA). 

Los primers para COX-2 y GAPDH fueron generosamente donados por el laboratorio 

del Dr. Carlos Bio (Fac. Ciencias Biológicas, P. Universidad Católica de Chile). 

2.3.Sistemas comerciales 

Para la extracción de RNA se uso el kit mirVana miRNA isalation kit (Cat.No. 

AM1561) de Life Technologies (Carlsbad, CA, USA). Para la determinación de la expresión 

de miRNAs hipocampales se utlizaron los siguientes kits: RT2 miRNA First Strand Kit (Cat. 

No. MA-03/331401), RT2 SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Cat. No. PA-330523), Rat 

miRNome RT2 miRNA PCR array system (Cat. No. 331214 MAR-100A) de QIAGEN 

(California, CA, USA). 

Para la determinación de la expresión de los mRNAs COX-2 y GAPDH se utilizó el kit 

Fast SYBR Green Master Mix (cat. No. 4385617) de Applied Biosystems (Carlsbad, CA, 

USA). 

Para la cuantificación de proteinas se utilizo el kit Pierce BCA Protein assay kit (Cat. 

No. 23335) de Thermo Scientifics (Rockford, IL, USA). 

Para la detección por quimioluminicencia de las proteinas de interes en los ensayos de 

Western Blot (WB), se utilizo el kit Western Lightning Plus-ECL (Cat. No.NEL104001EA) 

de Perkin Elmer (Waltham, MA, USA). 

Para la purificación de plasmidios de DNA se utilizo el kit HiSpeed Plasmid Midi kit 

(Cat. No. 12145) de QIAGEN (California, CA, USA). 
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Para la magnetofección de cultivo primario de neuronas hipocampales se utilizo el kit 

NeuroMag Starting Kit (Cat. No. KC30896) de OZ Biosciences (Marseille, France). 

2.4.Peptidos sinteticos 

Para la activación de la vía Wnt no canónica, se utilizo la proteína Wnt-5a 

recombinante (rWnt-5a) (Cat. No. 645-WN-010) de R&D System (Minneapolis, MN, USA), 

la cual fue resuspendida en tampón fosfato salino pH 7,4 (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, 

Na2HPO4 1,4 mM, y KH2PO4 1,4 mM) (PBS) 1X suplementada con albúmina de suero bovino 

(BSA) al 0.1%, hasta una concentración de almacenamiento de 100 µg/mL.  

Además se utilizó, un hexapéptido formilado derivado de Wnt-5a denominado Foxy-5 

de Genemed Synthesis (San Francisco, CA, USA.). Este fue resuspendido en PBS1X hasta 

una concentración de almacenamiento de 10 mM. Del mismo modo y como control se utilizó 

un hexapéptido scramble resuspendido en PBS1X hasta una concentración de almacenamiento 

de 10 mM. 

2.5. Material para transfección 

Para la transfección de células con GFP (proteína fluorescente verde) se utilizó el 

vector de clonamiento pcDNA3.1+ de Invitogen (Carlsbad, CA, USA).  

Para los experimentos de ganancia de función de miR-101b, se utilizó mirVana 

miRNA mimic, mmu-miR-101b-3p (Cat. No. 4464067) de Life Technologies (Carlsbad, CA, 

USA). Como control se utilizó mirVana miRNA Mimic Negative Control #1 (Cat. No. 

4464058) de Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) el cual corresponde a una secuencia al 
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azar, que no produce efectos identificables sobre la función de los miRNAs. Ambos fueron 

resuspendidos en H2O ultra pura hasta una concentración de almacenamiento de 50 µM.  

Para la transfección de células HT22 se utilizó Lipofectamina 2000 de Invitrogen 

(Carlsbad, CA, USA). 

2.6.Anticuerpos 

Con el fin de realizar los ensayos de Western Blot e inmunofluorescencia  se utilizaron 

los anticuerpos descritos en la tabla I.  
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Tabla I. Lista de anticuerpos para la realización de WB e IF. Se especifican las características 

del anticuerpo, las condiciones experimentales y los datos del proveedor. 

Anticuerpo Huésped Experimento/dilución Proveedor/Cat. No. 

α ROCK2 Ratón WB/1:1000 

IF/1:200 

ABCAM/ab56661 

α pMYPT (Thr853) Conejo WB/1:1000 CYCLEX/CY-P1025 

α COX2 Conejo WB/1:1000 

IF/1:300 

ABCAM/ab15191 

α MAP2 Conejo IF/1:1000 Millipore/AB5622 

α pCAMKII  (Thr 286) Ratón WB/1:1000 Santa Cruz/sc-32289 

α CAMKII Ratón WB/1:1000 Santa Cruz/sc-32288 

α GAPDH Ratón WB/1:20000 Santa Cruz/sc-32233 

α Ratón (HRP)* Cabra WB/1:7000 Thermo 

Scientific/311430 

α Conejo (HRP)* Cabra WB/1:7000 Thermo 

Scientific/31460 

α Ratón (Alexa 555)# Burro IF/1:1000 Invitrogen/A31570 

α Conejo (Alexa 633)# Cabra IF/1:1000 Invitrogen/A21070 

α Ratón (Alexa 488)# Pollo IF/1:1000 Invitrogen/21200 

* Conjugado a peroxidasa del rábano (HRP abreviado de la palabra en inglés) 

# Conjugado a fluorocromos Alexa, los números corresponden a la longitud de onda en 
nm. 
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3. METODOS 

3.1.Cultivo de neuronas hipocampales de rata 

Los cultivos de neuronas hipocampales de rata fueron preparados de acuerdo a 

protocolos descritos previamente (Alvarez et al., 2004; Kaech and Banker, 2006). En resumen, 

las neuronas de hipocampo fueron obtenidas de embriones de rata Sprage-dawley de 18 días y 

mantenidas en DMEM suplementado con suero de caballo por 2 horas. Luego, el medio de 

cultivo fue sustituido por medio Neurobasal suplementado con B27, 100 µg/ml estreptomicina 

y 100 units/ml penicilina. Al tercer día in vitro (DIV), se adicionó a los cultivos hipocampales, 

2 µM de AraC por 24 h con el fin de reducir el número de células gliales. Se sembraron 

distintas densidades de neuronas en consideración al experimento a realizar (Tabla II). En 14 

DIV, las neuronas fueron preincubadas con neurobasal sin suplementos y sin antibióticos por 1 

h y luego incubadas con 50 µM de Foxy-5 o 300 ng/mL de rWnt-5a. Neuronas usadas como 

control, fueron estimuladas con la solución vehículo suplementadas con un péptido scramble, 

para los experimentos realizados con FOXY-5 o el carrier de la proteína recombinante (BSA 

al 0,1%). Los estímulos fueron realizados a 37°C 5% de CO2 en la estufa de cultivo. 

3.2.Cultivos de células HT22 

Las células HT22 corresponden a una sub-línea de células derivada de la línea parental 

HT4 las cuales fueron originalmente inmortalizadas de cultivos primarios de neuronas 

hipocampampales de ratón (Liu et al., 2009). Estas son propagadas en medio de crecimiento 

(DMEN 2806, glucosa 4,5 g/L, SFB 10%, 100 µg/ml estreptomicina y 100 U/ml penicilina), a 

37°C y 5% de CO2 en estufa de cultivo (Chhunchha et al., 2013). Los cultivos se dejaron 

crecer por 2 días previo a su utilización en distintos experimentos (Tabla II).  
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Tabla II. Cultivos celulares, formato y densidad de siembra por experimento. 

Cultivo Placa de cultivo Densidad Experimento 

 

 

 

Cultivo primario Neuronas 

hipocampales 

Multiplaca de 6 

pocillos 

800.000 por 

pocillo 

PCR array de 

miRNAs 

Multiplaca de 6 

pocillos 

400.000 por 

pocillo 

Western blot 

Multiplaca de 24 

pocillos 

35.000 por 

pocillo 

Inmunofluorescencia 

Multiplaca de 24 

pocillos 

80.000 por 

pocillo 

Magnetofección 

 

 

Linea celular HT22 

Multiplaca de 6 

pocillos 

90% 

confluencia 

Western blot 

Multiplaca de 24 

pocillos 

60% 

confluencia 

Inmunofluorescencia 

Multiplaca de 24 

pocillos 

40-50% 

confluencia 

Lipofeccción 
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3.3.Extracción de RNA y control de calidad 

Con el fin de determinar cambios en la expresión de miRNAs posterior a la activación 

de la vía Wnt no canónica, primero se realizó una extracción de RNA total y un subsecuente 

enriquecimiento en RNAs pequeños (<200 nt) utilizando el sistema comercial MirVana. 

Brevemente, posterior a la estimulación de los cultivos con Foxy-5 por 1 h, las células fueron 

lavadas 3 veces con PBS suplementado con CaCl2 0,1 mM y MgCl2 1mM (PBS Ca+2Mg+2) en 

hielo. Inmediatamente después, se adicionó el tampón de lisis denaturante  y se homogenizó 

mecánicamente mediante pipeteo y vortex. Luego de 10 min en hielo se adiciono 1 volumen 

de fenol acido: cloroformo para la extracción orgánica. Luego de un suave vortex, se 

centrifugó por 5 min a 14.000 rpm a temperatura ambiente para separar la fase orgánica de la 

acuosa. La fase acuosa es recuperada en un tubo nuevo con el fin de realizar el 

enriquecimiento de RNAs pequeños. Para este fin, los RNA grandes son inmovilizados en el 

filtro de la columna usando una concentración de etanol baja (30%) y colectando el eluído 

enriquecido en RNAs pequeños. Luego, este eluído es mezclado con una solución con mayor 

concentración de etanol (60%), con el fin de inmovilizar los RNAs pequeños en el filtro de 

una segunda columna. El filtro es lavado varias veces con las soluciones incluidas en el 

sistema comercial y finalmente eluídas en 100 µL de solución de elusión precalentada a 95°C. 

Inmediatamente después de su obtención, se realizaron ensayos para determinar su 

concentración pureza e integridad. 

La cuantificación y determinación de pureza se realizó mediante espectrofotometría 

usando un espectrofotómetro de microvolumen NanoDrop 2000. La concentración fue 
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determinada midiendo la absorbancia a 260 nm (A260). La pureza fue estimada midiendo la 

razón A260/A280. 

Con el fin de concentrar las muestras, se realizó un proceso de liofilización. 

Brevemente, Las muestras congeladas, tanto las tratadas con Foxy-5 así como las tratadas con 

el péptido control, fueron dispuestas dentro del liofilizador Martin Christ (modelo Alpha 1-2 

Plus, Alemania) destapados y cubiertos con parafilm perforado durante 2 h a -50°C y 0,01 

mBar de presión. Luego, el liofilizado obtenido fue resuspendido en 10 µL de H2O ultra pura 

(10 veces inferior al volumen original) y analizado nuevamente mediante espectrofotometría. 

La integridad y pureza fue evaluada mediante electroforesis en gel denaturante de 

poliacrilamida al 15% preparado con urea 8 M en tampón TRIS/Borato/EDTA (TBE). 

