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RESUMEN. 

 

La neurotrofina BDNF y su receptor TrkB son expresados ampliamente en el sistema 

nervioso central y regulan la morfología neuronal mediante la inducción del crecimiento y 

ramificación de dendritas. Sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares subyacentes 

a los efectos de BDNF aún no han sido establecidos. 

Un aspecto clave que regula la señalización de TrkB es su internalización y posterior 

tráfico intracelular, dado que determina la disponibilidad de TrkB en la superficie celular, los 

adaptadores intracelulares de señalización que une y su cinética de degradación. Estos 

procesos, en su conjunto, determinan la respuesta biológica a neurotrofinas. El tráfico 

endócitico de proteínas de superficie está regulado por las GTPasas monoméricas de la familia 

Rabs. Particularmente Rab5 y Rab11, regulan la endocitosis inicial y reciclaje de receptores. 

Es sabido que BDNF activa a TrkB tanto en dendritas como axones y las señales generadas en 

estas regiones distales deben propagarse hasta el núcleo activando factores de transcripción y 

así modificar la expresión génica. El trabajo de esta tesis se centró en estudiar si el tráfico 

post-endocítico regulado por Rab5 y Rab11 está involucrado en la duración de la señalización 

mediada por TrkB, teniendo consecuencias en la activación de factores de transcripción y la 

morfología neuronal.  

Nuestra hipótesis postuló que: "Las GTPasas Rab5 y Rab11 son requeridas para la 

activación sostenida de la señalización neurotrófica y los posteriores cambios 

transcripcionales y morfológicos regulados por CREB e inducidos por BDNF”.  

Usando neuronas de hipocampo de rata en cultivo (9 DIV), en el presente trabajo 

hemos establecido que el sistema endosomal compuesto por las GTPasas monoméricas Rab5 y 
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Rab11 es necesario para la señalización BDNF/TrkB, activación del factor de transcripción 

CREB y aumento en la expresión de genes relacionados con arborización dendrítica. 

Encontramos que la expresión de mutantes dominantes negativo de Rab5 y Rab11 redujo la 

activación de ERK1/2 y la posterior activación de CREB en el núcleo en respuesta a la 

estimulación con BDNF. Además, la activación de TrkB aumentó los niveles de proteína de 

Rab5a y Rab11a de una manera dependiente de la traducción y la actividad de la quinasa 

mTOR. También, encontramos que BDNF aumentó la transcripción de Rab5a. Esto podría 

permitir la existencia de un feedback positivo para la señalización neurotrófica de TrkB desde 

endosomas. Finalmente, además de ser requerido para la activación de CREB, hemos 

identificado a Rab11 como un regulador de la expresión génica de c-Fos, Egr-1 y Arc (entre 

otros), genes que están relacionados con el crecimiento y plasticidad neuronal y que son 

inducidos por BDNF, vinculando por primera vez a la actividad de Rab11 en los efectos 

transcripcionales promovidos por BDNF.  

En resumen, nuestros resultados identifican nuevos componentes celulares requeridos 

rio arriba de la activación de CREB y posterior arborización dendrítica inducida por BDNF en 

neuronas del sistema nervioso central.    

 

 

 

 

 

 

 



xv 
 

ABSTRACT. 

 

The neurotrophin BDNF and its receptor TrkB are widely expressed in the central 

nervous system and regulate neuronal morphology by inducing dendritic growth and 

branching. However, the underlying cellular and molecular mechanisms have not yet been 

established.  

The internalization and intracellular trafficking of the activated TrkB receptor is a key 

aspect regulating BDNF signaling, since it determines the availability of TrkB on the cell 

surface, the binding of intracellular signaling molecules to its cytosolic tale and its degradation 

kinetics. Together these processes determine the biological response to BDNF. The endocytic 

trafficking of surface proteins is regulated by the Rab family of monomeric GTPases. 

Particularly Rab5 and Rab11 regulate the initial endocytosis and recycling of receptors. It is 

known that BDNF activates TrkB in axons and dendrites and the local signaling generated in 

distal processes of neurons has to be propagated to the nucleus to modify gene expression. 

The work of this thesis focused on studying whether post-endocytic trafficking 

regulated by Rab5 and Rab11 is involved in the duration of TrkB-mediated signaling, having 

consequences in the activation of transcription factors and neuronal morphology. 

Our hypothesis postulated that: "The Rab5 and Rab11 GTPases are required for 

sustained activation of neurotrophic signaling and subsequent transcriptional and 

morphological changes regulated by BDNF ". 

Using primary cultures of rat hippocampal neurons (9 DIV), we established that the 

endosomal system composed by the monomeric GTPases Rab5 and Rab11 is required for 

BDNF/TrkB signaling, activation of the CREB transcription factor and increased expression 
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of genes related to dendritic arborization. We found that expression of dominant negative 

mutants of Rab5 and Rab11 reduced the activation of ERK1/2 and subsequent activation of 

CREB in the nucleus in response to BDNF stimulation. In addition, TrkB activation increased 

protein levels of Rab5a and Rab11a in an mTOR kinase-dependent manner. Also, we found 

that BDNF increased transcription of Rab5a. This could allow the existence of a positive 

feedback for TrkB neurotrophic signaling from endosomes. 

Finally, besides being required for the activation of CREB, we identified Rab11 as a 

regulator of gene expression of c-Fos, Egr-1 and Arc among others genes that are associated 

with neuronal plasticity and growth and that are induced by BDNF, linking for the first time 

Rab11 activity and the transcriptional effects promoted by BDNF.  

In summary, our results identify new cellular components required upstream of CREB 

activation and subsequent BDNF-induced dendritic arborization in neurons of the central 

nervous system. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

 

1.1. Regulación de la morfología neuronal. 

 

El sistema nervioso es una estructura que presenta un alto grado de conectividad, la 

cual puede ser mantenida en base a la morfología polarizada que poseen las neuronas. 

Estas poseen dos dominios: la región somato-dendrítica, que desde un punto de vista 

funcional está encargada de recibir e integrar la información que proviene desde otras 

zonas del sistema nervioso y el axón, que se caracteriza por transmitir estas señales (Jan & 

Jan 2010, Lewis et al 2013). El grado de conectividad que logra una neurona está 

directamente relacionado con el área cubierta por ambos dominios, por lo que la 

morfología neuronal es un aspecto importante en la funcionalidad de la neurona. De hecho, 

se ha descrito que defectos en el desarrollo tanto de la región somato-dendrítica como del 

axón pueden contribuir al desarrollo de diversas patologías y desórdenes neurológicos 

(Kulkarni & Firestein 2012). 

Los aspectos que pueden regular la morfología neuronal y en específico la 

estructura del árbol dendrítico han sido objeto de estudio, sumando hasta la fecha un 

considerable número de moléculas involucradas en el proceso. Desde un punto de vista 

global, los factores que regulan la morfología neuronal se pueden dividir en factores 

genéticos intrínsecos de la célula, que determinarán un patrón de ramificación básico de la 

neurona además de la participación de señales externas, cuyas acciones finalmente se 

superponen para dar forma a la neurona (Urbanska et al 2008).  

Entre los factores intrínsecos que regulan la morfología, se encuentra los factores 

de transcripción (FT) que regulan la transcripción de genes requeridos para el crecimiento 

y ramificación de dendritas y axones. Hasta la fecha, la evidencia que sustenta la  
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participación de FTs se ha obtenido principalmente de estudios en Drosophila 

Melanogaster, identificando a factores de transcripción como Hamlet, Cut o Abrupt (Gao 

2007, Parrish et al 2007). También existen evidencias que vincula la acción de factores de 

transcripción como reguladores de la arborización dendrítica en neuronas de vertebrados 

como Neurogenin2 y Dlx, entre otros (Cobos et al 2007, Hand et al 2005). 

Los factores extrínsecos están constituidos por diversos factores extracelulares 

como por ejemplo, factores de crecimiento que pueden regular la dinámica del 

citoesqueleto, la actividad neuronal, la activación de vías de señalización intracelular y la 

actividad de FTs (Urbanska et al 2008). Entre los factores extrínsecos reguladores de la 

morfología neuronal se encuentran las neurotrofinas, que a través de la unión a sus 

receptores pueden regular el crecimiento y ramificación tanto de dendritas como de 

axones, en neuronas del sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP). De esta forma, 

las neurotrofinas ejercen un papel clave en la formación y plasticidad del sistema nervioso 

(Park & Poo 2013). 

 

1.2. Las neurotrofinas y sus receptores. 

 

Las neurotrofinas regulan distintos aspectos del SNC y SNP, como la sobrevida, el 

desarrollo y la plasticidad neuronal. Este grupo de factores tróficos está compuesto por el 

Factor de Crecimiento Nervioso (NGF), el Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro 

(BDNF) y las Neurotrofinas 3 y 4 (NT3 y NT4). Estos factores ejercen su efecto biológico 

a través de su unión a dos tipos de receptores transmembrana, los receptores tirosina 

quinasa Trk (de “tropomyosin-related kinase receptor”) y el receptor de neurotrofinas p75 

(p75). Los Trks unen preferentemente un tipo de neurotrofina: TrkA une NGF, TrkB une 

BDNF y NT4 y TrkC une NT3, lo que induce su autofosforilación y posterior activación de 
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vías de transducción de señales, que incluyen a las MAP quinasas (MAPK) (ERK1/2, 

ERK5, p38), la fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K), las GTPasas pequeñas 

Cdc42/Rac/RhoG, y la vía de la fosfolipasa C-gamma (PLC-γ) (Chao 2003, Huang & 

Reichardt 2001). El receptor p75 es miembro de la familia del receptor del factor de 

necrosis tumoral y a diferencia de los Trks, no posee actividad autocatalítica. Además de 

unir con similar afinidad a todas las neurotrofinas, es capaz de unir las formas inmaduras 

de las neurotrofinas, denominadas pro-neurotrofinas, entre otros ligandos (Roux & Barker 

2002). La unión de p75 al ligando induce su interacción con diversos adaptadores 

intracelulares a través de su dominio citosólico, lo cual conduce tanto a sobrevida y 

crecimiento de neuritas, como a muerte celular e inhibición del crecimiento de axones 

(Ibanez & Simi 2012, Kraemer et al 2014). Esta diversidad de respuestas está determinada 

por la interacción de p75 con distintos ligandos, co-receptores y proteínas adaptadoras 

citoplasmáticas. Además, p75 es sometido a procesamiento proteolítico, proceso que 

podría estar regulando las respuestas generadas por el receptor (Skeldal et al 2011). En la 

Figura 1 se resume de manera ilustrativa a las neurotrofinas, sus receptores y acciones. 
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Figura 1. Las neurotrofinas y sus receptores. La unión de BDNF a su receptor TrkB, 
induce la dimerización y transfosforilación del receptor debido a la actividad tirosina (Y) 
quinasa en su porción intracelular. Por otro lado, el receptor p75 puede unir todas las 
neurotrofinas, a las formas inmaduras de éstas, las pro-neurotrofinas, y a otros péptidos. Se 
destaca en el esquema las vías de señalización intracelular que activan estos receptores y 
sus efectos en la fisiología de la neurona (Arthur et al 2004, Kraemer et al 2014, Reichardt 
2006). 
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Las neurotrofinas son producidas por neuronas del SNC, SNP y por los órganos y 

tejidos inervados por ellas (Huang & Reichardt 2001, McAllister et al 1999, Thoenen 

1995). Durante el desarrollo del sistema nervioso, las neurotrofinas regulan procesos 

fisiológicos tan diversos como la sobrevida (a través de los Trks) o muerte neuronal (a 

través de p75), migración, mielinización y extensión de procesos neuronales (axones y 

dendritas); en el adulto regulan procesos de neurogénesis, plasticidad sináptica y 

regeneración axonal, entre otros (Bath & Lee 2010, Bibel & Barde 2000, Huang & 

Reichardt 2001, Lu et al 2005). El papel esencial de las neurotrofinas y sus receptores en el 

desarrollo y mantención del sistema nervioso de los vertebrados queda en evidencia por la 

disrupción de su expresión (Snider 1994). Por ejemplo, la ausencia de TrkB produce la 

muerte de ratones luego de 24 a 48 horas luego de nacer (Klein et al 1993) y la ausencia de 

BDNF conduce a ratones de menor tamaño, que mueren luego de la segunda semana 

postnatal (Ernfors et al 1994). Además, la ausencia de p75 en ratones no es letal, pero 

produce serios defectos en el desarrollo vascular y nervioso del animal, por ejemplo una 

menor inervación de neuronas sensoriales (Lee et al 1992). 