Brevemente, 1 µg de muestra es mezclado con un volumen de tampón de carga, incluido en el 

sistema comercial mirVana y calentado por 5 min a 95°C. Las muestras son cargadas en el gel, 

y resueltas a 45 mA hasta que el frente de azul de bromofenol llega al final del gel. Los geles 

fueron bañados en una solución de bromuro de etidio al 0,5% durante 5 min y visualizados 

mediante el uso de un transiluminador. Con fines de estandarización y comparativos se 

corrieron muestras de RNA total en geles denaturantes de acrilamida al 1% para observar las 

diferencias con las muestras enriquecidas. 

3.4.Análisis de expresión de miRNAs hipocampales mediante reacción de la 

polimerasa en cadena en tiempo real (real time-PCR array) 

 Solo aquellas muestras que cumplieron parámetros de pureza (A260/A280 ≥ 1.7) e 

integridad aceptables fueron utilizadas en la determinación de la expresión de miRNAs 

hipocampales. 
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 La transcripción reversa para la obtención de cDNAs fue realizada de acuerdo a las 

instrucciones del proveedor. Brevemente, 150 ng de cada muestra fue mezclada con 1 µL de 

de partidores, 2 µL de tampón RT 5X, 1 µL de nucleótidos, 1 µL de la mezcla de enzimas 

(Poli-A polimerasa y transcriptasa reversa) y H2O libre de RNasas hasta completar un 

volumen final de 10 µL. En un termociclador convencional (Applied Biosystems 2720), las 

muestras fueron incubadas por 2 h a 37°C. Luego, las muestras fueron calentadas a 95°C con 

el fin de inactivar la transcriptasa reversa. Finalmente las muestras son enfriadas en hielo por 1 

min y se adiciono 90 µL de H2O libre de RNasas para completar un volumen de 100 µL las 

cuales fueron almacenadas a -80°C hasta la realización del PCR en tiempo real. 

 Para la realización del PCR en tiempo real, se mezcló en tubos libres de nucleasas de 

15 mL, 100 µL de cDNA correspondiente a cada muestra, 5 mL de SYBR Green PCR master 

mix 2X y 4,9 mL de H2O para completar un volumen de 10 mL. Luego, 25 µL de la mezcla 

son adicionados cuidadosamente a cada pocillo de las placas de 96 pocillos que contienen los 

partidores específicos para cada miRNA de rata. La reacción de PCR en tiempo real fue 

realizada por medio de un programa de 3 pasos. El primer paso consistió en un único ciclo de 

10 min a 95°C para activar la DNA Polimerasa (HotStart). El segundo paso correspondió a 40 

ciclos de amplificación a 95°C durante 15 seg; 60°C por 30 seg y 72°C por 30 seg. 

Finalmente, un ciclo final de 72°C durante 30 segundos para la realización de una curva de 

disociación (melting curve). 

Después de finalizados los ciclos de amplificación, se determinó una línea base en 

forma automática usando la función “línea base adaptativa” del instrumento de PCR. El valor 
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umbral se determinó en forma manual, con el fin de obtener los valores de ciclo umbral (Ct). 

Este valor umbral fue utilizado para el análisis de todas las reacciones.  

3.5.Cuantificación de la expresión de miRNAs hipocampales mediante el método 

ΔΔCt 

Los valores Ct de cada miRNA fueron exportados a la plataforma en línea de 

QIAGEN, (http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php) para el cálculo 

automático de la expresión de los miRNAs en presencia de Foxy-5, mediante el método ΔΔCt 

(Livak and Schmittgen, 2001; Schmittgen and Livak, 2008). El cálculo de la expresión del 

miRNA de interés (L)  se expresa matemáticamente de acuerdo a la ecuación 1: 

� = 2���(�	
��) 

La expresión del miRNA de interés fue normalizada al valor Ct promedio de genes de 

expresión constitutiva (housekeeping) incluidos en el sistema comercial (Rnu6, U87, 4.5S-V1, 

Y1) de acuerdo a la ecuación 2: 

2���(�	
��)
2���(���������	��) = 2�(��(�	
��)���(���������	��)) = 2�∆�� 

Finalmente la determinación de las veces de cambio (Fold change) en la expresión del 

miRNA en la condición tratada con Foxy-5 respecto al control, responde a la ecuación 3: 

2���(�	
��)����52���(���������	��)����52���(�	
��)���� �!2���(���������	��)���� �!
= 2�(��(�	
��)���(���������	��))����52�(��(�	
��)���(���������	��))���� �! = 2�∆������52�∆������ �! = 2�∆∆�� 
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Todos los valores Ct superiores o iguales a 35 fueron considerados como no detectados 

y en consecuencia no fueron incluidos en los análisis de variación. Los resultados fueron 

representados como “fold-regulation” al tomar el valor inverso negativo de cualquier número 

menor a 1, cambiando así desde un numero fraccional a un número entero. El programa usa 

student T test para evaluar la significancia estadística de los cambios observados. 

Adicionalmente, se utilizó como criterio de inclusión un mínimo de 5 veces de “fold-

regulation” de acuerdo a trabajos previos (Jovičić et al., 2013). 

3.6. Uso de herramientas Bioinformáticas 

 Para la predicción in silico de los posibles blancos de los miRNAs regulados luego de 

la activación de la vía Wnt no canónica, se utilizó el programa en línea TargetScan (Lewis et 

al., 2005) el cual predice blancos biológicos de miRNAs al buscar la presencia de sitios 

conservados de 7- y 8-mer en el 3’ UTR de mRNAs de mamíferos que hibriden con la región 

semilla de cada miRNA. Por otro lado, TargetScan evalúa la estabilidad termodinámica de 

cada sitio de unión usando el motor del programa RNAfold (Hamzeiy et al., 2014). 

 Con el fin de acotar el número de blancos obtenidos por TargetScan y al mismo tiempo 

orientar la elección de blancos atingentes a procesos relacionados a plasticidad sináptica, se 

utilizó el programa en línea DIANA-mirPath (Papadopoulos et al., 2009). Este programa 

realiza un análisis de enriquecimiento de blancos predichos de miRNAs en los procesos 

biológicos de la base de datos KEGG pathways (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 

(Kanehisa and Goto, 2000). El análisis de enriquecimiento es realizado por medio de una 

Prueba de Chi cuadrado de Pearson: 
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"# = Σ %(& − ()# () * 

 Donde O corresponde al número de blancos de miRNAs que fueron encontrados dentro 

de un proceso biológico en particular y E corresponde al número de blancos de miRNAs que 

se espera por chance sea parte de dicha vía, considerando el largo de las listas de blancos 

predichos y la vía de KEEG. El efecto combinatorio de miRNAs co-regulados en la 

modulación de un proceso biológico en particular, es considerado por el programa para 

generar una jerarquización de las vías reguladas de por dichos miRNAs representado por el 

logaritmo natural negativo del valor de P (-Ln P) (Papadopoulos et al., 2009). 

3.7.Análisis de la expresión de los mRNAs de ciclooxigenasa-2 (COX-2) y Rho 

quinasa 2 (ROCK2) 

20 μg/μl de RNA total, fue utilizado para la síntesis de cDNA usando el sistema de 

transcripción reversa GoScrip (Promega). La determinación de la expresión del mRNA de 

COX-2 y ROCK2 fue evaluada por PCR cuantitativo (qPCR) usando el sistema de PCR en 

tiempo real StepOne 48 wells (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) y el kit Fast SYBR Green 

Master Mix (Applied Biosystems). Brevemente, 4 μl de cDNA fueron mezclados con 4 μl de 

H2O DEPC, 10 μl Master Mix, 1 μl reverse primer y 1 μl forward primer para un volumen 

total 20 μl. El gen de referencia utilizado fue la Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH; forward primer: 5′-CACGGCAAGTTCAACGGC-3′; reverse primer 5′-

GGTGGTGAAGACGCCAGTA-3′) a una temperatura de annealing de 60°C. La secuencia de 

los primers de COX-2 es: forward primer: 5′-TGTATGCTACCATCTGGCTTCGG-3′, 

reverse primer 5′-GTTTGGAACAGTCGCTCGTCATC-3′. La secuencia de los primers de 
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ROCK2 es: forward primer: 5’-GCTCCAGACCCTTTTGCCCG-3’, reverse primer 5′- 

GGCAGTTAGCTTGGTTTGTTTGGA-3’. 

3.8. Purificación de plasmidio recombinante 

Bacterias de la cepa DH5α que contenían el plasmidio para la expresión de GFP fueron 

crecidas en medio Luria-Bertani (Peptona 10g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L y 

ampicilina 100 µg/mL) bajo agitación y a 37°C durante toda la noche. Para la purificación del 

plasmidio a mediana escala (50 mL de cultivo bacterial) se siguieron las indicaciones del 

proveedor del sistema comercial HiSpeed Plasmid Midi kit, basado en el método de lisis 

alcalina y filtración con columnas. 

La concentración de DNA fue determinada usando un espectrofotómetro de luz UV, 

midiendo la A260, donde una unidad de densidad óptica equivale a 50 µg/mL (ADN doble 

hebra). Del mismo modo, la pureza fue evaluada midiendo la razón A260/A280 donde se 

obtuvieron valores superiores a 1.8 que indican un elevado grado de pureza. 

3.9. Lipofección de Células HT22 

 Para los experimentos de ganancia de función de miR-101b en células HT22, se utilizó 

el método de Lipofectamina según las recomendaciones del proveedor. Brevemente, células 

crecidas en multiplacas de 6 pocillos por 48 h hasta un 60% de confluencia fueron lavadas con 

PBS 1X estéril y luego se adiciono 1,8 mL de Optimen. Luego, se diluyó en forma separada la 

lipofectamina y distintas cantidades de miR-101b mimic (25, 50, 75 y 100 pmoles) en 100 µL 

de optimen durante 5 min. Luego se formaron los liposomas al mezclar la lipofectamina y el 

miR-101b mimic durante 20 min a temperatura ambiente. Los 200 µL de liposomas fueron 
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agregados gota a gota a los cultivos y fueron incubados durante 4 h a 37°C en estufa de 

cultivo. Al cabo de este período, se reemplazó el medio con DMEN fresco. El efecto de la 

ganancia de función de miR-101b fue evaluado 48 h posterior a la transfección por medio de 

WB.  

 Para experimentos de IF, se utilizó el mismo procedimiento ajustando los volúmenes 

para cultivos crecidos sobre cubreobjetos en multiplaca de 24 pocillos. Además se adicionó a 

los liposomas un plásmido que incluye la secuencia de la proteína fluorescente verde (GFP; 

0,5 µg por pocillo).  

3.10. Magnetofección de cultivos primarios de neuronas hipocampales de rata 

 La magnetofección fue realizada de acuerdo a protocolos publicados previamente 

(Marchionni et al., 2009; Opazo et al., 2010) con algunas modificaciones. Brevemente, el 

medio de mantención de las neuronas de 12 DIV fue recuperado y almacenado en hielo. Las 

neuronas fueron lavadas en PBS 1X estéril y se adicionaron 400 µL de medio Neurobasal. En 

paralelo, se formaron complejos no covalentes entre las partículas magnéticas (1,75 µL, la 

mitad de los sugerido por el proveedor) y el material genético (0,8 µg de GFP más 75 pmoles 

de miR-101b mimic) en 100 µL de medio Neurobasal durante 20 min a temperatura ambiente. 