De particular interés para el desarrollo de la presente tesis es el papel regulador en 

la morfología neuronal ejercido por las neurotrofinas. En el SNC ha sido descrito que tanto 

BDNF, NT3 y NT4 pueden regular la morfología dendrítica en diversos modelos de 

estudio (Baker et al 1998, Imamura & Greer 2009). Además, tanto NT3 como NGF 

coordinan el crecimiento y ramificación de los axones de neuronas simpáticas durante el 

desarrollo (Glebova & Ginty 2005). Pero sin duda la neurotrofina más estudiada como 

regulador de la morfología neuronal es BDNF y su receptor TrkB. No obstante la gran 

cantidad de artículos que definen el papel de BDNF como regulador del crecimiento de 

axones y dendritas, los mecanismos que subyacen a los efectos morfológicos inducidos por 

BDNF aún no están completamente establecidos. 
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1.3. Papel de BDNF y sus receptores TrkB y p75 en la morfología neuronal. 

 

BDNF es expresada en diversos tejidos y tipos celulares, pero es muy abundante en 

el SNC y particularmente en el hipocampo, el cerebelo y en la corteza cerebral (Pruunsild 

et al 2007). El receptor TrkB es el receptor para neurotrofinas con la expresión más ubicua 

en el SNC y de hecho, la mayoría de las neuronas centrales expresan este receptor (Yan et 

al 1997). Además, p75 es expresado ampliamente en el sistema nervioso hasta cierto punto 

del desarrollo, pero sus niveles disminuyen en la mayoría de las células al alcanzar la 

madurez. Sin embargo, sus niveles se incrementan drásticamente luego de daño o estrés 

celular (Ibanez & Simi 2012). 

La relevancia de BDNF y sus receptores como reguladores de la morfología 

neuronal en el SNC, queda bien definida por estudios realizados en ratones nulos tanto 

para la neurotrofina como para TrkB y p75. En animales en que se realizó la deleción 

condicional de BDNF se produce una disminución significativa de la arborización 

dendrítica en neuronas de la corteza, del cuerpo estriado y del hipocampo (Gorski et al 

2003, Rauskolb et al 2010). A su vez, la pérdida de TrkB en el SNC mediante la deleción 

condicional del receptor causa una retracción del árbol dendrítico, una disminución del 

volumen del cuerpo neuronal y neurodegeneración en la corteza cerebral (Xu et al 2000). 

Además, utilizando el mismo modelo experimental, la ausencia de TrkB en el hipocampo 

conduce a una disminución en el número de terminales pre-sinápticas y de sinapsis 

excitatorias formadas por las colaterales de Schaffer, que son axones que se proyectan 

hacia la zona CA1 del hipocampo (Luikart et al 2005). En contraste, la ausencia del 

receptor p75 en un modelo de estudio in vitro no produce una modificación mayor en la 

arborización dendrítica en neuronas piramidales del hipocampo, pero altera de manera 

significativa el número y tipo de espinas dendríticas en neuronas maduras (Zagrebelsky et 
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al 2005). En esta misma investigación se halló que sólo mediante la sobre-expresión del 

receptor se genera una disminución significativa de la arborización dendrítica. 

Recientemente, se describió que p75 regula la polaridad neuronal, observándose un 

aumento en los niveles del receptor en la neurita inmadura que posteriormente se 

convertirá en axón, sugiriendo una acción determinante de la morfología neuronal en 

neuronas del hipocampo (Zuccaro et al 2014). En suma, la evidencia actual sugiere que la 

regulación de la arborización dendrítica inducida por BDNF es mediada principalmente 

por su receptor TrkB en condiciones fisiológicas. Además, la señalización de BDNF a 

través de su receptor p75 estaría involucrada de manera importante en la maduración y 

refinamiento de los contactos sinápticos además de controlar la polarización de neuronas 

centrales durante el desarrollo. En el sistema nervioso maduro tendría un papel antagónico 

a los Trks, adquiriendo un papel relevante en la inhibición del crecimiento de axones luego 

de daño (Ibanez & Simi 2012). Los mecanismos que subyacen a estas acciones divergentes 

de p75 aún son objeto de intenso estudio. 

 

1.4. Mecanismos de señalización que median la respuesta de BDNF/TrkB en 

neuronas.  

 

A pesar de que las evidencias indican que la señalización BDNF/TrkB  cumple un 

papel regulatorio en la morfología que alcanzan las neuronas, los mecanismos que 

subyacen a los efectos producidos por BDNF no han sido descritos completamente. Está 

establecido que la unión de BDNF a su receptor TrkB induce la dimerización y trans-

fosforilación de variados residuos de tirosina (Y) en el receptor, entre los cuales destacan 

los residuos Y515 y Y816 que generan sitios de anclaje a las proteínas Shc/FRS y PLCγ-1, 

respectivamente (Figura 1). La fosforilación del residuo Y515 promueve la activación 
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tanto de la vía de señalización ERK1/2 a través de la cual se regula el crecimiento y la 

diferenciación celular, además de la ruta PI3K/Akt, a través de la cual se regula el 

crecimiento, sobrevida neuronal y la síntesis de proteínas (Figura 1) (Gottschalk et al 1999, 

Marsh et al 1993). La fosforilación del residuo Y816 recluta a PLCγ-1, cuya actividad 

enzimática puede generar inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol, promoviendo aumentos 

de Ca2+ a nivel intracelular y la activación de la proteína quinasa C (PKC) (Figura 1) 

(Minichiello 2009, Minichiello et al 2002). Estas rutas de señalización pueden conducir a 

cambios en la expresión génica a través de la activación de FTs, particularmente del FT 

CREB (“cyclic AMP response element (CRE)-binding protein”) (Finkbeiner et al 1997), 

que mediante la activación de la ruta ERK1/2, es fosforilado por la proteína quinasa MSK1 

en el residuo serina-133 (Figura 1) (Arthur et al 2004). La fosforilación de este aminoácido 

promueve la unión de co-activadores transcripcionales como CBP (de “CREB binding 

protein”) o su parálogo P300 (Chrivia et al 1993). Esta interacción de CBP/P300 con 

CREB conduce al ensamblaje del complejo RNA polimerasa, promoviendo la 

transcripción de una gama amplia de genes relacionados con crecimiento y sobrevida 

neuronal (Finkbeiner et al 1997, Johannessen et al 2004).  

CREB regula el crecimiento tanto de dendritas como de axones en condiciones 

fisiológicas como luego de daño (Finsterwald et al 2010, Gao et al 2004, Hannila & Filbin 

2008, Spencer et al 2008). El papel de CREB en la regulación de la morfología neuronal 

quedó demostrado utilizando ratones nulos para el FT, lo cual condujo a una disminución 

de las proyecciones axonales que decusan en el cuerpo calloso (Rudolph et al 1998). 

Además, utilizando un modelo in vitro, la presencia de un dominante negativo de CREB 

disminuyó la complejidad del árbol dendrítico y el largo total de las dendritas, efecto 

inducido por la actividad eléctrica en neuronas corticales en cultivo (Redmond et al 2002). 

A pesar de que existe evidencia relevante que vincula la señalización BDNF/TrkB/CREB 
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como reguladores clave de la morfología neuronal, los efectores y eventos posteriores a la 

activación del receptor TrkB necesarios para la acción de BDNF no han sido determinados. 

Una investigación reciente ha identificado a la proteína cypin (proteína con actividad 

guanina desaminasa), como un elemento requerido para los cambios en la arborización 

dendrítica inducida por BDNF (Kwon et al 2011). Interesantemente, los niveles de cypin 

son modificados por BDNF y para ello se requiere la activación de CREB a través de la vía 

ERK1/2. Esta evidencia sugiere que los cambios morfológicos inducidos por BDNF 

pueden requerir cambios transcripcionales mediados por CREB en proteínas claves 

requeridas para modificar la estructura neuronal.  

Para obtener mayores indicios de los mecanismos involucrados en la señalización 

BDNF/TrkB que promueve la arborización dendrítica, los modelos de estudio in vitro han 

sido de gran utilidad. En su mayoría, se basan en el cultivo de neuronas que provienen 

desde el hipocampo o la corteza de embriones de rata o ratón, desde donde se han 

identificado diversos elementos necesarios por la señalización BDNF/TrkB para producir 

cambios morfológicos. En estos modelos se ha logrado establecer de manera clara que las 

vías ERK1/2 y PI3K/Akt son requeridas para producir cambios en la arborización 

dendrítica inducida por BDNF durante el desarrollo, además de regular el número y forma 

de las espinas dendríticas en neuronas maduras (Dijkhuizen & Ghosh 2005, Horch & Katz 

2002, Jaworski et al 2005, Kumar et al 2005). Además, Finsterwald y colaboradores 

mostraron que los aumentos inducidos por BDNF en la longitud y arborización dendrítica 

de neuronas corticales en cultivo requieren de la activación de la vía ERK1/2 y la 

fosforilación de CREB en el residuo serina-133 (Finsterwald et al 2010). Por otro lado, la 

reorganización del citoesqueleto de actina también es necesaria para la modificación de la 

estructura de neuronas corticales inducida por BDNF. Esto se lleva a cabo por la 

regulación de la actividad de la GTPasa Rac1 dependiente de TrkB, que fosforila y activa a 
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Tiam1, regulador de la actividad de Rac1 (Miyamoto et al 2006). Además, en una 

investigación realizada por Zheng y colaboradores, se demostró que la inhibición de la 

internalización del complejo BDNF/TrkB mediada por clatrina bloqueó tanto la activación 

de Akt, como la extensión dendrítica total y los puntos de ramificación inducidos por la 

estimulación con BDNF (Zheng et al 2008), sugiriendo un papel importante del tráfico 

endocítico de receptores de neurotrofinas en la regulación de la morfología neuronal. 

En suma, la evidencia indica que la señalización BDNF/TrkB promueve un 

aumento en la arborización dendrítica a través de la activación de ERK1/2 y PI3K/Akt. La 

activación de estas vías requiere de la internalización del complejo neurotrofina/receptor y 

cambios en la expresión de genes regulados por CREB, a través de mecanismos que no 

están totalmente detallados. 

 

1.5- Regulación de la señal neurotrófica a través de la endocitosis. 

 

Un aspecto celular relevante que puede regular la señalización a través de 

receptores de neurotrofinas es su endocitosis y tráfico intracelular (Bronfman et al 2014). 

Varias líneas de investigación han aportado evidencia que indica una relación estrecha 

entre el proceso de endocitosis y tráfico endocítico y la señalización neurotrófica. Por 

ejemplo, utilizando como modelo de estudio la línea celular neuroendocrina PC12, Mobley 

y colaboradores demostraron que los receptores de neurotrofinas pueden establecer una 

señalización diferencial desde endosomas. Luego de su internalización, los receptores 

TrkA pueden interactuar con la GTPasa Rap1 en endosomas promoviendo una activación 

sostenida de ERK1/2 que es requerida para producir diferenciación neuronal (Wu et al 

2001). La activación sostenida de ERK1/2 se define como la fosforilación de estas 

proteínas en respuesta a neurotrofinas (como NGF o BDNF) que puede mantenerse durante 
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horas, en contraposición a la activación transitoria de ERK1/2, como la  inducida por el 

factor de crecimiento epidérmico (EGF), la cual se mantiene por un máximo de 30 minutos 

(Marshall 1995, Roskoski 2012). Este aspecto es relevante, dado que la activación 

sostenida de ERK1/2 es un evento requerido para producir su translocación al núcleo, 

donde podrá modificar la transcripción de genes (Dikic et al 1994). Además, la proteína 

PDZ-GEF1 (que activa a Rap1) se une al receptor TrkA en endosomas tardíos, 

produciendo la activación sostenida tanto de TrkA como Rap1, promoviendo el 

crecimiento de neuritas en células PC12 (Hisata et al 2007). Esta evidencia apoya el papel 

del sistema endosomal como regulador de la temporalidad de la señalización neurotrófica, 

que a su vez impacta directamente en el resultado de la señalización. En el caso del 

complejo BDNF/TrkB, se ha descrito que la inhibición de la endocitosis mediada por 

clatrina bloquea tanto la activación de la ruta PI3K/Akt como el aumento en la 

arborización dendrítica inducida por BDNF (Zheng et al 2008). En apoyo a la idea de que 

el tráfico de TrkB es requerido para la correcta señalización del receptor, el reciclaje del 

receptor TrkB dependiente del factor Hrs (de Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine 

kinase substrate) es requerido para la activación sostenida de ERK1/2 (Huang et al 2009).  

A partir de estas investigaciones se puede concluir que el tráfico endocítico de 

receptores de neurotrofinas puede ser un aspecto regulatorio importante que puede 

determinar la temporalidad de la activación de vías de señalización. Además, existe 

evidencia que sugiere que TrkB sigue señalizando luego de que es internalizado y que la 

señalización intracelular de TrkB sería necesaria para producir cambios morfológicos en 

neuronas del SNC. 
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1.6- El endosoma de señalización como un mecanismo para el transporte de la señal 

neurotrofica. 

 

La endocitosis y el tráfico endocítico son procesos celulares claves para establecer 

la comunicación intracelular en las neuronas. En este sentido, señales generadas en lugares 

distantes del cuerpo celular como dendritas y axones deben ser conducidas por transporte 

retrógrado hacia el núcleo, donde se regulará la transcripción génica para generar 

respuestas que promueven el crecimiento, la plasticidad y sobrevida (Harrington & Ginty 

2013). El transporte retrógrado de señales hacia el cuerpo celular depende del tráfico de 

vesículas a través de la red de microtúbulos, mediado por el motor molecular dineína 

(Panayotis et al 2015, Schiavo et al 2013).  

Como fue mencionado anteriormente, los receptores de neurotrofinas son 

endocitados luego de la unión de su ligando, siendo destinados a diferentes rutas 

intracelulares por mecanismos que no están totalmente definidos. Inicialmente, la 

endocitosis del complejo receptor/neurotrofina se asumió como un mecanismo que 

disminuía la señalización neurotrófica. Sin embargo, actualmente está establecido que la 

internalización y tráfico post-endocítico de los receptores de neurotrofinas es una parte 

esencial en la señalización y función neuronal ya que puede determinar la disponibilidad 

de los receptores en la superficie celular, la ubicación y por lo tanto, la duración de la 

señalización neurotrófica (Bronfman et al 2007, Cosker & Segal 2014). Los mecanismos 

moleculares que regulan el transporte de la señal neurotrófica generada en lugares distales 

de la neurona ha sido foco de distintos estudios. La propuesta que ha presentado mayor 

respaldo experimental es la del denominado “endosoma de señalización”, la cual se basa en 

evidencias halladas en neuronas del SNP, particularmente en neuronas simpáticas y 

sensoriales, en las cuales se ha descrito el requerimiento de la internalización y transporte 
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de TrkA activado en el terminal axonal por NGF. Existen evidencias menos claras para la 

señalización retrógrada axonal en el SNC (Ginty & Segal 2002, Grimes et al 1996, Miller 

& Kaplan 2001, Ye et al 2003). Esta hipótesis propone que las neurotrofinas secretadas por 

la región inervada se unen a sus respectivos receptores en los terminales axonales y el 

complejo receptor-neurotrofina es internalizado por endocitosis, permaneciendo el ligando 

hacia el lumen de la vesícula constantemente unido al receptor, lo que conduce a una 

continua autofosforilación de éste y en consecuencia, una activación sostenida de vías de 

señalización relacionadas con el receptor. Además, diversos adaptadores se asocian en la 

porción citosólica del receptor, lo que produce un endosoma que contiene moléculas 

señalizadoras. Este endosoma compartimentaliza la señal neurotrófica y permite la 

movilización de señales iniciadas en el terminal axonal hasta el núcleo (Ginty & Segal 

2002, Wu et al 2009, Zweifel et al 2005). 

Estas evidencias halladas en neuronas simpáticas y sensoriales han demostrado que 

señales generadas a larga distancia pueden conducir a cambios transcripcionales necesarios 

para producir crecimiento, diferenciación y sobrevida neuronal. Por ejemplo, Ginty y 

colaboradores utilizando neuronas simpáticas en cultivos compartimentalizados (en los que 

existe una separación entre los cuerpos celulares y los axones) demostraron que la 

estimulación de las terminales axonales con NGF promueve la activación de CREB, la cual 

requiere tanto de la internalización del complejo NGF/TrkA como de la actividad catalítica 

tirosina quinasa del receptor (Riccio et al 1997). Utilizando una estrategia similar pero en 

neuronas del ganglio de la raíz dorsal, Segal y colaboradores demostraron que la 

señalización retrógrada generada en el axón en respuesta a neurotrofinas puede ser distinta 

a aquella generada en el cuerpo celular; la estimulación de las terminales axonales con 

NGF promueve la activación de CREB en el núcleo y la sobrevida neuronal a través de un 

mecanismo que depende sólo de la activación de la MAP quinasa ERK5, en cambio la 
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respuesta a NGF en el cuerpo celular puede activar tanto a ERK1/2 como a ERK5, 

demostrando que el lugar de la acción de las neurotrofinas confiere una nueva forma de 

regulación de la respuesta (Watson et al 2001).  

En estudios realizados en neuronas del SNC, utilizando neuronas corticales de 

ratón, se halló evidencia que sugiere el requerimiento del tráfico endocítico del receptor 

TrkB para regular la activación del factor de transcripción CREB y la morfología neuronal 

(Zhou et al 2012). En esta investigación, se identificó a la proteína snapin como un 

adaptador que asocia a endosomas de señalización TrkB positivos con el motor molecular 

dineína. Además mediante experimentos de pérdida de función, los autores mostraron que 

snapin es requerido para la arborización dendrítica inducida por BDNF en neuronas 

corticales. Si bien esta investigación no demuestra directamente la participación de un 

endosoma de señalización en los efectos inducidos por BDNF, aporta en la identificación 

de nuevos elementos requeridos para el transporte retrógrado de la señal BDNF/TrkB. Por 

otro lado, pone de manifiesto la carencia de estudios realizados en el SNC que brinden 

mayor información de los mecanismos moleculares requeridos para conducir la señal 

neurotrófica hasta el núcleo. 

 

1.7- Rab GTPasas y su papel en endocitosis y señalización. 

 

Dado que el tráfico intracelular de receptores de neurotrofinas regula su 

señalización, un foco emergente de estudio ha sido establecer la relación entre la 

señalización neurotrófica y la actividad de la GTPasas monoméricas Rabs (Cosker & Segal 

2014). Estas proteínas son parte de la súper-familia de GTPasas Ras, y se caracterizan por 

regular el tráfico vesicular, la fusión de vesículas y el tráfico endocítico de los receptores 

de transmembrana (Stenmark 2009, Zerial & McBride 2001). Además, regulan la 
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asociación de vesículas con motores moleculares a lo largo de microtúbulos y/o filamentos 

de actina (Kapitein & Hoogenraad 2011). Cada Rab GTPasa cicla entre una conformación 

unida a GDP (inactiva) y una conformación unida a GTP (activa) en la que es capaz de 

unir a efectores específicos (Stenmark 2009). La fusión de vesículas al endosoma temprano 

(o de destinación) está regulado por Rab5, el tráfico a lo largo de la ruta degradativa 

(endosoma tardío y lisosoma) está regulada por Rab7 y el reciclaje de receptores de 

membrana está regulado por Rab11 (Bucci et al 2010, Park et al 2004, Schlierf et al 2000, 

Stenmark 2009, Ullrich et al 1996, Wang et al 2008, Zerial & McBride 2001). 

Investigaciones recientes muestran que la actividad de las Rabs es importante en el 

correcto desarrollo y funcionamiento del SNC: Rab 5, 7 y 11 participan en procesos que 

regulan la formación de las distintas capas de la corteza cerebral (Kawauchi et al 2010) y la 

expresión tanto de mutantes dominante negativo y constitutivamente activo de Rab11 en 

embriones de Drosophila melanogaster producen una desorganización y pérdida de la 

dirección de crecimiento de los axones (Bhuin & Roy 2009). Además, se ha comprobado 

que la pérdida de función de Rab5 produce una disminución de las ramificaciones 

dendríticas en neuronas sensoriales de este organismo (Satoh et al 2008). 

Existe evidencia que demuestra una relación entre la señalización neurotrófica y la 

ruta endocítica a través del endosoma temprano-tardío. Un aumento de la actividad de 

Rab5 y Rab7 aumenta la degradación de TrkA, disminuyendo la señal neurotrófica. Por 

otro lado, se ha mostrado en células PC12, que TrkA en endosomas regula negativamente 

la actividad de Rab5, lo que produce una activación sostenida de las ERK1/2 y 

neuritogénesis (Liu et al 2007a, Saxena et al 2005). En motoneuronas, se mostró que las 

Rabs regulan el transporte retrógrado de TrkB y p75. Luego de ser endocitados, estos 

receptores se encontraron en vesículas positivas para Rab5, este paso resultó necesario para 

la destinación y transporte retrógrado de vesículas positivas para TrkB, p75 y  Rab7 
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(Deinhardt et al 2006). Esta evidencia sugiere que Rab5 y Rab7 podrían actuar como 

reguladores clave del transporte retrógrado de la señal neurotrófica. 

En el caso de TrkB, estudios recientes vinculan al tráfico a través del endosoma 

temprano como regulador de la señalización inducida por BDNF. Utilizando un modelo de 

neuronas hipocampales en cultivo, Fu y colaboradores (Fu et al 2011), demostraron que la 

proteína transmembrana retrolinkin puede regular el tráfico y la señalización BDNF/TrkB 

a través de la interacción con la proteína endophilin A1. Retrolinkin ha sido descrita como 

una proteína reguladora del tráfico retrógrado axonal (Liu et al 2007b) y endophilin A1 ha 

sido vinculada a la regulación de la endocitosis mediada por clatrina de receptores tirosina 

quinasa (Kjaerulff et al 2011). En la investigación llevada a cabo por el grupo de Liu, los 

autores demostraron el requerimiento tanto de retrolinkin como endophilin A1 para 

producir la activación sostenida de ERK1/2 y el crecimiento dendrítico inducido por la 

estimulación con BDNF (Fu et al 2011). Además, en este estudio se mostró que TrkB 

luego de su internalización se encuentra en endosomas tempranos positivos para la proteína 

APPL1, que es un efector de la GTPasa Rab5, lo cual sugiere el requerimiento del tráfico 

del receptor TrkB a través del endosoma temprano en la activación de vías de señalización 

inducidas por BDNF. Este endosoma temprano conteniendo APPL1 es requerido para 

conducir la señalización activada por EGF al núcleo en un modelo experimental utilizando 

líneas celulares (Miaczynska et al 2004). Además, APPL1 interactúa con TrkA, regulando 

su tráfico y la señalización ERK1/2 y Akt inducida por NGF para promover crecimiento de 

neuritas (Lin et al 2006, Varsano et al 2006). 

Otro proceso endocítico involucrado en la regulación de la señalización 

neurotrófica es el tráfico a través de la ruta de reciclaje. En el año 2005, Lee y 

colaboradores demostraron utilizando neuronas corticales en cultivo que tanto los 

receptores TrkA como TrkB pueden reciclar (Chen et al 2005b). Entre los dos receptores, 
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TrkA es conducido de manera más eficiente a la ruta de reciclaje respecto a TrkB, debido a 

que posee una secuencia señal en la región juxtamembrana del receptor. Interesantemente, 

esta diferencia le permite al receptor TrkA mantener de manera sostenida la señalización 

PI3K/Akt en respuesta a la estimulación con NGF, aumentando la sobrevida celular en 

células PC12. Si bien TrkB carece de una señal específica para producir su reciclaje como 

el identificado en TrkA, el receptor es reciclado a la membrana plasmática en neuronas 

hipocampales y células PC12 (Chen et al 2005b). Este reciclaje puede ser regulado por la 

proteína Hrs, que regula de manera específica el reciclaje del receptor completo 

(denominado también TrkB.FL) y no la versión truncada (denominada TrkB.T1), la cual es 

expresada en neuronas y que carece de la porción intracelular que presenta actividad 

tirosina quinasa (Huang et al 2009). En línea con lo hallado para el receptor TrkA, el 

reciclaje del receptor TrkB dependiente de Hrs es requerido para mantener la activación 

sostenida de ERK1/2. La regulación de la señalización neurotrófica a través de la ruta de 

reciclaje puede tener efectos directos en la morfología neuronal. Por ejemplo, Kuruvilla y 

colaboradores utilizando cultivos neuronales compartimentalizados, mostraron que Rab11 

(regulador de la ruta de reciclaje) es capaz de regular la destinación del receptor TrkA 

hacia el axón por medio de transcitosis, lo cual sería un mecanismo para aumentar la 

sensibilidad a NGF en neuronas simpáticas (Ascano et al 2009). Además, los autores 

demostraron que la alteración de la ruta de reciclaje regulada por Rab11 disminuyó el 

crecimiento axonal en respuesta a NGF. Al comienzo de la presente tesis, estudios 

realizados en nuestro laboratorio nos indicaron el requerimiento de la actividad de Rab11 

en la arborización dendrítica inducida por BDNF en neuronas hipocampales (Lazo et al 

2013). A su vez, demostramos una relación recíproca entre la señalización BDNF/TrkB y 

Rab11, dado que la estimulación con la neurotrofina puede aumentar la actividad de 

Rab11, tanto en dendritas como en el cuerpo celular de las neuronas. Investigaciones 
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posteriores, han identificado que Rab11 es requerida para distintos efectos fisiológicos del 

receptor TrkB (Huang et al 2013, Song et al 2015, Sui et al 2015). 