Las neuronas fueron incubadas con los complejos durante 15 min sobre una placa magnética y 

45 min adicionales sin la placa magnética en estufa de cultivo. Finalmente, los complejos 

fueron reemplazados por el medio de cultivo recuperado previamente. El efecto de la 

magnetofección con miR-101b/GFP fue evaluado 48 h después por IF. 
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3.11. Extracción, cuantificación y análisis de Proteínas mediante Western Blot 

Posterior al estímulo con rWnt-5a los cultivos hipocampales fueron lavados con PBS 

Ca+2Mg+2 en hielo y luego lisados con 150 µL de tampón de lisis RIPA (TRIS Cl 50 mM, 

NaCl 150 mM, dioxicolato de sodio al 0,5% y SDS al 0,1%) suplementado con inhibidores de 

proteasa y fosfatasas (Na3VO4 1mM, NaF 50 mM, Na2PO7 300 µM). Después de 20 min en 

tampón de lisis y disrupción mecánica el lisado fue centrifugado por 10 min a 14.000 rpm a 

4°C y el pellet fue descartado. Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su 

cuantificación y preparación para WB. 

Para la detección colorimétrica y cuantificación de proteína total, se utilizó un sistema 

comercial que se basa en el método del ácido bicinconínico (BCA) el cual es compatible con 

muestras que contienen detergente. 1 µL de cada muestra fue mezclado con 200 µL de los 

reactivos incluidos en el sistema comercial y 150 de H2O en pocillos de 0,32 cm2 y se permitió 

el desarrollo de color durante 30 min a 37°C. En paralelo se realizó en la misma placa de 96 

pocillos una curva de calibración con distintas concentraciones de BSA (desde 0.5 µg hasta 

4µg). La concentración fue estimada en un lector de placas de Elisa a una longitud de onda de 

550 nm. El rendimiento promedio de las extracciones fue de aproximadamente 1 µg/µL por 

muestra. 

Entre 10 a 20 µg de proteína fueron resueltos en geles de poliacrilamida de 1,5 mm de 

espesor al 10% en condiciones denaturantes, para su posterior electrotransferencia a 

membranas de PVDF previamente activadas en metanol. Además se utilizó un estándar de 

peso molecular para la determinación del peso de la proteína de interés. Luego, las membranas 

fueron bloqueadas en PBS1X suplementado con BSA al 5% durante 1 h a temperatura 
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ambiente. Las proteínas fueron visualizadas mediante inmunodetección usando los anticuerpos 

primarios descritos en la tabla I. Los anticuerpos primarios fueron diluidos en solución de 

bloqueo e incubados toda la noche a 4°C. Luego de varios lavados en PBS1X suplementado 

con Tween 20 al 0,05%, las membranas fueron incubadas con anticuerpos secundarios 

conjugados a HRP durante 1 h a temperatura ambiente. La detección de la proteína de interés 

se realizó mediante una reacción quimioluminiscente y autoradiografía en películas 

fotográficas. El análisis densitométrico de imágenes digitalizadas de las películas reveladas se 

realizó mediante el plug in gel analyzer incluído en el Programa Image J (US National 

Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, USA). Los niveles de expresión fueron expresados 

como la razón de la intensidad de la banda proteína de interés respecto a la proteína de 

expresión constitutiva, GAPDH. 

3.12. Estudios de Inmunofluorescencia 

Posterior al estímulo con rWnt-5a los cultivos hipocampales fueron lavados con PBS 

Ca+2Mg+2 en hielo y luego fijados en una solución fría de paraformaldehído-sacarosa al 4% 

durante 20 min a 4°C. Posteriormente, las células fueron permeabilizadas en PBS1X- Triton-

X100 al 0,2% durante 5 min a temperatura ambiente y luego bloqueadas con una solución de 

BSA al 1% en PBS Ca+2Mg+2 durante 1 h, también a temperatura ambiente. Las células fueron 

incubadas con 20 µL de anticuerpo primario (tabla I) durante toda la noche a 4°C, en la 

modalidad de cubreobjeto invertido en cámara húmeda. Luego de varios lavados, las células 

fueron incubadas con el anticuerpo secundario respectivo (tabla I) durante 1 h a 37°C y 

protegidos de la luz. Finalmente los cubreobjetos fueron montados en un portaobjeto mediante 

el uso de la solución de montaje Fluoromont G durante toda la noche a temperatura ambiente. 
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3.13. Microscopia Confocal y análisis de imágenes 

 Las imágenes fueron adquiridas en un microscopio de fluorescencia confocal Olympus 

LSM fluoview 1000 de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Católica de 

Chile. Para el análisis de células individuales se tomaron imágenes a un aumento de lente 

objetivo de 60X con apertura numérica de 1,4 en presencia de aceite de inmersión. 

El análisis de agregados de proteínas (clusters) se realizó utilizando el plug-in analyze 

particles del programa Image J sobre imágenes binarizadas y con reducción de ruido de fondo 

(background). El límite de rango de tamaño establecido para los agregados fue de 0.04-1 µm2 

de acuerdo a trabajos previos (Farías et al., 2009). Se adquirieron imágenes de 10 campos para 

cada condición experimental, de tres experimentos independientes. Cada campo contiene los 

procesos de una neurona única, se seleccionan tres neuritas de cada neurona. El programa 

informa número de partículas (el cual fue normalizado por el largo de la dendrita en µm), área 

promedio e intensidad de fluorescencia de las partículas. 

Para análisis referentes a espinas dendríticas de neuronas transfectadas con GFP, se 

adquirieron imágenes a lo largo del eje z cada 0,25 µm (11 a 18 fotos por neurona) con el fin 

de obtener toda la información estructural. Estas imágenes fueron integradas en una 

proyección de máxima intensidad de fluorescencia y luego deconvolucionadas usando un 

algoritmo de deconvolución en ciego (adaptive blind) del programa AutoQuant X3 (Media 

Cybernetics. Rockville, MD, USA). Las imágenes deconvolucionadas fueron exportadas al 

programa Imaris (Versión 7.4.2, Bitplane. Saint Paul, MN, USA) para la reconstrucción de 

imágenes en 3D y el análisis de densidad de espinas dendríticas. Este programa permite 
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realizar una detección semiautomática de las estructuras, definiendo dendritas y protrusiones, 

así como el largo de estas. 

3.14. Análisis estadístico 

Los resultados se muestran como la media ± error estándar de al menos tres 

experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó utilizando el programa Prism 5 

(GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA) aplicando la prueba Mann-Whitney U-test ó 

ANOVA de una vía, seguido del post-test Bonferroni, según corresponda. Un valor de p<0.05 

fue considerado estadísticamente significativo. 

  



36 

 

4. RESULTADOS 

4.1.Análisis de expresión de miRNAs en neuronas hipocampales en cultivo, en 

respuesta al tratamiento con Foxy-5 

Cultivos de neuronas hipocampales de rata, de 14 DIV fueron tratados con Foxy-5 (50 

µM) o un péptido control (50 µM) durante 1 hora (n=3). Posteriormente, se realizó una 

extracción de RNA total y un posterior enriquecimiento en RNAs pequeños (<200 nt) con el 

fin de disminuir los falsos positivos que pueden generar los precursores de mayor tamaño. La 

cuantificación por espectrofotometría determinó una concentración promedio de 12,2 ng/µL 

en 100 µL de eluído. Este rendimiento no permitía utilizar la cantidad mínima de RNAs 

pequeños recomendada por el proveedor para la obtención del cDNA (100 ng). Por este 

motivo se realizó un proceso de liofilización de las muestras con el fin de concentrarlas en un 

volumen final de 10 µL. Este procedimiento concentró las muestras hasta 45.1 ng/µL en 

promedio (3.7 veces) sin afectar los parámetros de calidad de la muestra como la integridad de 

las bandas observadas en geles de acrilamida al 15% y la razón A260/A280 y (Figura. 3A y 

Anexo 1). 

Las muestras tratadas y control, que cumplían con buenos estándares de calidad, fueron 

utilizadas para evaluar la expresión de miRNAs por medio de PCR array. Se realizó una 

reacción de RT-PCR, en la cual se poliadenilaron los miRNAs y luego se convirtieron a cDNA 

usando un primer universal oligo dT. Este templado fue utilizado para realizar un PCR en 

tiempo real, usando SYBRgreen como fluoróforo reportero. El master mix fue alicuotado en 

placas de 96 pocillos los cuales se dividen en un set de primers específicos para miRNAs, 

genes de expresión constitutiva y controles internos de calidad del PCR, se analizaron 3 placas 
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para un total de 264 miRNAs. Luego del PCR en tiempo real se realizó una curva de 

disociación (melting curve) la que como se esperaba, generó en todas las reacciones un 

producto único observable a temperaturas superiores a 70°C (Anexo 2). Otro control de 

calidad de la reacción de PCR corresponde al valor Ct esperado para el promedio del control 

positivo el cual debe ser 20 ± 2. El valor obtenido fue de 18,29 ±0,06 demostrando la 

idoneidad de la reacción de PCR. Cabe mencionar, que este valor fue calculado al ajustar 

manualmente el valor umbral de acuerdo a las instrucciones del proveedor. 

Los valores Ct obtenidos, fueron analizados con la plataforma on line de Qiagen, PCR Array 

Data Analysis Web Portal, la cual normaliza los resultados respecto a los valores Ct de los 

genes de expresión constitutiva. De los 264 miRNA evaluados, un 8% no fue detectado, vale 

decir el valor Ct fue superior a 35 ciclos tanto en la muestras tratadas con Foxy5 así como en 

las muestras control (Figura 3B, grupo verde). Un 37% fue detectado en niveles bajos (Ct > 30 

ciclos) en ambas muestras (Figura 3B, grupo gris). Un 27% fue detectado en forma abundante, 

es decir sus valores Ct fueron menores a 30 ciclos en ambas muestras (Figura 3B, grupo 

celeste) y finalmente el 28% restante correspondió a miRNAs que se detectaron 

abundantemente en una de las condiciones experimentales y en la otra condición su detección 

fue baja (Figura 3B grupo rojo). De acuerdo a las instrucciones del proveedor, para el cálculo 

de la variación en la expresión de miRNAs tratados con Foxy-5 respecto a la situación control, 

se consideraron solo los miRNAs detectados en forma abundante en al menos una de las 

muestras (grupos celeste y rojo en Figura 3B). Así, se determinaron cambios significativos en 

34 miRNAs (p<0.05) de los cuales 3 aumentaron su expresión (miR-24, -146b and -153) y 31 

disminuyeron su expresión (Figura. 3C).  
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Fig. 3. Foxy-5 regula la expresión de miRNAs en neuronas hipocampales en 
cultivo. A. Análisis en gel denaturante de acrilamida al 15% de muestras enriquecidas 
en RNAs pequeños (<200nt), post-liofilización (1 µg por carril). B. Porcentajes de 
expresión de los 263 miRNAs analizados en este estudio. Verde, corresponde a 
miRNAs no detectados. Gris, expresión baja. Celeste, expresión alta y Rojo, expresión 
alta en una de las muestras, control o tratadas. C. Cambios en la expresión de miRNAs 
de neuronas hipocampales de 14 DIV tratadas por 1 h con 50 µM de Foxy-5 (p<0.05, n 
= 3). Entre los 34 miRNAs regulados por el péptido mimético de Wnt-5a, destaca miR-
101b como el más afectado. 