Por otro lado, si bien existe evidencia que vincula a las GTPasas Rabs como 

reguladores del transporte de la señal neurotrófica generada en lugares distales de la 

neurona (Deinhardt et al 2006), esta evidencia es escasa y principalmente obtenida en 

modelos que utilizan neuronas del SNP, aunque existen algunos hallazgos obtenidos en 

neuronas del SNC. Por ejemplo, es conocido que en la enfermedad de Huntington 

(caracterizada por la mutación de la proteína Huntingtina, Htt) existe una disminución en el 

transporte retrógrado de vesículas positivas para BDNF, el cual depende del motor 

molecular dineína, y también se ha observado que Htt regula el reciclaje de membrana 

mediado por Rab11 (Gauthier et al 2004, Li et al 2009, Li et al 2010). Nueva evidencia 

demostró, utilizando neuronas del cuerpo estriado provenientes de un modelo murino de la 

enfermedad, la reducción tanto del transporte del complejo BDNF/TrkB como del aumento 

en la expresión del gen de respuesta temprana c-Fos dependiente de la señalización a 

través de ERK1/2 (Liot et al 2013). Este resultado destaca la importancia del transporte de 

la señalización BDNF/TrkB desde dendritas distales o axones la cual es requerida para 

promover cambios en la expresión de genes. En apoyo a esta idea, Jaffrey y colaboradores 

aportaron evidencias que sugieren el transporte de señales generadas por BDNF en las 

dendritas y que convergerían hasta el núcleo (Cohen et al 2011). En esta investigación, los 

autores demostraron, utilizando cultivos compartimentalizados, que la estimulación con 

BDNF en dendritas y no en axones de neuronas corticales puede promover la expresión de 

los genes de respuesta temprana Arc y c-Fos a través de la activación de TrkB y la ruta 

ERK1/2. Mayores detalles del mecanismo de transporte de la señal y cómo este puede 

influir en la localización y duración hasta el momento se desconocen. Otro punto 

desconocido hasta el momento es la función que pueden desempeñar las GTPasas Rabs en 
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estos procesos, escenario que es plausible dada la acción reguladora que ejercen estas 

proteínas sobre el tráfico de vesículas. Un ejemplo de ello, son los resultados que muestran 

que mutaciones en la GTPasa Rab7 causantes de la enfermedad Charcot-Marie-Tooth tipo 

2B (neuropatía periférica) producen una alteración en la señalización TrkA desde 

endosomas, encontrándose aumentada la señalización mediada por ERK1/2 sin modificar 

la activación de Akt en neuronas sensoriales (BasuRay et al 2010). En esta investigación, 

los autores mostraron que la expresión de mutantes de Rab7 produjo una alteración en la 

localización de ERK1/2 activado, que predominantemente se mantuvo en el citosol sin 

transportarse al núcleo, sugiriendo que las GTPasas Rabs podrían además de regular los 

niveles de activación de mediadores de señalización, controlar su localización. 

Por otro lado, la regulación transcripcional y traduccional de las GTPasas Rabs ha 

sido un aspecto poco estudiado de estas proteínas. De los estudios existentes en la 

literatura, hay evidencia que indica que los niveles de algunas Rabs o sus efectores pueden 

ser modificados en respuesta a diversos estímulos. Por ejemplo, utilizando como modelo 

experimental líneas celulares, se encontró un aumento en los niveles de Rabaptin-5 y 

Rab11-FIP4, efectores de Rab5 y Rab11 respectivamente (Hu et al 2015, Wang et al 2009). 

En estos estudios se halló que los niveles de estos efectores se ven incrementados por la 

hipoxia y son mediados por el factor de transcripción HIF (de Hypoxia Inducible Factor). 

Además, los niveles de la GTPasa Rab7 pueden ser regulados por los factores de 

transcripción MYC y SOX10 (Alonso-Curbelo et al 2014), sugiriendo un papel regulatorio 

en los niveles de Rabs mediante la activación de factores de transcripción. En el caso de 

CREB, investigaciones recientes han mostrado que la expresión de Rab25 y Rab27a puede 

ser regulada por CREB (Rolewska et al 2014, Xue et al 2011). Si bien existen sitios de 

unión para CREB en los promotores de Rab5 y Rab11 (denominadas CRE, de cAMP 

response element), este sólo hecho no implica que CREB regule directamente la 
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transcripción de estos genes (Zhang et al 2005). Sin embargo, utilizando un modelo de 

líneas celulares, se mostró que la activación de la vía cAMP/PKA por acidosis promovió la 

activación de CREB, que reguló la transcripción de Rab11b (Oehlke et al 2012). Es 

conocido que la neurotrofina BDNF puede regular los niveles de Rab3A (Thakker-Varia et 

al 2001), pero aún no ha sido estudiada una probable regulación transcripcional o 

traduccional de las GTPasas Rab5 y Rab11 por  BDNF. 

 

 

Figura 2. Representación esquemática de la propuesta. 

 

En su conjunto, las evidencias presentadas sugieren que la endocitosis y tráfico del 

receptor TrkB a través de la ruta compuesta por el endosoma temprano (Rab5 positivo) y 

luego a través del endosoma de reciclaje (Rab11 positivo) promueven la activación 

sostenida (mayor a 1 hora, por ejemplo) de mediadores de la señalización de BDNF/TrkB 
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(como ERK1/2 y Akt). La activación sostenida de ERK1/2 es necesaria para su 

translocación al núcleo, en donde induce la activación de factores de transcripción como 

CREB. A su vez, la activación de CREB induce cambios en la expresión de genes 

necesarios para aumentar la arborización dendrítica, entre los que se pueden encontrar 

genes de respuesta temprana como Arc y c-Fos, además de otros de respuesta más tardía 

como cypin (72 horas), Rab5 y Rab11 (aún no determinados) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



22 
 

1.8. Hipótesis 

 

Las GTPasas Rab5 y Rab11 son requeridas para la activación sostenida de la 

señalización neurotrófica y los posteriores cambios transcripcionales y morfológicos 

regulados por CREB e inducidos por BDNF.  

 

1.9. Objetivos  

 

Objetivo General 

 

Determinar si la actividad de las GTPasas Rab5 y Rab11 es requerida para la 

activación sostenida de TrkB y los cambios morfológicos y de expresión de genes 

regulados por CREB en respuesta a la estimulación con BDNF en neuronas hipocampales 

en cultivo. 

 

Objetivos Específicos 

 

1.- Determinar si las GTPasas Rab5 y Rab11 son requeridas para aumentar la arborización 

dendrítica inducida por la estimulación con BDNF. 

 

2.- Establecer si la actividad de Rabs 5 y Rab11 es necesaria para la activación del factor 

de transcripción CREB en respuesta a la estimulación con BDNF. 

 

3.- Determinar si la estimulación con BDNF puede modificar los niveles de Rab5a y 

Rab11a. 

 

 4.- Evaluar si Rab11 favorece los cambios en la expresión de genes inducidos por la 

estimulación con BDNF.  
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2. MATERIALES 

 

Para la preparación de cultivos primarios de hipocampo de rata, se utilizaron ratas 

hembra Sprague-Dawley de 18 días de preñez mantenidas en ambiente de temperatura y 

luz controlada (20-22 °C y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas) en el vivero de la Pontificia 

Universidad Católica de Chile. Los métodos y procedimientos que incluyen el uso de 

animales en la presente tesis fueron aprobados por el comité de Bioética y Bioseguridad de 

la Facultad de Ciencias Biológicas de la Pontificia Universidad Católica de Chile.  

En la preparación y tratamientos de cultivos celulares se utilizó medio mínimo 

esencial (MEM, 11700-077), DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, 12800-017), 

solución salina de Hanks (HBSS, 14065-056), Neurobasal (21103-049), OptiMEM (11058-

021), Lipofectamina-2000 (11668-027), glutamina, suplemento B27 (17504-044), suero de 

caballo (HS, 16050-122), antibiótico/antimicótico (15240-112), penicilina/estreptomicina 

(15140-148) y tripsina (15090-046) adquiridas en Invitrogen (Life Technologies, CA, 

EEUU). El suero fetal bovino (FBS) fue adquirido en Hyclone (SH30071.03, GE 

Healthcare Life Science). La poli-L-lisina (P2636), citosina-arabinósido y actinomicina D 

(A1410) fueron adquiridas en Sigma (MO, EEUU). La neurotrofina BDNF fue adquirida 

en Alomone (B-250, Jerusalén, Israel) y la proteína recombinante TrkB-Fc (proteína 

soluble, que une a BDNF en el medio extracelular) fue adquirida desde R&D Systems 

(688TK, MN, EEUU). El inhibidor PD98059 (PRV1191) fue adquirido en Promega. El 

inhibidor K252a (99533-80-9) fue adquirido en Santa Cruz Biotechnology. Los inhibidores 

cicloheximida (239763), LY294002 (440202) y rapamicina (553210) fueron adquiridos en 

Calbiochem (Darmstadt, Alemania).  

En la realización de soluciones utilizadas en inmunofluorescencia se utilizaron los 

reactivos glucosa, NaCl, CaCl2, MgCl2, KCl, NaHCO3, KH2PO4, Na2HPO4, 
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paraformaldehído y glicerol. Estos fueron adquiridos en Merck. La glicina, Mowiol 4-88 

(475904), saponina (S4521), HEPES, Igepal y Tritón X-100 fueron adquiridos en Sigma. 

La albúmina sérica de bovino (BSA) libre de inmunoglobulinas se adquirió desde Jackson 

Immunoresearch Laboratories (001-000-161, PA, EEUU) y la mezcla de inhibidores de 

fosfatasas fue adquirida desde Pierce (88667, IL, EEUU). 

Para la preparación de geles se utilizó acrilamida/bisacrilamida (1610154) y 

membranas de nitrocelulosa (162-0115) de BioRad, el detergente dodecil sulfato de sodio 

(SDS, L4509), Tween-20 (P1379), β-mercaptoetanol (M6250) y la tinción Ponceau S 

(P7170) fueron adquiridos en Sigma. La mezcla de inhibidores de proteasas fue adquirida 

en Roche (11836153001). 

Para las técnicas de inmunofluorescencia y Western blot, se utilizaron los siguientes 

anticuerpos desarrollados en conejo anti-Rab5 (ab18211, Abcam) y conejo anti-Rab11 

(Zymed, 71-5300, Invitrogen, CA, EEUU). Los anticuerpos desarrollados en ratón anti-β-

III tubulina (T8578), conejo anti-pTrkB (pTyr515, SAB4300255) y ratón anti-flag (M1, 

F3040) fueron adquiridos en Sigma. Los anticuerpos desarrollados en ratón anti-MAP2 

fueron adquiridos en EMD Millipore (clon AP-20, MAB3418, MA, EEUU). Los 

anticuerpos desarrollados en conejo anti-pCREB (pSer-133, 87G3), ratón anti-CREB 

(86B10), conejo anti-pTrkA (pTyr-490, 9141), conejo anti-pAkt (pSer-473, 9271), conejo 

anti-pERK1/2 (pThr202/pThr204, 9101) y conejo anti-ERK1/2 (9102) fueron adquiridos 

en Cell Signaling Technology. Los anticuerpos desarrollados en conejo anti-Akt fueron 

adquiridos en Santa Cruz Biotechnology (H-136). Los anticuerpos anti-TrkB (dirigidos al 

dominio intracelular del receptor) fueron desarrollados en conejos y amablemente donados 

por el Laboratorio de la Dra. Úrsula Wyneken (Universidad de Los Andes-Chile). Los 

anticuerpos contra la proteína E2 fueron desarrollados en ratones y amablemente donados 

por el laboratorio del Dr. Christian Gonzalez-Billault (Universidad de Chile). Los 
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anticuerpos secundarios para Western blot conjugados a peroxidasa de rábano fueron 

adquiridos en  BioRad (anticuerpos anti-conejo código 170-6515, anticuerpos anti-ratón 

código 170-6516, CA, EEUU). 

Para realizar tinciones en células en cultivo, se utilizó la proteína  transferrina 

conjugada al fluoróforo Alexa-647 (T23366), la tinción nuclear Hoechst 33258 (H1398) y 

los anticuerpos secundarios desarrollados en burro anti-ratón y anti-conejo conjugados a 

fluoróforos Alexa-488, Alexa-555 y Alexa-647 fueron adquiridos en Molecular Probes 

(Life Technologies, CA, EEUU). Para el marcaje de anticuerpos se utilizó BioGel P-30 

(150-4150) y la columna para separación Bio-spin (732-6008) adquiridas desde Bio-Rad. 