39 

 

4.2. Determinación de Funciones Biológicas de los miRNAs regulados por Foxy-5 

Con el fin de comprender el rol de los miRNAs regulados por el tratamiento con Foxy-

5, realizamos un análisis in silico, mediante herramientas que son capaces de predecir los 

posibles blancos de estos miRNAs así como su participación en diversos procesos biológicos 

(Figura 4A). Este análisis es importante, primero porque permite evaluar el posible impacto 

funcional de la modulación global de muchos miRNAs, los cuales tienden a funcionar en 

forma cooperativa. De este modo, es esperable que las funciones biológicas posiblemente 

afectadas por este conjunto de miRNAs, coincida con aquellos procesos en los cuales Wnt-5a 

ha sido previamente vinculado. En segundo término, la predicción genera una lista de posibles 

blancos que estudiados individualmente, puedan explicar parte del mecanismo que subyace a 

los efectos sinápticos de Wnt-5a. 

Usando el programa en línea TargetScan, obtuvimos un total de 3.703 posibles blancos 

de los miRNAs modulados por Foxy-5. De estos, 946 corresponden potenciales genes blancos 

de miRNAs aumentados y 2757 a potenciales genes blancos de miRNAs disminuidos en 

nuestras condiciones experimentales (Figura 4 B y C). Para entender el significado funcional 

de estos blancos, utilizamos el programa en línea Diana miRpath, el cual identifica procesos 

biológicos rio abajo de los miRNAs modulados. Dentro de los 15 procesos biológicos, más 

representados, tanto para miRNAs aumentados como disminuidos, se observa un 

enriquecimiento importante en vías relacionadas a varios tipos de cáncer (Figura 5), lo cual es 

consistente con el rol del ligando Wnt-5a en estas patologías (Kikuchi et al., 2012). 

Interesantemente, también se describen procesos biológicos relacionados a procesos de 

plasticidad sináptica, tales como la vía de las  
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Fig 4. Análisis bio-informático de los miRNAs modulados por Foxy-5. A. 
esquema de los programas on line utilizados para el análisis de blancos de miRNA 
y participación en procesos biológicos. B. Número de blancos predichos para los 3 
miRNA que aumentaron su expresión. C. Numero de blancos predichos para los 31 
miRNAs que disminuyeron su expresión. En negrita se destaca el número de 
blancos de miR-101b. 

A 

B 

C 
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Fig. 5. Predicción in silico de procesos biológicos regulados por Foxy-5 vía 
miRNAs. La figura muestra los 15 procesos biológicos inscritos en la base de datos 
de KEGG pathways con mayor enriquecimiento de blancos de los miRNAs 
disminuidos por el tratamiento con Foxy-5. 
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MAP quinasas, adhesión focal, la vía mTor, guía axonal, regulación del citoesqueleto de 

actina y la vía de señalización Wnt (Figura 5) reforzando la idea de que la modulación de 

miRNAs contribuye a los efectos sinápticos de Wnt-5a. 

4.3.Análisis y validación de blancos río abajo de la señalización Wnt 

 Para poder establecer una relación causal entre la señalización mediada por Wnt-5a y 

la acción de los miRNAs, es necesario establecer y estudiar la expresión de algunos de los 

blancos predichos in silico. Con este fin, establecimos arbitrariamente 2 criterios de elección: 

en primer término, acotamos la búsqueda a blancos de miR-101b, el miRNA que presentó la 

mayor variación en su expresión en presencia de Foxy5 (Figura 3B), este miRNA posee 383 

blancos, de los cuales 92 participan en procesos biológicos descritos en la base de datos KEEG 

pathways lo que acota el margen de búsqueda sustancialmente (Figura 4C). En segundo 

término, elegimos un blanco que previamente haya sido relacionado a procesos de plasticidad 

sináptica. 

En base a esta estrategia, elegimos a ROCK2 una proteína con un rol importante en la 

regulación de la estructura y función de las espinas dendríticas (Govek et al., 2005; Niisato et 

al., 2005; Rex et al., 2009; Zhou et al., 2009; Murakoshi et al., 2011) y además posee un 

puntaje de predicción muy favorable, en base a las características de la posible interacción 

entre la región semilla de miR-101b y el sitio de unión en el 3’UTR de su mRNA. Estas 

características incluyen tipo de hibridación (8mer, 7mer-m8, 7mer-1A, 3’comp, etc), 

contribución local de AU, la posición del sitio de unión dentro del 3’UTR, la estabilidad 

termodinámica del duplete miRNA-blanco (como función del contenido A+U en la secuencia 
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semilla) y la abundancia del sitio de unión dentro del conjunto de 3’UTR y el nivel de 

conservación del sitio entre el 3’UTR de distintas especies (Figura 6).  

Efectivamente, la predicción de la interacción entre miR-101b y el 3’UTR ROCK2 

posee un puntaje (Context score+) de -0,29 el cual es incluso mejor que el puntaje de varios 

pares miRNA:mRNA descritos y validados en la literatura. Por ejemplo, miR-181a un miRNA 

enriquecido en sinaptosomas y modulado por dopamina, regula la expresión de la subunidad 

del receptor de glutamato tipo AMPA, GluA2 en neuronas dopaminérgicas (Saba et al., 2012). 

La predicción por la cual los autores deciden evaluar y validar esta interacción arroja un 

puntaje de -0,08 lo que constituye un valor menos favorable al de miR-101b:ROCK2, pues 

mientras más bajo el valor, la predicción es más favorable (Garcia et al., 2011).  

Sin embargo, a pesar de las mejoras que se han realizado en los algoritmos para la 

identificación de blancos de miRNAs, existe una serie de factores que determinan una tasa de 

falsos positivos, que en el caso de TargetScan corresponde a un 22% aproximadamente 

(Hamzeiy et al., 2014). Si bien este valor es menor al de otros programas empleados para 

determinar blancos de miRNAs, este porcentaje exige una validación experimental. Para este 

fin, realizamos un experimento de ganancia de función de miR-101b en células HT22 con el 

fin de evaluar su efecto en la expresión de ROCK2 endógeno. Las células HT22 corresponden 

a una línea de neuronas hipocampales de ratón inmortalizadas. Estas células fueron elegidas 

pues el 3’UTR de ROCK2 de ratón es idéntico al de rata (Figura 6B, rno y mmu) y en 

consecuencia se espera que la predicción realizada usando como referencia el genoma de rata 

sea posible validarla en esta línea de ratón. 
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Fig. 6. ROCK2 es predicho in silico como un potencial blanco de miR-101b. A. 
Esquema del 3’UTR de ROCK2 de rata y la posición de posibles interacciones con 
miRNAs conservados. B. Complementariedad de secuencias entre la región semilla 
de miR-101b y el MRE de ROCK2. A la derecha se muestra la conservación del 
MRE en distintos mamíferos. C. Predicción de la regulación de miR-101b sobre 
ROCK2 en base a la contribución de distintos parámetros.  

A 

B 

C 
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Después de 48 h posterior a la transfección de miR-101b, se evaluó la expresión de 

ROCK2 por medio de WB. Como se observa en la figura 7, los niveles endógenos de ROCK2 

fueron disminuidos en forma dependiente de la concentración de miR-101b, indicando que la 

expresión de ROCK2 es controlada por este miRNA. 

 Para confirmar la eficacia de la acción del miR-101b mimic, analizamos los niveles de 

expresión de COX-2 (también conocida como prostaglandina-endoperóxido sintasa 2, PTGS2) 

una proteína blanco de miR-101b que previamente ha sido validada en varios modelos 

celulares incluido el neuronal (Strillacci et al., 2009; Vilardo et al., 2010; Hao et al., 2011; He 

et al., 2012). COX-2 posee en su 3’ UTR un sitio de unión a miR-101b muy similar al de 

ROCK2, vale decir corresponde a un sitio de 8-mer el cual es conservado entre los mamíferos 

y su puntaje de predicción es -0.19 (Figura 8), levemente menos favorable al de ROCK2 

(Figura 6). Como se esperaba, la ganancia de función de miR-101b en células HT22 generó 

una disminución significativa en los niveles de COX-2 en forma dependiente de la 

concentración de miR-101b (Figura. 9), consistente con la predicción in silico, lo reportado 

previamente en la literatura y confirmando además la eficacia del miR-101b mimic.  

La disminución en los niveles endógenos de ROCK2 producto de la ganancia de 

función de miR-101b, también fue observada mediante inmunofluorescencia en neuronas 

hipocampales de 14 DIV. Como se observa en la figura 10, la co-magnetofección de miR-

101b/GFP genera una disminución en la intensidad de fluorescencia de ROCK2 en 

comparación a neuronas magnetofectadas solo con GFP. 
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Fig. 7. Validación experimental de la regulación de miR-101b sobre ROCK2. 
A. Western Blot análisis de ROCK2 sobre muestras de células HT22 transfectadas 
por 48 h con miR-101b mimic ó miRNA mimic Negative Control (75 pmoles). B. 
Análisis densitométrico del WB descrito en A. (* p<0,05. n=4) 



47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

B 

A 

Fig. 8. COX-2 (PTGS2) es predicho in silico como un potencial blanco de miR-
101b. A. Esquema del 3’UTR de COX-2 de rata y la posición de posibles 
interacciones con miRNAs conservados. B. Complementariedad de secuencias entre 
la región semilla de miR-101b y el MRE de COX-2. A la derecha se muestra la 
conservación del MRE en distintos mamíferos. C. Predicción de la regulación de 
miR-101b sobre COX-2 en base a la contribución de distintos parámetros. 