Para realizar la expresión de proteínas de fusión y versiones mutantes y nativas de 

proteínas, se utilizaron vectores plasmidiales y virales que se describen a continuación. El 

plasmidio para expresión del receptor TrkB-flag fue donado por el Dr. Francis Lee (Weill 

Cornell University, NY, EEUU), la versión nativa de Rab5 fusionada a EGFP (Rab5-

EGFP) fue donada por el Dr. Victor Faúndez (Emory University, GA, EEUU), la versión 

dominante negativa (Rab11DN) y constitutivamente activa de Rab11 fusionada a EGFP 

fueron donadas por la Dra. Rejji Kuruvilla (John Hopkins University, MD, EE.UU), la 

versión mutante dominante negativa de CREB fusionada al epítope flag (CREBS133A) fue 

adquirida desde Addgene (plasmid # 22969) 

Las partículas adenovirales que manejan la expresión del mutante dominante 

negativo de Rab5 fusionadas a EGFP (Rab5DN), fueron donados por el Dr. Victor 

Faúndez (Emory University, GA, EEUU), las partículas adenovirales que manejan la 

expresión de las versiones mutante dominante negativo y constitutivamente activo 

fusionadas a EGFP (Rab11DN y Rab11CA, respectivamente) fueron donados por la Dra. 

Rejji Kuruvilla (John Hopkins University, MD, EE.UU). Todos los adenovirus se 
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amplificaron en nuestro laboratorio y posteriormente fueron purificados utilizando el 

Adenovirus Mini Purification Virakit™ (Virapur, CA, EEUU). 

Para la comprobación de infecciones y transfecciones, se utilizó de manera rutinaria 

un microscopio de fluorescencia Olympus IX71 (Tokyo, Japón) equipado con cámara 

refrigerada QICAM fast (QImaging, BC, Canada) y software de captura Image-pro 

Express versión 5.1.0.12 (Media Cybernetics, Ma, EEUU). Para realizar estudios de co-

localización y análisis en experimentos de inmunoendocitosis, se capturaron imágenes en 

sistema de microscopía confocal Olympus, que incluye un módulo de tres láseres 

conectado a un microscopio invertido (Olympus LSM FluoView 1000) y además se utilizó 

sistema de microscopía confocal Nikon que incluye un módulo de 4 láseres conectado a un 

microscopio invertido (SPECTRAL NIKON modelo ECLIPSE C2). 

Para el análisis de imágenes se utilizó el software del NIH, ImageJ, versión 1.48v 

(disponible en http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html). Para el análisis de Sholl, la 

plataforma se cargó con el plugin "Sholl's Analysis", desarrollado por el laboratorio del Dr. 

Anirvan Ghosh (UCSD, CA, EEUU). Para el análisis estadístico se usó el software Prism, 

versión 5.01 (GraphPad Software, CA, EEUU). 
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3. MÉTODOS. 

 

3.1. Cultivo primario de neuronas hipocampales de rata. 

 

Para la preparación de cultivos primarios de hipocampo de rata (Kaech & Banker 

2006), se obtuvieron embriones desde ratas Sprague-Dawley preñadas, las cuales fueron 

sacrificadas en cámara de CO2 al 5% durante 15 minutos. De cada rata preñada, se 

obtuvieron entre 6 a 10 embriones que fueron decapitados en condiciones estériles bajo 

campana de flujo horizontal, se extrajeron los cerebros y se depositaron en placas petri con 

HBSS frío (sin Ca2+ ni Mg2+ con 7,5% de NaHCO3) más antibióticos/antimicótico (100 

U/ml penicilina, 100 U/ml estreptomicina, 0,25 μg/ml anfotericina B). Se extrajeron las 

meninges y se disectó el hipocampo de cada hemisferio cerebral, que fue sometido a 

digestión enzimática con tripsina 0,25% disuelta en HBSS por 15 minutos a 37°C. Se 

eliminó la tripsina y el tejido se lavó 10 veces con HBSS frío, para luego ser mantenido en 

medio MEM/HS, que contenía 10% HS, 20% de glucosa, 2 mM de glutamina, antibióticos 

y antimicóticos disueltos en MEM. Los hipocampos fueron disociados pipeteando 

repetidamente (entre 5 a 10 veces) el tejido en MEM/HS a través de pipetas Pasteur cuyas 

puntas fueron reducidas progresivamente de diámetro por la llama de un mechero. Una vez 

obtenidas las células, se sembraron en medio MEM/HS (7000 células por cm2 para 

experimentos de análisis morfológico y 15000 células por cm2 para experimentos de 

biología molecular y bioquímica de proteínas) durante 4 horas para permitir la adhesión de 

las neuronas, y luego se cambió el medio por Neurobasal/B27 que contenía 2% de 

suplemento B27, 1 mM de glutamina y penicilina/estreptomicina disueltos en Neurobasal. 

Se realizó el cambio de 1/3 del medio de cultivo de cada placa por Neurobasal/B27 fresco 

cada 2 días. Al tercer día de cultivo, los medios de cultivo fueron suplementados con 
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citosina arabinosa (0,5 μM) para evitar la proliferación de células no neuronales. Este 

medio fue mantenido hasta que las neuronas fueron sometidas a tratamientos y estímulos 

entre los 7 y 9 DIV, según correspondió a cada experimento. 

Para sembrar las neuronas, placas de Petri de 60 mm de diámetro (utilizadas para 

experimentos de biología molecular y bioquímica de proteínas) o cubreobjetos de 15 mm 

de diámetro (utilizados en inmunofluorescencia) fueron previamente tratados con el 

sustrato de adhesión poli-L-lisina. Los cubreobjetos fueron anteriormente tratados por 48 

horas en ácido clorhídrico al 65%, lavados y autoclavados. Luego, tanto las placas de Petri 

como los cubreobjetos se incubaron por 24 horas con poli-L-lisina (1 mg/mL, disuelta en 

buffer borato 0,1% pH 8,5, conteniendo ácido bórico/tetraborato de Na+) a temperatura 

ambiente. En el caso de los cubreobjetos, la poli-L-lisina se utilizó una sola vez; en el caso 

de las placas de Petri, la poli-L-lisina se recicló y reutilizó por un máximo de tres veces. 

 

3.2. Cultivo de células HEK293, producción de partículas adenovirales e infección de 

neuronas hipocampales. 

 

Para llevar a cabo la amplificación de los diversos vectores adenovirales, se 

utilizaron células HEK293. Las células fueron cultivadas e infectadas en medio DMEM 

suplementado con 10% FBS, 1 mM de glutamina más antibióticos/antimicótico (100 U/ml 

penicilina, 100 U/ml estreptomicina, 0,25 μg/ml anfotericina B). Una vez alcanzado un 

efecto citopático completo debido a la infección (evidenciado por la pérdida de adhesión a 

las placas de cultivo), las células fueron centrifugadas y luego resuspendidas en medio de 

cultivo. Luego, las células fueron lisadas y se colectaron los virus, que fueron purificados 

mediante el sistema Adenovirus Mini Purification Virakit™ (Virapur, CA, EEUU) 

siguiendo los protocolos del fabricante. Posteriormente se realizó la titulación para cada 
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preparación de virus utilizando células HEK293 que luego fue comprobada en neuronas 

hipocampales. El trabajo con los vectores adenovirales se realizó bajo condiciones de 

bioseguridad nivel 2, utilizando gabinete Labculture Class II, Type A2 (ESCO, Singapur). 

Para estudiar la participación de las GTPasas Rab5 y Rab11, se realizó la expresión 

de estas GTPasas tanto en sus versiones nativas como mutantes fusionadas a EGFP además 

de la expresión de EGFP utilizada como control, mediante la infección con partículas 

adenovirales. Para ello, se utilizó un título viral equivalente al requerido para infectar al 

menos el 80% de las neuronas del cultivo (Figura 3). Este título viral se diluyó en medio 

Neurobasal/B27 y se agregó a las neuronas que fueron mantenidas durante 48 horas hasta 

realizar los experimentos (para el caso del mutante Rab5DN, una expresión al 100% de las 

células conduce a una disminución significativa en la sobrevida neuronal). 
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Figura 3. Niveles de expresión de EGFP y de mutantes dominantes negativos (DN) de  
Rab5 y Rab11 luego de infección con adenovirus. Imágenes representativas que 
muestran los niveles de expresión de EGFP y de los mutantes dominante negativo de Rab5 
(Rab5DN) y de Rab11 (Rab11DN) en células vivas, logrados por la infección de neuronas 
con partículas adenovirales. En el panel izquierdo, se muestra la imagen correspondiente a 
EGFP y los respectivos mutantes, en el panel central se muestra la imagen de campo claro 
y en el panel derecho se muestra la superposición de las imágenes.   
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3.3. Marcaje de anticuerpos. 

 

Para los ensayos de inmunoendocitosis del receptor TrkB, se realizó el marcaje o 

conjugación de anticuerpos dirigidos al epítope flag al fluoróforo Alexa-594 (A20004, Life 

Technologies, CA, EEUU). Para este procedimiento, se realizó la hidratación por 24 horas 

en solución PBS de BioGel P-30. Transcurrido este período, se transfirió el gel hidratado a 

un matraz kitasato con el fin de sacar la mayor cantidad de aire posible mediante succión 

con bomba de vacío. Se mantuvo esta succión por 10 minutos, con movimientos circulares 

ocasionales. Luego se retiró el sobrenadante cuidadosamente sin perturbar el gel y 

nuevamente se agregó aproximadamente la misma cantidad de PBS. Este procedimiento se 

repitió 3 veces y finalmente se depositó 1,5 mL de gel en columna Bio-spin que 

posteriormente fue utilizado para la purificación del anticuerpo conjugado.  

Para la conjugación del anticuerpo anti-flag al fluoróforo Alexa-594, se tomó el 

volumen necesario de anticuerpo para tener una concentración final de 2,2 mg/mL de 

proteínas que fue incubada en solución que contenía el fluoróforo Alexa-594 (1 mg/mL) en 

una solución bicarbonato de sodio 100 mM pH 8,3 durante 1 hora a temperatura ambiente 

con agitación constante. Finalizada esta incubación se depositó la solución en la columna 

Bio-spin conteniendo el gel previamente preparado que permite la purificación de 

moléculas entre 2500 a 40000 Dalton. La columna fue centrifugada por 10 minutos a 1100 

x g y se colectó la solución en un tubo limpio. Finalmente se cuantificó la concentración de 

proteínas en la solución colectada. La dilución de anticuerpo a utilizar se estableció 

realizando una inmunoendocitosis en neuronas hipocampales vivas transfectadas con 

receptores TrkB-flag, sumado a una inmunofluorescencia en éstas mismas células una vez 

ya fijadas.  
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3.4. Extracción de proteínas y electroforésis en geles de poliacrilamida-SDS. 

 

Para la obtención de proteínas desde los cultivos neuronales, las células se lavaron 

con PBS tibio y posteriormente fueron lisadas en 60 µL de solución de lisis conteniendo 

inhibidor de proteasas y fosfatasas (la solución de lisis y el tratamiento posterior de las 

muestras siempre se realizó en hielo). La solución de lisis contenía 150mM de NaCl, 50 

mM de Tris-HCl pH 8,0, 2 mM de EDTA, 0,1% de SDS y 1% de Tritón X-100, 

suplementado con inhibidor de fosfatasas y de proteasas. El inhibidor de fosfatasas (88667, 

Pierce, Thermo Scientific) contenía 50 mM de fluoruro de Na+, 10 mM de β-glicerofosfato, 

10 mM de pirofosfato de Na+ y 1 mM de ortovanadato de Na+. 

El lisado fue sometido a centrifugación (22000 rpm x 10 minutos a 4° C), se 

recuperó el sobrenadante y se cuantificó la cantidad total de proteínas, mediante un ensayo 

colorimétrico con reactivos adquiridos desde BioRad (DC Protein Assay, reactivo A 500-

0113, reactivo B 500-0114, reactivo S 500-0115) y utilizando una curva de 

concentraciones conocidas de BSA. Las muestras se mezclaron con solución de carga que 

contenía 0,25 M de Tris-HCl, pH 6,8, 10 % de glicerol, 5 %, de β-mercaptoetanol, 0,5 % 

de SDS y azul de bromofenol. Luego, se incubaron en placa calefactora durante 5 minutos 

a 95°C. Geles de poliacrilamida-SDS se prepararon a partir de soluciones madre al 30 % de 

acrilamida y al 0,8 % de bis-acrilamida. El gel separador o resolutivo y el gel concentrador, 

se obtuvieron disolviendo el volumen de solución acrilamida-bisacrilamida 

correspondiente en una solución conteniendo 0,375 M de Tris-HCl pH 8,8, 0,1 % de SDS y 

0,125 M de Tris-HCl pH 6,8 y 0,1 % de SDS, respectivamente. Para identificar cambios en 

los niveles de GTPasas Rabs, se utilizaron geles al 12% de concentración. En el resto de 

los experimentos, todos los geles utilizados se prepararon al 10% de concentración. Las 
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muestras se separaron mediante electroforésis realizada a 110 mV durante 

aproximadamente 4 horas.  