C 
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Fig. 9. Validación experimental de la regulación de miR-101b sobre COX2. A. 
Western Blot análisis de COX2 sobre muestras de células HT22 transfectadas por 
48 h con miR-101b mimic miRNA ó miRNA mimic Negative Control (75 pmoles). 
B. Análisis densitómetrico del WB descrito en A. (* p<0,05. n=4) 
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Fig. 10. miR-101b disminuye la expresión de ROCK2 en neuronas hipocampales 
en cultivo. A. Imágenes representativas de neuronas magnetofectadas en 12 DIV y 
analizadas por inmunofluorescencia en 14 DIV. Panel superior. Neuronas 
transfectadas con miRNA control más un plasmidio codificante de GFP. Panel inferior. 
Neuronas transfectadas con un miR-101b mimético más un plasmidio codificante de 
GFP. En rojo se muestra la señal de ROCK2 y en verde la de GFP. La flecha muestra la 
neurona trasfectada que en caso de miR-101b, se observa una disminución en los 
niveles de ROCK2. B. Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de ROCK2 a 
nivel del soma. Mann–Whitney U-test. ** p<0.01. n=3. 
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4.4.Wnt-5a regula la expresión de ROCK2 en neuronas hipocampales 

 Luego de verificar que miR-101b es capaz de regular la expresión de ROCK2, 

decidimos evaluar si la disminución observada de miR-101b mediada por el péptido mimético 

de Wnt-5a, resulta en un aumento en la expresión de sus blancos en neuronas hipocampales de 

rata en cultivo. Para este fin realizamos estudios de WB en lisados de neuronas hipocampales 

de 14 DIV estimuladas por distintos tiempos con rWnt-5a (300 ng/mL). Como se observa en la 

Figura 11, la expresión de ROCK2 aumenta en forma dependiente del tiempo, siendo 

significativo luego de 60 min de estimulación. Esto es interesante considerando que coincide 

con el tiempo en el que se evaluó el cambio en la expresión de los miRNAs y se determinó la 

disminución de miR-101b. 

Para determinar si el cambio en la expresión de ROCK22 es dependiente de un efecto 

transcripcional, evaluamos los niveles de mRNA de ROCK2 en neuronas tratadas por 1 hora 

con rWnt-5a por medio de RT-qPCR en tiempo real. El análisis no mostro cambios 

significativos en los niveles de mRNA de COX-2 (Figura 11C), sugiriendo que el aumento en 

los niveles proteicos, es dependiente de mecanismos post-transcripcionales, lo que es 

consistente con un aumento en la traducción mediante la disminución en la represión 

traduccional mediada por miR-101b. 

En forma complementaria, evaluamos el cambio en la expresión de ROCK2 mediante 

inmunofluorescencia en neuronas hipocampales tratadas durante 1 h con rWnt-5a. Al igual 

que en los ensayos de WB, luego de 1 h de estimulación, observamos un aumento significativo 

en la intensidad de fluorescencia de ROCK2 a nivel del soma sin embargo la expresión de la 

proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP2) no se vio afectada (Figura 12). Se usó MAP2  
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Fig. 11. Wnt-5a regula la expresión de ROCK2 mediante un mecanismo post-
transcripcional en neuronas hipocampales. A. Análisis de Western Blot de 
ROCK2 en neuronas hipocampales de 14 DIV tratadas con rWnt-5A (300 ng/mL) 
por distintos tiempos. B. Análisis densitometrico del WB mostrado en A. One-way 
ANOVA, seguido de Bonferroni’s post-test. * p<0.05. n=5. C. Análisis de la 
expresión del mRNA de ROCK2 por medio de real-time PCR en neuronas tratadas 
con rWnt-5a. Los resultados están normalizados a la expresión del mRNA de 
GAPDH. Mann–Whitney U-test. NS: no significativo.  n=3. 
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Fig. 12. Wnt-5a regula la expresión y el clustering de ROCK2. A. Análisis 
de inmunofluorescencia de ROCK2 en neuronas hipocampales en cultivo. 
Panel superior. Imagen representativa de neuronas control de 14 DIV. Panel 
inferior . Imagen representativa de neuronas tratadas con rWnt-5a (300 ng/mL) 
por 1 h en 14 DIV. (ROCK2: verde, MAP2: rojo, Merge: amarillo. La barra de 
escala corresponde a 20 µm). B. Magnificación de las dendritas marcadas con el 
cuadro amarillo en A. los clusters de ROCK2 se muestran en amarillo al sobre 
imponer una imagen binaria sobre la imagen original. (La barra de escala 
corresponde a 2 µm). C. Cuantificación de la intensidad de fluorescencia 
promedio de ROCK2 a nivel del soma. Mann–Whitney U-test. *p<0,05. n=4. D. 
Cuantificación de la densidad de clusters de ROCK2 (número de clusters/µm). 
Mann–Whitney U-test. **p<0,01. n=4. 
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como referencia por marcar la estructura neuronal y además porque no es blanco de los 

miRNAs regulados por el péptido mimético de Wnt-5a. A nivel dendrítico, la señal de ROCK2 

se encuentra principalmente localizada en el shaft y es posible distinguir algunos clusters 

(Figura 12). Luego del tratamiento con rWnt-5a, se observó un aumento significativo en el 

número de clusters de ROCK2, así como en la intensidad de la fluorescencia, lo que es 

consistente con un aumento en la expresión de la proteína. El área promedio de los clusters de 

ROCK2 no fue significativamente alterado. 

4.5. Wnt-5a regula la expresión de COX-2 en neuronas hipocampales 

 En la misma lógica de los experimentos realizados en células HT22, analizamos el 

efecto de Wnt-5a sobre la expresión de COX-2 en neuronas hipocampales, considerando que 

COX-2 es un blanco de miR-101b, previamente validado. Análisis de inmunofluorescencia y 

microscopia confocal demostraron que el tratamiento con rWnt-5a es capaz de inducir la 

expresión de COX-2. La localización de COX-2 en condiciones basales fue detectada 

principalmente en el núcleo lo que es consistente con la localización descrita previamente en 

neuronas corticales, donde mediante microscopia electrónica e immunogold, se determinó su 

localización a nivel de la superficie luminal de la membrana nuclear (Lee et al., 2006). 

Además se identifica una señal más débil a nivel citosólico (Figura 13A, panel superior). El 

tratamiento con rWnt-5a generó un aumento significativo en la intensidad de fluorescencia de 

COX2, la cual que se distribuye por todo el compartimiento somatodendrítico (Figura 13A y 

B). 

Para determinar si el cambio en la expresión de COX-2 es dependiente de un efecto 

transcripcional, evaluamos los niveles de mRNA de COX-2 en neuronas tratadas por 1 hora  
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Fig. 13. Wnt-5a regula la expresión de COX-2 por medio de un mecanismo post-
transcripcional. A. Análisis de inmunofluorescencia de COX-2 en neuronas 
hipocampales en cultivo. Panel superior. Imagen representativa de neuronas control 
de 14 DIV. Panel inferior. Imagen representativa de neuronas tratadas con rWnt-5ª 
(300 ng/mL) por 1 h en 14 DIV. (COX-2: azul, βIII- tubulina: verde, Merge: celeste. 
La barra de escala corresponde a 20 µm). B. Cuantificación de la intensidad de 
fluorescencia promedio de COX-2 a nivel del soma. Mann–Whitney U-test. 
**p<0.01. n=4. C. Análisis de la expresión del mRNA de COX-2 por medio de real-
time PCR en neuronas tratadas con rWnt-5a. Los resultados están normalizados a la 
expresión del mRNA de GAPDH. Mann–Whitney U-test. NS: no significativo.  n=3. 
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con rWnt-5a por medio de RT-qPCR en tiempo real. El análisis no mostro cambios 

significativos en los niveles de mRNA de COX-2 (Figura 13C), sugiriendo que el aumento en 

los niveles proteicos, es dependiente de mecanismos post-transcripcionales, lo que es 

consistente con un aumento en la traducción mediante la disminución en la represión 

traduccional mediada por miR-101b. 

4.6. Wnt-5a activa a ROCK2 en neuronas hipocampales 

 ROCK2 es una quinasa que genera cambios en el citoesqueleto por medio de la 

fosforilación de diversos sustratos. En ese sentido, decidimos evaluar si el tratamiento con 

rWnt-5a, además de generar un aumento en su expresión, también induce su actividad. Para 

este fin medimos el nivel de fosforilación de un blanco ampliamente usado para determinar la 

actividad de ROCK2, principalmente porque el residuo T853 de MYPT parece ser 

exclusivamente fosforilado por esta quinasa (Grassie et al., 2011). El tratamiento con rWnt-5a 

generó un aumento significativo en los niveles de fosforilación de MYPT, alcanzando su 

máximo nivel a los 15 min, para luego retornar a niveles basales (Figura 14) indicando que 

Wnt-5a es capaz de activar rápida y transientemente a ROCK2. Esta cinética de fosforilación 

es similar a la que Wnt-5a induce en CaMKII (Figura 14) durante la activación de la vía 

Wnt/Ca+2. 

4.7.miR-101b participa en la regulación de la morfología de las espinas dendríticas 

inducidas por Wnt-5a 

 Trabajos previos de nuestro laboratorio han determinado que el tratamiento con Wnt-

5a induce un aumento en la densidad de espinas dendríticas en neuronas hipocampales de 14 

DIV (Varela-Nallar et al., 2010). Con el fin de determinar si la disminución de miR-101b  
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Fig. 14. Wnt-5A modula los niveles de fosforilación de MYPT sugiriendo un 
incremento en la actividad de ROCK2. A. Análisis de WB de pMYPT y 
pCaMKII en neuronas hipocampales de 14 DIV tratadas con rWnt-5a (300 ng/mL) 
en distintos tiempos. B. Análisis densitómetrico de los WB mostrados en A. One-
way ANOVA, seguido de Bonferroni’s post-test. * p<0.05 respecto al control 
tiempo 0, barra blanca. # p<0.05 respecto al control tiempo 0, barra negra. n=4 y 5 
respectivamente. 
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inducida por Wnt-5a es necesaria para este efecto, realizamos experimentos de ganancia de 

función de miR-101b en neuronas hipocampales en cultivo. Para este fin, utilizamos 

Magnetofección pues ofrece una mayor eficiencia de transfección en neuronas en cultivo de 

más de 10 DIV y además un menor impacto en la morfología neuronal comparado con la 

transfección con lipofectamina. Las neuronas fueron magnetofectadas en 12 DIV y los efectos 

de la ganancia de función fueron evaluados 48 h después. Para identificar las neuronas que 

incorporaron el miRNA mimic o el miRNA control, co-transfectamos con un plasmidio que 

expresa GFP como ha sido reportado previamente (Codocedo et al., 2012; M Vargas et al., 

2014).  