 

3.5. Western blot. 

 

Las proteínas separadas en el gel de poliacrilamida-SDS fueron transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa a 350 mA por 90 minutos a 4° C. Una vez finalizado este 

período, se verificó la correcta transferencia de las proteínas mediante tinción con Ponceau 

S al 0,1% en ácido acético al 5%. Luego de ser desteñida del colorante Ponceau S, la 

membrana fue incubada con TBS-Tween (10 mM de Tris-HCl, pH 8, 150 mM de NaCl, 

0,1 % de Tween-20) y BSA (3 %) por 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas se 

lavaron con TBS-Tween 3 veces por 5 minutos cada vez y fueron incubadas con los 

respectivos anticuerpos en TBS-Tween más BSA al 5% durante toda la noche a 4°C. Las 

diluciones de los anticuerpos primarios utilizados para Western blots fueron las siguientes: 

anti-Rab5 (1:1000), anti-Rab11 (1:500), anti-β-III tubulina (1:1000), anti-pTrkB (1:1000), 

anti-pCREB (1:500), anti-CREB (1:1000), anti-pTrkA (1:1000), anti-pAkt (1:1000), anti-

pERK1/2 (1:1000), anti-ERK1/2 (1:1000), anti-Akt (1:1000) y anti-TrkB (1:1000).  

Posteriormente, las membranas fueron lavadas con TBS-Tween 6 veces por 10 minutos 

cada vez e incubadas con un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rábano en 

TBS-Tween más BSA (3%) por 1 hora a temperatura ambiente en un balancín. Los 

anticuerpos secundarios desarrollados en cabra anti-conejo y anti-ratón y conjugados a 

peroxidasa de rábano para reconocer los anticuerpos primarios anteriormente descritos se 

utilizaron a una dilución 1:5000. Finalmente, las membranas fueron lavadas con TBS-

Tween 6 veces por 10 minutos cada vez. Para revelar las bandas se utilizaron los reactivos 

de detección por quimioluminiscencia “SuperSignal West Femto Substrate” y “Super 
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Signal West Pico Chemiluminiscent Substrate” (34095 y 34080, respectivamente, Thermo 

Scientific, IL, EEUU). 

 

3.6. Transfección de neuronas con plasmidios. 

 

Neuronas hipocampales fueron transfectadas con mutante dominante negativo de 

CREB (CREBS133A), el receptor recombinante TrkB fusionado al epítope flag (TrkB-

flag), Rab5 fusionada a EGFP, el mutante dominante negativo de Rab5 fusionado a EGFP 

(Rab5DN) y EGFP mediante el uso de Lipofectamina-2000, siguiendo básicamente las 

recomendaciones del fabricante pero con pequeñas modificaciones. Para cada pocillo de 15 

mm de diámetro, las neuronas fueron deprivadas de medio Neurobasal/B27 (el cual es 

reservado) y se incubaron con 500 µL de OptiMEM durante 30 minutos a 37° C. Durante 

esta incubación, se efectuó la mezcla para cada placa de 49 µL de OptiMEM más 1 µL de 

Lipofectamina-2000 y la mezcla OptiMEM-DNA (0,5 µg de cada plasmidio, en volumen 

final de 50 µL) que se incubó por 5 minutos de manera separada y luego se unieron ambas 

preparaciones incubándolas durante 25 minutos a temperatura ambiente. Luego, se agregó 

la preparación a cada pocillo y se mantuvo durante 2 horas a 37° C en estufa de cultivo. 

Finalmente, se retiró la solución de transfección, se agregó el medio Neurobasal/B27 

previamente reservado (al cual se le añadió un 30% de medio Neurobasal/B27 fresco) y se 

mantuvieron las neuronas en estufa de cultivo a 37°C durante 48 horas hasta la realización 

de los experimentos. Por medio de esta metodología se logró un rendimiento de 

transfección del 20%. 
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3.7. Inmunofluorescencia. 

 

Al final de cada tratamiento o procedimiento experimental, las neuronas 

mantenidas en cubreobjetos se lavaron con PBS (en el caso de detección de fosfo-

proteínas, desde este lavado en adelante el procedimiento se realizó en presencia de 

inhibidores de fosfatasas) y se fijaron a temperatura ambiente por 20 minutos en 

paraformaldehído (PFA) al 3% con sacarosa al 4% disueltos en PBS. Después de 3 lavados 

con PBS,  las neuronas se incubaron con glicina 150 mM disuelta en PBS por 15 minutos a 

temperatura ambiente. Luego de lavar en PBS, la células fueron permeabilizadas y 

bloqueadas simultáneamente con Tritón X-100 al 0,5% y BSA al 4% disueltos en PBS 

(para visualizar proteínas que se localizan en el núcleo) o con saponina al 0,2% y BSA al 

3% disueltos en PBS (para visualizar proteínas de localización citosólica) durante una 

hora.  

A continuación, las células se incubaron con los respectivos anticuerpos primarios, 

disueltos en solución que contenía BSA al 2% y Tritón X-100 al 0,1% disueltos en PBS 

suplementado con 0,1 mM CaCl2 y 1,5 mM MgCl2 (para anticuerpos dirigidos a proteínas 

localizadas en el núcleo) o BSA al 3%  y saponina al 0,05% disueltos en PBS 

suplementado con 0,1 mM CaCl2 y 1,5 mM MgCl2 (para anticuerpos dirigidos a proteínas 

citosólicas). 

Los anticuerpos primarios utilizados y sus diluciones fueron los siguientes: anti-

MAP2 (1:200), anti-Rab11 (1:200), anti-GFAP (1:400), anti-Flag (1:400), anti-pCREB 

(1:750), anti-CREB (1:400) y anti-pERK1/2 (1:400). 

Tras 3 lavados en PBS, se incubaron las células con anticuerpos secundarios 

fluorescentes (anticuerpos desarrollados en burro anti-conejo y anti-ratón conjugados al 

fluoróforo Alexa-488, Alexa-555 ó Alexa-647) disueltos en solución conteniendo BSA al 
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2% y Tritón X-100 al 0,1% disueltos en PBS suplementado con 0,1 mM CaCl2 y 1,5 mM 

MgCl2 (para proteínas localizadas en el núcleo) o BSA al 3%  y saponina al 0,05% en PBS 

suplementado con 0,1 mM CaCl2 y 1,5 mM MgCl2 (para proteínas citosólicas). A 

continuación las muestras fueron lavadas 5 veces en PBS y luego una vez en agua 

tridestilada para finalmente ser montadas sobre portaobjetos conteniendo 15 µL de Mowiol 

4-88 (medio de montaje para cubreobjetos), secadas al aire y selladas. 

 

3.8. Análisis de Microscopía. 

3.8.1. Protocolo de análisis de morfología neuronal.  

 

Para el análisis morfológico de la región somato-dendrítica de neuronas 

hipocampales en condiciones control o luego de la estimulación con BDNF, se adquirieron 

imágenes en microscopio confocal tomando capturas en el eje z con una separación de 0,5 

µm. Las imágenes fueron tomadas con una resolución de 1024x1024 pixeles y una 

profundidad de 8 bits. De ésta manera, se obtuvieron imágenes de fluorescencia tanto de 

las diversas proteínas exógenas expresadas en las neuronas utilizadas en la presente tesis 

(que están fusionadas a EGFP), como de la proteína MAP2, con el fin de identificar con 

claridad la extensión y ramificación de dendritas en la neurona. Una vez adquiridas las 

imágenes, fueron integradas utilizando el programa ImageJ en una imagen final 

considerando la suma de cada pixel. La imagen integrada correspondiente a MAP2 para 

cada tratamiento es transformada a una imagen binaria, que es sometida a análisis de Sholl. 

Este análisis consta en realizar una serie de círculos concéntricos desde el centro de la 

neurona (en nuestro estudio, se eligió realizar el primer círculo a 10 µm desde el centro del 

cuerpo celular) con una separación determinada (en nuestro estudio de 5 µm cada uno) 

hasta llegar al borde de la imagen (imágenes que abarcan en el eje x y el eje y una distancia 
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sobre 200 µm) (Sholl 1953). Al término del análisis, el programa entrega una lista de datos 

que refleja la cantidad de veces que un círculo intersecta a una dendrita (dado que está 

marcada para MAP2) en función de la distancia al soma, reflejando el grado de 

complejidad alcanzado por una neurona. De manera complementaria al análisis de Sholl, se 

determinaron los puntos de ramificación de cada dendrita, que se realizó contando 

manualmente para cada dendrita los puntos de ramificación que ésta presentaba. En el caso 

del análisis de Sholl, se determinaron diferencias significativas entre los grupos 

experimentales mediante análisis de varianza (ANOVA) de dos vías, utilizando la prueba 

de Bonferroni a posteriori para comparar pares de datos. En el caso de los puntos de 

ramificación, se establecieron diferencias significativas entre los grupos experimentales 

mediante análisis de varianza (ANOVA) de una vía. 

 

3.8.2. Cuantificación de fluorescencia y controles realizados. 

 

Para cada experimento de inmunofluorescencia realizado en esta tesis, se 

incluyeron controles en que las neuronas no se incubaron con el respectivo anticuerpo 

primario y además neuronas que no se incubaron con el respectivo anticuerpo secundario. 

De ésta manera, en cada grupo experimental se pudo determinar la intensidad de 

fluorescencia promedio correspondiente a señales inespecíficas y a la autofluorescencia 

propia de las muestras, que posteriormente es restado de los valores de fluorescencia 

promedio obtenido en las muestras de interés. Además, estos controles se consideraron 

para establecer los parámetros de adquisición de imágenes en los microscopios de 

epifluorescencia y confocales utilizados en esta tesis. 
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Para realizar la cuantificación de la intensidad de fluorescencia de las imágenes 

obtenidas en los diversos experimentos realizados en esta tesis, tanto por microscopía de 

epifluorescencia como por microscopía confocal, se procedió de la siguiente manera.  

Para determinar el nivel de reciclaje de receptores TrkB-flag y la internalización de 

receptores TrkB-flag y de transferrina, se obtuvieron imágenes en microscopio confocal 

tomando capturas en el eje z con una separación de 0,25 µm. Las imágenes fueron tomadas 

con una resolución de 1024x1024 pixeles y una profundidad de 8 bits. Luego, estas 

imágenes se integraron considerando la suma de cada pixel. Para analizar estas imágenes, 

se delineó cada región de la neurona utilizando la imagen obtenida con el filtro que permite 

visualizar EGFP (488 nm), seleccionando el cuerpo celular completo (excluyendo el 

núcleo) o seleccionando 5 µm de dos o tres dendritas por cada neurona. Estas selecciones 

se transfirieron a las imágenes correspondientes a la señal de TrkB-flag. Luego, se 

cuantificó la intensidad de fluorescencia promedio de estas secciones. A estos valores, se 

les restaron los valores de intensidad de fluorescencia promedio dado por los valores 

obtenidos desde neuronas que no fueron tratadas con anticuerpos primarios. Una vez 

obtenidos estos datos, se normalizaron los valores de fluorescencia respecto al valor 

obtenido en las neuronas que expresaron EGFP (considerado con el valor de 1). Se 

establecieron diferencias significativas entre los grupos experimentales mediante la prueba 

t de Student para comparaciones entre 2 grupos y mediante análisis de ANOVA de 1 vía 

para comparaciones entre más de dos grupos experimentales. 

Para evaluar los niveles endógenos de Rab11a, se obtuvieron imágenes en 

microscopio confocal tomando capturas en el eje z con una separación de 0,5 µm. Las 

imágenes fueron tomadas con una resolución de 1024x1024 pixeles y una profundidad de 8 

bits. Luego, estas imágenes se integraron considerando la suma de cada pixel. Para analizar 

estas imágenes, se delineó cada región de la neurona utilizando la imagen obtenida con el 
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filtro que permite visualizar EGFP (488 nm), seleccionando el cuerpo celular completo 

(excluyendo el núcleo) o seleccionando 5 µm de dos o tres dendritas por cada neurona. 

Estas selecciones se transfirieron a las imágenes correspondientes a la señal de Rab11a. 