Como se esperaba, el tratamiento por 1 h con rWnt-5a generó un aumento significativo 

en la densidad de las espinas dendríticas, sin afectar significativamente el largo promedio de 

dichos procesos (Figura 15 A y C). La ganancia de función durante 2 días de miR-101b, no 

género cambios significativos en la densidad de las espinas dendríticas ni el largo de las 

mismas, sugiriendo que el aumento en sus niveles no afecta la estructura sináptica al menos en 

la ventana de tiempo observada. Inesperadamente, la ganancia de función de miR-101b 

tampoco afecta el aumento en la densidad de las espinas dendríticas mediado por la 

estimulación de rWnt-5a sugiriendo que la disminución en los niveles de miR-101b, mediados 

por Wnt-5a no son necesarios para la inducción de nuevas espinas. Sin embargo, en neuronas 

con ganancia de función de miR-101b se observó un aumento significativo en el largo de las 

protrusiones posterior al tratamiento con rWnt-5a (Figura. 15 A y C), lo que sugiere que miR-

101b participaría en el control de la morfología de las espinas y en consecuencia asociado a 

procesos de maduración sináptica. 
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Fig. 15. Wnt-5a aumenta la densidad de las espinas dendríticas y miR-101b 
participa en el control morfológico de las espinas inducidas. A. Imágenes 
representativas de las dendritas de neuronas magnetofectadas con GFP+miR control o 
GFP+miR-101b en 12 DIV y fijadas en 14DIV. Panel superior: sin tratamiento. Panel 
inferior: tratadas con rWnt-5A (300 ng/mL) por 1 h. B. Cuantificación de la densidad 
de espinas dendríticas (número de espinas/10µm). C. Cuantificación del largo de las 
espinas (µm). One-way ANOVA, seguido de Bonferroni’s post-test. * p<0,05 respecto 
al control. # p<0,05 respecto a miR-101b. n=4. 
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5. Discusión 

 Wnt-5a es un factor sinaptogénico cuya expresión se ve aumentada durante el 

desarrollo y en consecuencia se ha sugerido que puede participar en procesos de mantención y 

función sináptica el sistema nervioso adulto (Inestrosa and Arenas, 2010). Estudios realizados 

en neuronas hipocampales han demostrado que Wnt-5a aumenta la densidad de las espinas 

dendríticas (Varela-Nallar et al., 2010), incrementa el tráfico de proteínas sinápticas (Farías et 

al., 2009; Cuitino et al., 2010) y modula la amplitud de la LTP en rebanadas de hipocampo 

(Cerpa et al., 2011; Vargas et al., 2014) en forma similar a la acción de otros factores 

sinaptogénicos como las neurotrofinas (Poo, 2001). Estudios recientes han determinado que 

los factores sinaptogénicos inducen cambios en la estructura y función sináptica por medio de 

la activación de diversas vías de señalización, incluyendo cambios en la expresión o actividad 

de varios miRNAs los que a su vez contribuyen a la mantención y consolidación de los 

cambios sinápticos (Chiu et al., 2014). Por ejemplo, en el caso de BDNF, el incremento en el 

volumen de las espinas dendríticas de neuronas hipocampales de rata son dependientes de la 

activación de la vía TrkB/mTOR, la cual por medio de un mecanismo aun no descrito regula la 

expresión de miR-134. Este miRNA regula a su vez la traducción de LIMK1 (LIM domain 

kinase 1) (Schratt et al., 2006), un importante mediador de la dinámica del citoesqueleto de 

actina. 

 En este trabajo, nosotros evaluamos la hipótesis que apunta a que el tratamiento con 

Wnt-5a genera cambios en los miRNAs neuronales y que esta modulación contribuye a los 

efectos post-sinápticos de este ligando. Para este fin utilizamos cultivos primarios de neuronas 

hipocampales con un muy bajo contenido glial, pues una serie de reportes previos señalan que 
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frente a un mismo estímulo, algunos miRNAs responden en forma distinta en neuronas y glía 

(Ziu et al., 2011; Jovičić et al., 2013). Los cultivos  neuronales de 14 DIV fueron tratados con 

Foxy-5, un hexapéptido formilado, ampliamente utilizado para la reproducción de los efectos 

biológicos de Wnt-5a (Säfholm et al., 2006, 2008; Jenei et al., 2009; Romanowska et al., 

2009). Del mismo modo, trabajos recientes han demostrado que Foxy-5 reproduce los efectos 

del ligando Wnt-5a en neuronas hipocampales, tanto en cultivo como in vivo (Farías et al., 

2009; Cuitino et al., 2010; Varela-Nallar et al., 2012; Vargas et al., 2014). 

5.1.Wnt-5a regula la expresión de miRNAs en neuronas hipocampales 

En nuestras condiciones experimentales, el perfil de miRNAs obtenidos es coincidente 

con mediciones de miRNAs previamente realizadas en el hipocampo por otros grupos de 

investigación. Por ejemplo, miR-9 fue detectado con un valor Ct promedio de 22,64 lo cual es 

consistente con los reportes que señalan que miR-9 es uno de los miRNAs más 

abundantemente expresado en el sistema nervioso central (Coolen et al., 2013) y lo mismo es 

observado para el resto de los miRNAs detectados en forma abundante. En el mismo sentido, 

el grupo de miRNAs no detectado que representan el 8% del total analizado (Figura 3B y 

Anexo 3), tampoco fue detectado en neuronas hipocampales mediante secuenciación masiva 

(Zovoilis et al., 2011) demostrando la consistencia de la detección realizada por medio de PCR 

array. 

La incubación por 1 h con el péptido mimético de Wnt-5a, generó un cambio 

significativo en más de 30 miRNAs. Esto significa que la activación de las distintas vías de 

señalización rio abajo de Wnt-5a, rápidamente controlan tanto la expresión como el 

decaimiento (decay) de una serie de miRNAs neuronales, lo cual es absolutamente consistente 
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con su rol en la remodelación sináptica y con la actividad de otros factores sinaptogénicos. Por 

ejemplo, en neuronas hipocampales de rata, el tratamiento con dopamina aumenta en una hora 

de tratamiento la expresión de miR-181a como parte del mecanismo de plasticidad sináptica 

subyacente al control motivacional inducido por dopamina (Saba et al., 2012). Otro ejemplo 

interesante demostró que el tratamiento con serotonina disminuye en menos de una hora los 

niveles de miR-124 y -184 en neuronas sensoriales de Aplysia Califórnica, como parte del 

mecanismo responsable de la transición de memoria de corta a larga duración (Rajasethupathy 

et al., 2009). 

Efectivamente, el metabolismo de los miRNAs en el sistema nervioso es bastante más 

rápido que en otros sistemas o tejidos. Un estudio realizado en retina de rata demostró que el 

cambio en las condiciones lumínicas genera cambios importantes en la expresión de varios 

miRNAs de los fotoreceptores en tan solo media hora (Krol et al., 2010a). Una profundización 

de estos hallazgos demostró que este rápido metabolismo también es observado en neuronas 

hipocampales de 15 DIV tratadas con glutamato (Krol et al., 2010a). Otro grupo determinó 

que la vida media de miRNAs enriquecidos en el cerebro, era de 1-3.5 h (Sethi and Lukiw, 

2009) lo que contrasta con la situación en células no neuronales en las cuales los miRNAs, 

poseen en general un recambio muy lento con vidas medias que se extienden más allá de las 

24 h (Gatfield et al., 2009).  

Si bien la mayoría de los miRNAs regulados tras la activación de la vía Wnt, muestra 

una disminución en sus niveles, tres miRNAs aumentaron significativamente su expresión 

sugiriendo que el metabolismo estos dos grupos de miRNAs poseen distintos elementos de 

respuesta a Wnt. 
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Con el fin de entender el rol biológico de los miRNAs regulados por Wnt-5a, 

utilizamos herramientas bioinformáticas que permiten predecir sus mRNAs blancos así como 

su posible participación en diversos procesos biológicos. Este análisis determinó un 

enriquecimiento en procesos biológicos asociados a cáncer (Figura 5). Esto es importante, 

pues Wnt-5a ha sido relacionado al desarrollo y malignidad de varios tipos de cáncer; por 

ejemplo, Wnt-5a se encuentra aumentado en melanoma (Dissanayake et al., 2007), cáncer 

colorectal (Bakker et al., 2013), de páncreas (Bo et al., 2013), de pulmón (Wright et al., 2009; 

Huang et al., 2010b), de riñón (Wright et al., 2009) y gliomas (Yu et al., 2007; Kamino et al., 

2011). La única excepción a esta correlación es la leucemia mieloide en la cual Wnt-5a se 

encuentra disminuida y se ha descrito una función como supresor de tumor (Deng et al., 2011). 

En consecuencia, esta correlación permite validar la predicción in silico de los blancos de 

miRNAs regulados por Wnt-5a, pues existe una asociación directa con funciones biológicas en 

las cuales Wnt-5a tiene un rol preponderante. Por otro lado, el enriquecimiento de blancos en 

diversos procesos biológicos, también arroja algunas vías con una clara relación en procesos 

de plasticidad sináptica, como  MAP quinasas, adhesión focal, la vía mTor, guía axonal, 

regulación del citoesqueleto de actina y la vía de señalización Wnt, lo cual es absolutamente 

consistente con nuestra hipótesis de trabajo. 

5.2. miR-101b como posible efector de Wnt-5a 

De los miRNAs regulados luego del tratamiento con el péptido mimético de Wnt-5a, el 

que más veces disminuyó su expresión fue miR-101b. Este miRNA, ha sido ampliamente 

estudiado por su rol como supresor tumoral en varios tipos de cáncer (Strillacci et al., 2009; 

Hao et al., 2011; He et al., 2012). Resulta interesante constatar que así como Wnt-5a se 
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encuentra aumentado en varios tipos de cáncer, los niveles de miR-101b se encuentran muy 

disminuidos. El mismo fenómeno es observable en enfermedades neurodegenerativas como la 

enfermedad de Alzheimer, en donde los niveles de miR-101b se encuentran reducidos (Hébert 

et al., 2008; Nunez-Iglesias et al., 2010; Wang et al., 2011), pero los de Wnt-5a aumentados 

(Li et al., 2011). Esta reducción observada en Alzheimer, ha sido vinculada al aumento en los 

niveles de APP (Amyloid precursor protein) el cual ha sido validado experimentalmente como 

un blanco de miR-101b (Vilardo et al., 2010; Long and Lahiri, 2011; Barbato et al., 2014). 

Otros blancos validados de miR-101b, vinculados a patologías del SNC son ataxina 1 (Lee et 

al., 2008) y la proteína FMR1 (Fragile X Mental Retardation gene 1) (Zongaro et al., 2013) lo 

que sugiere que el control de su expresión es importante para la mantención de la homeostasis 

neuronal. 

Por otro lado, miR-101b también tiene el potencial de participar en la modulación de 

procesos sinápticos, pues un estudio previo realizado por el grupo de Kosik, determinó que 

miR-101b es un miRNA enriquecido en el hipocampo de rata y que se encontraba en 

cantidades similares tanto en el soma como en las neuritas (Kye et al., 2007). Estudios 

posteriores usando sinaptosomas demostraron que miR-101b se encuentra presente en la 

región post-sináptica (Zongaro et al., 2013). 

Por estas razones estudiamos si la disminución en los niveles de miR-101b y en 

consecuencia la modulación de sus posibles blancos, son parte del mecanismo por el cual 

Wnt-5a es capaz de modular la región post-sináptica. 
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5.3. ROCK2 es un blanco de miR-101b 

La mejor forma de comprender la función de un miRNA es identificar los blancos que 

regula. Esta identificación es compleja, pues las herramientas de predicción computacionales, 

generan listas enormes. Sin embargo, dentro de estas listas existen predicciones de mayor y 

menor probabilidad, las cuales en el caso del software TargerScan son dependientes de un 

gran número de factores que incluyen desde la estabilidad termodinámica de la interacción 

miRNA-mRNA hasta su conservación en mamíferos. De este modo, es posible descartar un 

gran número de posibles blancos, no obstante las listas siguen siendo de un tamaño 

considerable. En consecuencia, es necesario establecer algunos criterios que permitan una 

elección práctica y funcional a la hipótesis planteada. El primer criterio implica estudiar 

blancos que no hayan sido previamente validados. Esto tiene que ver con realizar un aporte 

novedoso y no simplemente una verificación de lo planteado previamente en la literatura. En 

ese sentido, descartamos a ataxina1, APP, FMR1 y al factor de transcripción EZH2 (Histone-

lysine N-methyltransferase) (Smits et al., 2010) pues una serie de trabajos ha demostrado 

experimentalmente que son un blanco de miR-101b. Sin perjuicio de lo anterior, verificar el 

efecto de la modulación de miR-101b sobre un blanco previamente descrito, ofrece la 

oportunidad de usarlo como control positivo y por este motivo realizamos mediciones de 

COX-2 el cual ha sido descrito como blanco de miR-101b en varios modelos celulares 

(Strillacci et al., 2009; Hao et al., 2011; He et al., 2012) incluido el de neuronas hipocampales 

(Vilardo et al., 2010). Finalmente, decidimos evaluar un blanco de miR-101b con el potencial 

de regular procesos de plasticidad sináptica, la cual como es conocido es altamente 

dependiente de la dinámica del citoesqueleto de actina. 
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ROCK2 posee un sitio de unión a miR-101b altamente conservado y además participa 

en prácticamente todos los procesos biológicos relevantes a procesos de plasticidad sináptica 

(Anexo 4A). Su vinculación a dichos procesos biológicos tiene que ver con el gran número de 

sustratos descritos en diversos sistemas, muchos de los cuales participan en el control del 

citoesqueleto de actina y en consecuencia de la morfología celular (Anexo 4B). 

 Las proteínas ROCK son una familia de serina/treonina quinasas de ~160 KDa. Se han 

descritos dos isoformas: ROCK1 (también conocida como ROKβ o p160ROCK) y ROCK2 

(también conocida como ROKα o Rho quinasa) las cuales poseen un 65% de identidad en su 

secuencia aminoacídica y un 92% de identidad en sus dominios quinasa (Schofield and 

Bernard, 2013). Por este motivo, pocos estudios han demostrado roles distintivos para cada 

isoforma, sin embargo su expresión diferencial entre distintos tejidos  indica que pueden 

participar en distintos procesos biológicos. Ambas isoformas poseen el mismo sitio de unión a 

miR-101b, sugiriendo que este miRNA podría regular tanto a ROCK1 como a ROCK2, sin 

embargo, estudios previos mediante análisis de Northern y Western Blot han demostrado que 

la expresión de ROCK1 es especialmente abundante en testículos, hígado y pulmón mientras 

que la de ROCK2 es abundante en músculo y cerebro (Riento and Ridley, 2003). Consistente 

con estas observaciones, no fue posible detectar a ROCK1 en lisados de neuronas 

hipocampales en cultivo mediante WB, por lo que decidimos validar la posible represión 

traduccional de miR-101b solo sobre ROCK2. 

 El método más directo para la verificación de la función de un miRNA en particular, 

consiste en la transfección de células con miRNA miméticos o miRNA competitivos, para 

luego evaluar cuantitativamente los niveles de la proteína blanco (Witkos et al., 2011; Gäken 
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et al., 2012). Los miRNA miméticos, imitan la actividad de los miRNAs endógenos y pueden 

ser usados como dúplex tipo siRNA o vectores codificantes (Olejniczak et al., 2010). Para 

validar la represión traduccional de ROCK2, se utilizó un miRNA mimético que corresponde a 

un RNA pequeño doble hebra, pues la evidencia experimental ha demostrado que las 

cantidades de miRNA maduro generado a partir de estas especies son muy superiores a las 

generadas por vectores de expresión (Riley et al., 2012). En células HT22 la transfección con 

miR-101b mimético, generó una disminución en los niveles endógenos de ROCK2 en forma 

dosis dependiente, validando la predicción in silico y demostrando que miR-101b es capaz de 

controlar la expresión de ROCK2. Este fenómeno también fue observado para la proteína 

COX-2,  demostrando la efectividad del miRNA mimético utilizado. 

5.4. Wnt-5a modula la expresión y actividad de ROCK2 en neuronas hipocampales 

en cultivo 

 El efecto esperado de una disminución en los niveles de un miRNA en particular, es el 

aumento en los niveles proteicos de sus blancos. Considerando que Wnt-5a genera una 

disminución en los niveles de miR-101b, evaluamos el efecto de Wnt-5a sobre la expresión de 

ROCK2. Como esperábamos, se observó un aumento significativo en sus niveles de expresión. 

Este aumento fue evidente luego de una hora de estimulación con el ligando. Mediante análisis 

de inmunofluorescencia, además observamos que el aumento en los niveles de expresión 

ocurre tanto en el soma como en las dendritas. En el caso de ROCK2, se observa un aumento 

en el clustering dendrítico, lo que es consistente con un aumento detectado por WB, pero 

también podría reflejar un efecto a nivel del tráfico de la proteína, que pudiese translocar 

desde un pool citosólico hasta sitios discretos de señalización en la membrana celular. Esto es 
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consistente con reportes previos que indican que ROCK2 transloca a la membrana en células 

transfectadas con una forma constitutivamente activa de RhoA (Leung et al., 1995; Matsui et 

al., 1996) o cuando las células son tratadas con factores que activan RhoA (Sin et al., 1998; 

Royal et al., 2000). 

 Para evaluar si ROCK2 es parte del mecanismo de señalización de Wnt-5a en neuronas 

hipocampales de 14 DIV, medimos su nivel de activación mediante la fosforilación de una de 

sus proteínas blanco MYPT1. Como se observa en la figura 14, el tratamiento con Wnt-5a 

generó un aumento rápido y transitorio en el nivel de fosforilación de MYPT1 sugiriendo que 

Wnt-5a es capaz de activar a ROCK2. Como mencionamos previamente Wnt-5a señaliza 

principalmente mediante dos vías independientes de β-catenina, la vía PCP y la vías Wnt/Ca+2. 

Una de las ramas de la vía PCP involucra la activación de RhoA/ROCK, por medio de una 

proteína asociada a Dishevelled, Daam1 (Dishevelled-associated activator of morphogenesis 

1) la cual ha sido localizada en las sinapsis de neuronas hipocampales de 21 DIV (Salomon et 

al., 2008). A pesar de estas evidencias, no existen reportes previos que demuestren que Wnt-5a 

señalice por medio de ROCK2 en neuronas hipocampales adultas, en las cuales solo se ha 

explorado la rama que involucra a Rac/JNK (Farías et al., 2009). Interesantemente, la cinética 

de activación de ROCK2 observada, es similar a la que Wnt-5a induce en CaMKII (Figura. 

14). Estudios recientes en espinas dendríticas de neuronas hipocampales, han demostrado que 

la activación de la vía RhoA/ROCK es dependiente de CaMKII, tras la estimulación con 

glutamato y la activación de receptores NMDA (Murakoshi et al., 2011). En consecuencia, 

Wnt-5a podría activar a ROCK2 por uno o más mecanismos y por lo tanto se requieren 

experimentos adicionales para poder determinar la naturaleza de esta activación en neuronas 

hipocampales en cultivo. 
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En la literatura existe una serie de trabajos que apuntan a que la actividad de ROCK2 

estaría asociada a la pérdida de espinas dendríticas observada en una serie de patologías del 

sistema nervioso (Huang et al., 2008; Pozueta et al., 2013). Sin embargo, trabajos recientes 

han demostrado que en condiciones normales, ROCK2 participa en la inducción y mantención 

de la plasticidad de espinas dendríticas asociado a la señalización mediada por glutamato y el 

incremento de calcio intracelular (Rex et al., 2009; Murakoshi et al., 2011). Estos aparentes 

roles opuestos de ROCK2 en la dinámica de las espinas dendríticas, pueden estar relacionados 

a modificaciones de ROCK2 reportados en varias modelos patológicos (Sebbagh et al., 2005; 

Sapet et al., 2006), incluido el Alzheimer (Pozueta et al., 2013) en donde el tratamiento con el 

péptido β-amiloide induce la pérdida de espinas por medio de la activación de capasa-2 y la 

generación de una forma constitutivamente activa de ROCK2 de ~130 KDa. La sobre-

activación de ROCK2 podría generar un desbalance en la regulación del citoesqueleto de 

actina y explicar el colapso de las espinas dendríticas. Por otro lado, la activación de ROCK2 

en condiciones homeostáticas puede regular el crecimiento y estabilidad de las espinas 

dendríticas, por medio de la activación de LIMK1 la cual a su vez fosforila e inhibe al factor 

depolimerizador de actina, cofilina (Rex et al., 2009; Schofield and Bernard, 2013). Como ya 

mencionamos, en nuestras condiciones experimentales, ROCK2 es activado en forma rápida y 

transitoria, lo cual es incompatible con la generación de una forma constitutivamente activa y 

en consecuencia, la actividad de ROCK2 mediada por Wnt-5a podría formar parte del 

mecanismo por el cual Wnt-5a regula el aumento en la densidad de las espinas dendríticas de 

neuronas hipocampales en cultivo. 
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5.5. Wnt-5a aumenta la expresión de COX-2 en neuronas hipocampales en cultivo 

COX-2, también conocida como Prostaglandina-Endoperóxido Sintasa 2 (PTGS2), es 

una enzima involucrada en la conversión del ácido araquidónico a prostanoides y su actividad 

ha sido normalmente asociada a procesos de injuria e inflamación. En el cerebro, COX-2 es 

expresado en poblaciones discretas de neuronas encontrándose enriquecido en la corteza e 

hipocampo (Yamagata et al., 1993). 

Considerando el efecto de miR-101b sobre la expresión de COX-2, decidimos evaluar 

si Wnt-5a es capaz de regular su expresión en neuronas hipocampales en cultivo. Como 

esperábamos, el tratamiento por 1 h con rWnt-5a, genero un aumento significativo en los 

niveles de COX-2. Este aumento fue evidente a nivel somático así como en las dendritas y 

puede estar relacionado a un posible efecto pro-inflamatorio propuesto para Wnt-5a en 

microglia (Halleskog et al., 2012). Sin embargo, estudios recientes demuestran un posible rol 

de COX-2 relacionado a procesos de  plasticidad sináptica (Chen et al., 2013), de modo que su 

regulación podría formar parte del mecanismo por el cual Wnt-5a regula la estructura post-

sináptica. Interesantemente, el aumento en los niveles proteicos de COX-2, no fue observado a 

nivel de su RNA mensajero, lo que sugiere que el mecanismo por el cual Wnt-5a regula su 

expresión es a nivel post-transcripcional, lo cual es compatible con el rol de miR-101b. 