Luego, se cuantificó la intensidad de fluorescencia promedio de estas secciones. A estos 

valores, se les restaron los valores de intensidad de fluorescencia promedio dado por los 

valores obtenidos desde neuronas que no fueron tratadas con anticuerpos anti-Rab11a. Una 

vez obtenidos estos datos, se normalizaron los valores de fluorescencia respecto al valor 

obtenido en las neuronas que expresaron EGFP (considerado con el valor de 1). Se 

establecieron diferencias significativas entre los grupos experimentales mediante la prueba 

t de Student. 

En el experimento en que se evaluaron los niveles de activación de CREB 

(pCREB), se obtuvieron imágenes en microscopio de fluorescencia tomando imágenes con 

una resolución de 1024x1024 pixeles y una profundidad de 8 bits. Para analizar estas 

imágenes, se delineó el núcleo de la neurona utilizando la imagen que correspondía a la 

tinción nuclear Hoechst 33258 (cuya señal no influyó en los niveles de fluorescencia del 

fluoróforo Alexa-555, utilizado para identificar a pCREB). Esta selección se transportó a la 

imagen de pCREB y se determinó la intensidad de fluorescencia promedio y el área 

medida (que denominaremos F1). Además, se determinaron éstos parámetros en neuronas 

en que no fueron incubadas con anticuerpo primario (fluorescencia inespecífica dada por el 

anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a fluoróforo Alexa-555, denominada F2). Por 

lo tanto, el valor de fluorescencia final obtenido corresponde a la resta de F2 al valor F1 

(Intensidad de fluorescencia pCREB=F1-F2). Finalmente, los valores de intensidad de 

fluorescencia de pCREB graficados fueron normalizados respecto a las neuronas no 

tratadas con BDNF. Se establecieron diferencias significativas entre los grupos 

experimentales control (sin BDNF) y estimulados con BDNF mediante análisis de varianza 
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(ANOVA) de una vía, utilizando la prueba de Bonferroni a posteriori, y se utilizó la 

prueba t de Student para comparaciones entre pares de datos provenientes de células 

tratadas de la misma manera. 

Para determinar los niveles de activación de ERK1/2 in situ (pERK1/2), se 

obtuvieron imágenes en microscopio confocal tomando capturas en el eje z con una 

separación de 0,25 µm. Las imágenes fueron tomadas con una resolución de 1024x1024 

pixeles y una profundidad de 8 bits. Luego, estas imágenes se integraron considerando la 

suma de cada pixel. Para analizar estas imágenes, se delineó cada región de la neurona 

utilizando la imagen obtenida con el filtro que permite visualizar EGFP o MAP2 (488 nm), 

delimitando el cuerpo celular completo (excluyendo el núcleo), seleccionando 5 µm de dos 

o tres dendritas por cada neurona o seleccionando el núcleo de la neurona que correspondió 

a la señal obtenida con la tinción nuclear Hoechst 33258 (cuya señal no influyó en los 

niveles de fluorescencia del fluoróforo Alexa-555, utilizado para identificar a pERK1/2). 

Estas selecciones se transfirieron a las imágenes correspondientes a la señal de pERK1/2. 

Luego, se cuantificó la intensidad de fluorescencia promedio de las regiones seleccionadas. 

A estos valores, se les restaron los valores de intensidad de fluorescencia promedio dado 

por los valores obtenidos desde neuronas que no fueron tratadas con anticuerpos anti-

pERK1/2. Una vez obtenidos estos datos, se normalizaron los valores de fluorescencia 

respecto al valor obtenido en las neuronas que no fueron estimuladas con BDNF 

(considerado con el valor de 1). Se establecieron diferencias significativas entre los grupos 

experimentales control (sin BDNF) y estimulados con BDNF mediante análisis de varianza 

(ANOVA) de una vía, utilizando la prueba de Bonferroni a posteriori, y se utilizó la 

prueba t de Student para comparaciones entre pares de datos provenientes de células 

tratadas de la misma manera. 
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3.8.3. Cuantificación de co-localización. 

 

 Para determinar el nivel de co-localización entre receptores TrkB-flag/Rab5-EGFP 

y TrkB-flag/Rab11-EGFP en respuesta a la estimulación con BDNF, se adquirieron 

imágenes utilizando microscopio confocal (Olympus LSM FluoView 1000) de una 

resolución de 2048x2048, tomando capturas en el eje z con una separación de 130 nm. 

Luego, las imágenes fueron analizadas y procesadas utilizando el programa ImageJ (Bolte 

& Cordelieres 2006), en que se realizó la deconvolución de las imágenes y luego se 

determinó el grado de co-localización entre TrkB-flag endocitado y la señal de Rab5-EGFP 

o Rab11-EGFP, calculando el Índice de co-localización de Manders (M1). Este índice 

corresponde a un coeficiente de sobreposición entre dos imágenes, adquiriendo un valor 

igual a 0 (M1=0), si corresponde a imágenes que no se sobreponen y adquiriendo un valor 

igual a 1 (M1=1), si en las imágenes comparadas existe un 100% de sobreposición. Es 

importante destacar que el valor “M1”, corresponde a la proporción de la señal del canal 

rojo (para nuestro trabajo, corresponde a TrkB-flag) que coincide con la señal en verde 

(Rab5-EGFP o Rab11-EGFP). Se establecieron diferencias significativas mediante la 

prueba t de Student. 

 

3.9. Análisis de los niveles de RNA mensajeros (RNAm) en neuronas hipocampales 

luego de la estimulación con BDNF. 

 

3.9.1. Extracción de RNA. 

 

Al finalizar los respectivos tratamientos, las neuronas hipocampales se separaron 

desde las placas de cultivo con una solución 25 nM de tripsina disuelta en PBS y fueron 
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posteriormente lavadas con PBS estéril. Luego, se purificó el RNA total utilizando el 

protocolo descrito por el reactivo Trizol para el análisis de expresión de Rab5 y Rab11 por 

reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (o qPCR) (Ambion RNA, Life 

Technologies) o siguiendo las instrucciones del RNAeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, 

Alemania), para el análisis de expresión de genes mediante arreglos de PCR. Luego de 

cada extracción de RNA, se evaluó la calidad del material aislado, mediante gel de 

integridad compuesto por 1% agarosa, 20 mM de MOPS pH 7 y 2 M de formaldehído. Se 

analizó la relación entre las bandas correspondientes al RNAr 28s y 18s. Posteriormente, el 

RNAm extraído se cuantificó mediante espectrofotometría (Biophotometer D30, 

Eppendorf, Alemania) y se trató con DNAsa I (Promega, WI,  EEUU), siguiendo las 

indicaciones del fabricante. 

 

3.9.2. Análisis de cambios en los niveles de RNAm de Rab5a y Rab11a en neuronas 

hipocampales. 

 

 Una vez finalizado el aislamiento del RNA y del tratamiento con DNAsa I (luego 

del tratamiento, nuevamente se cuantificaron los niveles de RNA), se sintetizó cDNA 

mediante transcripción reversa utilizando la enzima M-MLV RT (Promega) a partir de 1 

µg de RNA con 0,5 µg de random primer, en un volumen de reacción de 25 µL. Luego, se 

prosiguió el protocolo de síntesis descrito por el fabricante del termociclador TC-312 

(Techne). Una vez realizada la síntesis de cDNA, se prosiguió a realizar la 

amplificación del cDNA por qPCR. En primer lugar se estandarizaron los partidores para 

obtener una eficiencia cercana al 100%, utilizando las condiciones descritas por el 

protocolo de Brilliant II SYBR Green QPCR (Stratagen), referido al termociclador 

Mx3000P (Stratagene), para posteriormente realizar un análisis de 2-ΔΔCt. El volumen de 
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reacción está compuesto por 12.5 μL de 2x Brilliant II SYBR Green QPCR master mix, 200 

nM de partidor forward, 250 nM de partidor reverse para los genes β-actina, TBP (TATA 

box binding protein) y Arc (activity-regulated cytoskeleton-associated protein)  y 300 nM 

para PGK-1 (phosphoglycerate kinase 1), agua libre de nucleasas y 1,5 μL de cDNA, en 25 

μL de volumen final. El protocolo de PCR fue de 15 minutos a 95 °C y luego 40 ciclos de 

95 °C por 10 segundos y 58 °C. Los partidores utilizados en esta tesis fueron diseñados 

utilizando el software on-line de NCBI, la herramienta Primer-BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome) y el 

software Primer3 v. 0.4.0. (Howard Hughes Medical Institute and by the National Institutes 

of Health, http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Los partidores utilizados se describen en la 

Tabla 1. 

 

Gen Partidores utilizados (5’ a 3’) 

 

Observaciones 

Rab5a GGCTAATCGAGGAGCAACAA 

ACAAAGCGAAGCACCAGACT 

 

Rab11a AAAGTTACCCTGCTGCCTGG 

CTGCCAGGAAAGGAGACTGG 

 

Arc GGAGGGAGGTCTTCTACCGT 

CTACAGAGACAGTGTGGCGG 

Usado como control 

positivo 

β-actina CCCGCGAGTACAACCTTCT 

CGTCATCCATGGCGAACT 

Gen utilizado como 

normalizador 

Tbp CTGTTTCATGGTGCGTGACGAT 

AAGCCCTGAGCATAAGGTGGAA 

Gen utilizado como 

normalizador 

Pgk-1 TGCTGGGCAAGGATGTTCTGTT 

ACATGAAAGCGGAGGTTCTCCA 

Gen utilizado como 

normalizador 

 

Tabla 1. Partidores utilizados para el análisis de los niveles de Rab5a, Rab11a, Arc y de 
los genes utilizados como normalizadores. 
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Se realizó una curva de diluciones seriadas en diluciones en base 10 para realizar la 

curva de estandarización, además se realizó una curva de disociación para evaluar la 

formación de amplicones no deseados, utilizando el protocolo de PCR de 1 ciclo de 95 °C 

por 1 minuto, 55 °C por 30 segundos y 95 °C por 30 segundos. En segundo lugar, se 

amplificó el cDNA en duplicado utilizando el protocolo descrito anteriormente en la 

estandarización. Los niveles de expresión relativa de Rab5a, Rab11a y Arc se obtuvieron 

normalizando los datos obtenidos (2-ΔΔCt) respecto a los genes utilizados como 

normalizadores (β-actina) y las veces de cambio en la expresión de cada gen se obtuvo 

dividiendo el valor de expresión relativa obtenido en las muestras tratadas con BDNF 

respecto a las muestras tratadas con vehículo (BSA al 0,1% disuelto en Neurobasal). Se 

establecieron diferencias significativas mediante la prueba t de Student, comparando la 

condición control (vehículo) respecto a las muestras tratadas con BDNF. 

 

3.9.3. Análisis de cambios en los niveles de RNAm mediante Arreglos de PCR. 

 

 Luego de la extracción de RNA, se llevó a cabo la eliminación de DNA genómico 

siguiendo el protocolo de eliminación con DNAsa según el RT2 First Strand Kit (Qiagen), 

producto sugerido por el fabricante del Arreglo de PCR. Para ello, se realizó mezcla de 

eliminación de DNA genómico (denominada solución a, para cada punto experimental) 

compuesta por 1 µg de RNA más 2 µL de solución GE (que contiene DNAsa) en un 

volumen de 10 µL. Esta mezcla se incubó a 42 °C por 5 minutos, para luego ser enfriada 

en hielo. A su vez, se preparó la mezcla para realizar la transcripción reversa (denominada 

solución b), compuesta por 8 µL de solución BC3 (5x), 2 µL de solución control P2, 4 µL 

de solución de mezcla de transcripción reversa RE3 más H20 libre de RNAsas para 

completar un volumen de reacción final de 20 µL. Esta solución fue incubada a 42 °C por 
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15 minutos y luego a 95 °C por 5 minutos. Luego, se mezclaron 10 µL de RNA libre de 

DNA (o solución a), 10 µL de mezcla de transcripción reversa (o solución b) más 91 µL 

de H20 libre de RNAsas (volumen total de 111 µL, que denominamos solución c). 

Además, se realizó la siguiente mezcla (que es utilizada por cada placa de 96 pocillos del 

arreglo de PCR): 1350 µL de solución 2x RT2 SYBR Green mastermix, 102 µL de 

solución c más 1248 µL de H20 libre de RNasas, formando un volumen total de 2700 µL 

(que llamamos solución d). Posteriormente, se agregaron 25 µL de solución d a cada 

pocillo de las placas de 96 pocillos del arreglo de PCR Rat cAMP/Ca2+ PathwayFinder 

RT2 Profiler PCR Array (SABioscience, Qiagen, MD, EEUU). Luego, la placa 

conteniendo la solución d es sometida a la reacción de qPCR siguiendo los pasos descritos 

en la Tabla 2. 