5.6. La disminución de miR-101b no es necesaria para el aumento en la densidad de 

las espinas dendríticas inducida por Wnt-5a, pero si para su desarrollo 

morfológico 

 Como señalamos previamente, la regulación de la estructura y función sináptica es 

fundamental para los procesos adaptativos como la memoria y el aprendizaje. La espina 
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dendrítica constituye un sustrato estructural que da cuenta de la actividad sináptica, sobre todo 

en el hipocampo donde la proporción de sinapsis excitatorias y espinas dendríticas es 

prácticamente 1 a 1 (Nimchinsky et al., 2004). De este modo, mediciones de la densidad de 

espinas dendríticas provee un estimado adecuado de la actividad sináptica en este grupo de 

neuronas. 

Es por ello, que resulta muy importante entender los mecanismos por los cuales una 

serie de factores sinaptogénicos, entre ellos Wnt-5a, son capaces de regular el número de 

espinas dendríticas y en consecuencia de la actividad sináptica. Trabajos previos de nuestro 

laboratorio han demostrado que tratamiento con rWnt-5a son capaces de aumentar la densidad 

de las espinas dendríticas de neuronas hipocampales en cultivo, luego de una hora de estímulo 

(Varela-Nallar et al., 2010). Sin embargo, un trabajo más reciente demostró que en cultivos 

organotípicos obtenidos a partir de rebanadas de hipocampo de rata, el tratamiento con Wnt-5a 

obtenido de medios condicionados, no aumentó la densidad de las espinas dendríticas, a pesar 

de que se observa un aumento en la transmisión sináptica (Cerpa et al., 2011). Nuestros 

resultados, que replican las condiciones experimentales usadas por Varela, confirman sus 

observaciones, pues el tratamiento con rWnt-5a elevó el número de espinas dendríticas en 

neuronas hipocampales en cultivo de 14 DIV. La diferencia con el trabajo realizado por Cerpa 

puede deberse a la influencia del contenido glial presente en rebanadas comparado con los 

cultivos que poseen un muy bajo contenido glial. Por otro lado, el uso de medios 

condicionados ofrecen una serie de interrogantes que incluyen la concentración efectiva de 

ligando empleada y la presencia de una serie de factores secretados no identificados, que 

pueden influir en el fenotipo final. 
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Considerando que en el mismo período de incubación, se observó una disminución 

importante en los niveles de miR-101b, evaluamos si está modulación es necesaria para la 

inducir el aumento en la densidad de las espinas dendríticas. La ganancia de función de miR-

101b, no afecto el número de las espinas dendríticas, 48 h posteriores a la transfección. Esto 

sugiere que el aumento de miR-101b, no es suficiente para modular la dinámica de las espinas 

dendríticas en condiciones basales. También sugiere que la disminución observada en los 

niveles de ROCK2, como consecuencia de la ganancia de función de miR-101b, tampoco 

influye en la dinámica de las espinas dendríticas. Esto es consistente con reportes previos que 

muestran que en condiciones basales la inhibición farmacológica de ROCK2 no afecta la 

dinámica de las espinas dendríticas en neuronas hipocampales en cultivo (Rex et al., 2009; 

Pozueta et al., 2013). De hecho, un trabajo reciente, en el que utilizan sensores FRET 

(Fluorescence Resonance Energy Transfer), demuestra que en condiciones basales no existe 

correlación entre la actividad de RhoA (activador rio arriba de ROCK2) y el volumen de la 

espina dendrítica (Murakoshi et al., 2011) avalando la idea de que en condiciones basales la 

inhibición de ROCK2 no afecta la dinámica de las espinas dendríticas de neuronas adultas. 

Por otro lado, en neuronas transfectadas con miR-101b, el tratamiento con rWnt-5a 

generó un aumento similar en la densidad de espinas dendríticas al observado en neuronas 

control. Sin embargo, la longitud de las espinas observadas en esta condición (miR-

101b+Wnt-5a) fue significativamente mayor al de neuronas control tratadas con Wnt-5a. Lo 

anterior sugiere que si bien la disminución de miR-101b no parece ser necesaria para la 

inducción de nuevas espinas, su disminución y en consecuencia el aumento de sus blancos 

podría estar involucrado en el control morfológico de dichas espinas. Varios estudios han 

demostrado que existe una gran correlación entre la morfología de las espinas y la fuerza de la 
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transmisión sináptica. Por ejemplo, se ha determinado una correlación directa entre el número 

de receptores AMPA y la proporción de espinas tipo mushroom (Matsuzaki et al., 2001). No 

obstante, las dimensiones que definen la identidad de la espina se encuentran por debajo de la 

resolución de los sistemas ópticos convencionales, la cual está limitada por el fenómeno de 

difracción (Nägerl et al., 2008). En la práctica, la resolución lateral de un sistema confocal 

como el utilizado en este trabajo es <200 nm (Nägerl et al., 2008) lo cual es insuficiente para 

obtener imágenes de detalles finos como el ancho del cuello de las espinas que varía entre 40 a 

500 nm en las neuronas piramidales del CA1 (Harris and Kater, 1994). Por esta razón, las 

imágenes adquiridas con este sistema, no permiten una adecuada clasificación de los tipos de 

espinas pues dicha clasificación depende de la razón entre el ancho de la cabeza y el ancho del 

cuello de las espina. Por otro lado, el largo de las espinas varía de 0,5 a 2 µm, según se ha 

determinado por microscopia electrónica (Hering and Sheng, 2001). En consecuencia, el largo, 

como parámetro morfológico puede ser claramente evaluado por microscopia de fluorescencia 

confocal.  

El análisis del largo de las espinas, es muy útil para estimar el estado de madurez de las 

sinapsis. En general, las espinas tipo stubby, que corresponden al tipo más inmaduro, tienen un 

tamaño inferior a 1 µm. Las espinas tipo thin y mushroom tienen un largo máximo de 2 µm; 

finalmente, las estructuras tipo filopodio poseen largos mucho mayores a 2 µm y pueden ser 

claramente distinguidas de los otros tipos de espinas. Como se observa en la Figura 14 el largo 

promedio de las espinas en 14 DIV corresponde a 1,31±0.08 µm, lo cual es consistente con el 

largo esperado para un estadio maduro que favorece una mayor proporción de espinas tipo thin 

o mushroom. La ganancia de función de miR-101b o el tratamiento de Wnt-5a no generaron 

cambios significativos en el largo promedio de las espinas, sin embargo debido a las 
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limitaciones en la resolución no podemos descartar que dichas manipulaciones afecten 

procesos de maduración asociados al ancho de las espinas que pudiese reflejar una mayor o 

menor proporción de espinas mushroom y en consecuencia una menor o mayor transmisión 

sináptica. Interesantemente, en neuronas con ganancia de función de miR-101b, el tratamiento 

con Wnt-5a, si generó un aumento significativo en el largo promedio de las espinas, de modo 

que aumentaron las estructuras tipo filopodio. Esto sugiere que la disminución de miR-101b y 

en consecuencia la modulación de sus blancos, sería necesaria para el control de la morfología 

y en consecuencia de la maduración de las espinas inducidas por Wnt-5a. 

En base a los resultados obtenidos, nosotros proponemos un modelo en el cual Wnt-5a 

activa a ROCK2, el cual podría participar en la modulación de las espinas dendríticas por 

medio de su rol en la regulación del citoesqueleto de actina. Adicionalmente, Wnt-5a regularía 

la expresión de una serie de miRNAs, entre ellos miR-101b, los cuales contribuirían al 

fenotipo final por medio de la regulación de la expresión de sus mRNAs blancos, como COX-

2 y ROCK2 entre otros (Figura 16). 
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Fig. 16. Modelo hipotético de la acción de Wnt-5a en la región post-sináptica. 
Wnt-5a induce la activación de vías Wnt no canónicas como PCP y Wnt-Ca+2 por 
medio de la interacción con receptores Frizzled en el compartimiento post-
sináptico (Inestrosa and Arenas, 2010). Esta interacción permitiría la activación de 
ROCK2 en forma rápida y transitoria por medio de un mecanismo desconocido. La 
activación de ROCK2, puede contribuir en la dinámica de las espinas dendríticas 
por medio de su ampliamente descrito rol sobre el citoesqueleto de actina. Por otro 
lado, Wnt-5a regula la expresión de varios miRNAs, como miR-101b el cual 
controla la expresión de proteínas como ROCK2 y COX-2. La pérdida de 
regulación de la expresión de estas y otras proteínas reguladas por miR-101b 
podría dar cuenta de cambios en la morfología de las espinas dendríticas, 
observadas en neuronas con ganancia de función de miR-101b. 
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6. Conclusiones 

Nuestros resultados muestran que: 

1. La activación de las vías de señalización mediada por Wnt-5a, induce cambios en la 

expresión de un grupo de miRNAs en neuronas hipocampales en cultivo. 

2. El análisis bio-informático, sugiere que los miRNAs regulados por Wnt-5a, en su 

conjunto, forman parte del mecanismo por el cual Wnt-5a regula varios procesos 

biológicos y patológicos. 

3. ROCK2 y COX-2 son blancos de miR-101b, el miRNA más afectado por la activación de 

las vías de señalización dependientes de Wnt-5a. 

4. Wnt-5a aumenta los niveles de fosforilación del residuo T853 de MYPT, el cual 

corresponde a un sustrato específico de ROCK2. Esto sugiere, que Wnt-5a, es capaz de 

inducir la actividad de ROCK2 en forma rápida y transitoria. Tratamientos más 

prolongados, generan un aumento en la expresión de ROCK2 y COX-2, lo que es 

consistente con la disminución de su inhibidor, miR-101b. 

5. La disminución de miR-101b no es necesaria para el aumento en la densidad de las espinas 

dendríticas inducido por Wnt-5a, sin embargo podría cumplir un rol en el control de la 

morfología de las espinas inducidas por Wnt-5a. 

Por lo tanto nosotros concluimos que: 

El ligando Wnt-5a, modula la expresión de miRNAs en neuronas hipocampales y que 

dicha regulación es parte del mecanismo por el cual Wnt-5a, modula la región post-

sináptica. 
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7. ANEXOS 

Anexo 1:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Concentración de muestras de RNAs pequeños por liofilización. 
Concentraciones obtenidas por espectrofotometría luego del enriquecimiento y 
liofilización. Se muestra la razón 260/280. 
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Anexo 2: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Curva de disociación de los productos de PCR array. A. Arreglo de miRNAs 
evaluados en la placa #1 del kit. B. Curva de disociación de los productos de PCR 
de los miRNAs descritos en A muestra peaks únicos a temperaturas superiores a 
70°C de acuerdo a las sugerencias del proveedor. 
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Anexo 3: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Comparación de valores Ct obtenidos en este estudio versus valores de 
secuenciación en el hipocampo de ratón. A. Valores de los 10 miRNAs más 
abundantes detectados en este estudio. B. Valores de 10 miRNAs no detectados en 
este estudio. *Valores publicados en  
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Anexo 4: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Procesos biológicos regulados por ROCK2. A. Participación de ROCK2 en 
procesos biológicos de acuerdo a KEGG pathways. Flechas azules indican los 
procesos biológicos que coinciden con los procesos regulados por los miRNAs 
regulados por Foxy-5 descritos en la Fig. 5. B. Sustratos de ROCK2 y su rol en 
procesos asociados a la regulación del citoesqueleto de actina. 
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