 

               1er Paso 95ºC por 10 min 
2do paso 

40 ciclos 
95ºC por 15 seg 

3er paso 60ºC por 1 min 

Curva de disociación 

95ºC por 15 seg 
25ºC por 1 seg 
70ºC por 15 seg 
95ºC por 1 seg 

      

Tabla 2. Cuadro resumen del protocolo seguido para el análisis de los cambios de 
expresión de genes mediante el sistema de Arreglo de PCR Rat cAMP/Ca2+ PathwayFinder 
RT2 Profiler PCR Array. 

 

 

 Los tres primeros pasos corresponden a la reacción de qPCR, siendo el tercer 

segmento la zona de amplificación donde se realizan 40 ciclos. El último segmento, 

corresponde a la curva de disociación utilizada para distinguir la especificidad de los 

productos de PCR. Los resultados obtenidos entregados por el equipo referido al 

termociclador Mx3000P (Stratagene), fueron utilizados posteriormente para realizar un 
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análisis de los cambios de expresión de 84 genes que presentan promotores con elementos 

de respuesta a cAMP (CRE), a Ca2+ (CaRE) y a suero (SRE). Los niveles de expresión 

relativa de cada gen se obtuvieron normalizando los datos obtenidos respecto a 5 genes 

utilizados como normalizadores (Beta-actina, Beta-2 microglobulina, Hipoxantina 

fosforibosiltransferasa 1, Lactato deshidrogenasa y Proteína ribosomal P1). Luego, este 

valor se normalizó respecto al valor obtenido en las neuronas que expresaron EGFP y que 

no fueron tratadas con BDNF (que adquiere el valor 1). Finalmente, las veces de cambio en 

la expresión de cada gen se obtuvo dividiendo el valor de expresión relativa obtenido en 

las muestras tratadas con BDNF respecto a las muestras tratadas con vehículo (BSA). Se 

establecieron diferencias significativas mediante la prueba t de Student, comparando la 

condición control (vehículo) respecto a las muestras tratadas con BDNF. Posteriormente, 

Se establecieron diferencias significativas mediante la prueba t de Student, comparando las 

neuronas que expresaron EGFP respecto a las neuronas que expresaron el mutante 

Rab11DN. 

Además, se realizó el análisis de los niveles de expresión del gen Arc en las 

muestras (debido a que este gen está ausente de los 84 genes que contiene el Arreglo de 

PCR y es un conocido blanco transcripcional de BDNF). Este procedimiento se llevó a 

cabo siguiendo el protocolo anteriormente descrito en el apartado 3.9.2. de la sección de 

métodos. 
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3.10. Diseños experimentales. 

 

3.10.1 Papel de Rab5, Rab11 y CREB en el aumento de la ramificación dendrítica 

inducida por BDNF. 

 

Para estudiar el papel de Rab5, Rab11 y CREB en el aumento de la arborización 

dendrítica inducida por BDNF, utilizamos un modelo de estudio in vitro estandarizado en 

nuestro laboratorio y publicado previamente (Lazo et al 2013), en el cual neuronas 

hipocampales de 7 DIV son estimuladas por 48 horas con 50 ng/mL de BDNF. Al término 

de éste período, las neuronas exhiben un incremento significativo en la complejidad de su 

arborización dendrítica y sus puntos de ramificación. Para estudiar el papel de las proteínas 

Rab5 y Rab11, las neuronas fueron infectadas con partículas adenovirales que manejan la 

expresión de mutantes que presentan la sustitución de un aminoácido. En el caso de Rab5, 

el residuo serina-34 está sustituido por asparagina (S34N) y en el caso de Rab11 la serina-

25 esta sustituida por asparagina (S25N). Esta sustitución conduce a que ambas GTPasas 

se mantengan predominantemente en un estado unido a GDP, lo cual produce que actúen 

como dominantes negativos (denominados en esta tesis como Rab5DN y Rab11DN, 

respectivamente). Otro mutante de Rab11 utilizado en esta tesis presenta la sustitución del 

residuo glutamina-70 por leucina (Q70L), que elimina la actividad GTPasa de la enzima, 

manteniéndose predominantemente en un estado unido a GTP. Esto produce que actúe 

como mutante constitutivamente activo (denominado en esta tesis como Rab11CA). Estos 

mutantes están fusionados a EGFP, lo que permite identificar las neuronas infectadas con 

las partículas adenovirales. Para determinar el papel de CREB, se transfectaron neuronas 

hipocampales con una versión mutante de CREB que presenta la sustitución del 

aminoácido serina-133 por un residuo de alanina (denominado en esta tesis como CREB 
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S133A) fusionado al epítope flag. El residuo serina-133 es fosforilado en respuesta a la 

estimulación con BDNF y se ha demostrado que es requerido para inducir el crecimiento 

dendrítico inducido por BDNF en neuronas corticales (Finsterwald et al 2010). Por lo 

tanto, la sustitución del residuo produce que también actúe como mutante dominante 

negativo. Este mutante es identificado realizando una inmunofluorescencia para visualizar 

el epítope flag. 

Utilizando este modelo de estudio, neuronas hipocampales de 7 DIV (al comienzo 

del día), fueron transfectadas con Lipofectamina-2000 para el caso de la transfección 

CREB S133A y EGFP o incubadas con vectores adenovirales en el caso de Rab5DN, de 

Rab11DN y EGFP. Luego de 12 horas (al finalizar el 7 DIV), las neuronas fueron 

estimuladas con 50 ng/mL de BDNF o BSA (0,1%, utilizada como control vehículo) en el 

medio de cultivo (Neurobasal sin B27) y mantenidas por 48 horas en estufa de cultivo. Al 

término del período de estimulación con BDNF, las células fueron fijadas y sometidas a 

inmunofluorescencia para marcar la proteína MAP2, cuya ubicación está restringida a la 

región somato-dendrítica y que ha sido utilizada en este tipo de estudios dado que permite 

la identificación clara de dendritas estructuralmente estables, sin confundirlas con axones u 

otro tipo de  protrusiones (protocolo esquematizado en Figura 4). Posteriormente, las 

imágenes fueron sometidas a los análisis morfométricos descritos anteriormente (análisis 

de Sholl y puntos de ramificación). 
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Figura 4. Diseño experimental utilizado para analizar los cambios morfológicos inducidos 
por BDNF. 
 

3.10.2. Estudios de co-localización de TrkB junto a Rab5 y Rab11. 

 

Neuronas hipocampales de 7DIV se co-transfectaron (mediante Lipofectamina-

2000) con receptores TrkB fusionados al epítope flag (TrkB-flag) además de Rab5-EGFP o 

Rab11-EGFP. Luego de 48 horas, las neuronas se deprivaron de medio de cultivo durante 3 

horas en medio de depleción (este medio fue utilizado como medio de depleción durante 

todos los experimentos mostrados en la presente tesis, que contenía medio Neurobasal sin 

B27 y suplementado con 200 ng/mL de TrkB-Fc, molécula que disminuye del medio 

extracelular el BDNF secretado de manera endógena por las neuronas). Posteriormente, se 

eliminó el medio de depleción y se incubaron las neuronas con anticuerpos anti-flag 

conjugados a fluoróforo Alexa-594 disueltos en medio Neurobasal a 4°C durante 30 min. 

Posteriormente, las neuronas fueron lavadas con medio Neurobasal tibio y se estimuló la 

internalización de TrkB-flag con BDNF (50 ng/mL) durante 0, 5 y 15 minutos. A 

continuación las neuronas se lavaron con PBS, se fijaron y se observaron por microscopía 

confocal. 
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3.10.3. Estudio del papel de Rab11 en el reciclaje de receptores TrkB.  

 

Neuronas hipocampales de 7 DIV, fueron co-transfectadas con receptores TrkB-

flag y EGFP o el mutante Rab11DN. Luego de 48 horas, las neuronas de 9 DIV fueron 

deprivadas de medio de cultivo durante 90 minutos e incubadas en medio de depleción a 

37°C. Posteriormente, se eliminó el medio de depleción y las neuronas fueron lavadas e 

incubadas con anticuerpos anti-flag (producidos en ratones) conjugados a un fluoróforo 

(Alexa-594) disueltos en medio Neurobasal a 4° C. Después de 30 minutos, las células se 

lavaron con medio Neurobasal a 37°C y se estimularon con BDNF (50 ng/mL) durante 30 

minutos. Después de la internalización de los receptores TrkB-flag, los anticuerpos que 

quedaron en la superficie celular se eliminaron lavando las neuronas 3 veces con EDTA 1 

mM disuelto en PBS. Los receptores reciclados hacia la superficie de la célula fueron 

marcados por incubación durante 60 minutos con anticuerpos anti-ratón conjugados a un 

fluoróforo diferente (Alexa-647). Los niveles de receptores reciclados es proporcional a la 

señal detectada por el anticuerpo anti-ratón conjugado a Alexa-647 que reconoce el 

anticuerpo anti-flag cuando ha vuelto a la membrana plasmática desde endosomas de 

reciclaje. Finalmente, las neuronas se lavaron, se fijaron y se capturaron imágenes por 

microscopía confocal. 

 

3.10.4. Estudio del efecto de mutante Rab5DN en la internalización de receptores 

recombinantes TrkB-flag. 

 

Neuronas hipocampales de 7DIV se co-transfectaron con TrkB-flag además del 

mutante Rab5DN o EGFP. Luego de 48 horas, las neuronas se deprivaron de medio de 

cultivo y fueron mantenidas en medio de depleción durante 3 horas. Al término de este 
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período, se incubaron con anticuerpos anti-flag conjugados al fluoróforo Alexa-594 

disueltos en medio Neurobasal, a 4°C durante 30 minutos. Posteriormente, las neuronas 

fueron lavadas con medio Neurobasal tibio y se estimuló la internalización de TrkB-flag 

con BDNF (50 ng/mL), disuelto en Neurobasal durante 15 minutos. A continuación, las 

neuronas se lavaron con PBS, se fijaron y se adquirieron imágenes por microscopía 

confocal. En estas imágenes, se analizó la intensidad de fluorescencia promedio en el 

cuerpo celular de las neuronas correspondiente a receptores TrkB-flag internalizados, 

como fue descrito anteriormente en la sección de métodos.  

En otro grupo experimental, neuronas hipocampales de 7DIV se infectaron con 

partículas adenovirales que manejan la expresión de EGFP (usada como control) o el 

mutante Rab5DN. Luego de 48 horas, las neuronas fueron deprivadas de medio de cultivo 

y se incubaron con transferrina (100 µg/mL) conjugada al fluoróforo Alexa-647 disuelto en 

Neurobasal, durante 90 minutos. Luego, las neuronas se lavaron, se fijaron y se obtuvieron 

imágenes por microscopía confocal. En estas imágenes, se analizó la intensidad de 

fluorescencia promedio en el cuerpo celular de las neuronas correspondiente a la proteína 

transferrina internalizada. 

 

3.10.5. Efecto de la inhibición de la actividad de Rab5 en los niveles de Rab11 

endógeno en neuronas hipocampales en cultivo. 

 

Neuronas hipocampales de 7DIV se infectaron con partículas adenovirales que 

manejan la expresión de EGFP (usada como control) o el mutante Rab5DN. Luego de 48 

horas, las neuronas se fijaron y se realizó una inmunofluorescencia para determinar los 

niveles de Rab11a mediante la tinción con un anticuerpo anti-Rab11. Luego, se obtuvieron 

imágenes mediante microscopía confocal tomando cortes en el eje z de 0,5 µm. 



52 
 

Posteriormente, las imágenes fueron integradas en una imagen final considerando la suma 

de cada pixel. En esta imagen final, se determinó la intensidad de fluorescencia promedio 

en el cuerpo celular (descartando el núcleo) y en 2 o 3 segmentos de 10 µm de dendritas 

primarias para cada célula analizada, por cada grupo experimental. 

 

3.10.6. Estudio de las rutas de transducción de señales requeridas para la activación 

de CREB en respuesta a la estimulación con BDNF. 

 

Neuronas hipocampales de 9 DIV fueron deprivadas de medio de cultivo y se 

mantuvieron en medio de depleción durante 3 horas. Durante este período (1 hora antes de 

la estimulación con BDNF), algunas neuronas fueron incubadas con el inhibidor de la ruta 

ERK1/2, PD98059 (30 µM), con el inhibidor de la ruta PI3K/Akt, LY294002 (10 µM), con 

el inhibidor de la actividad tirosina quinasa del receptor TrkB, K252a (200 nM) o con el 

vehículo de los inhibidores (DMSO). Luego, las neuronas fueron estimuladas con BDNF 

50 ng/mL (en presencia o ausencia de los inhibidores) durante 15 minutos a 37 °C. 

Posteriormente, las células se lavaron con PBS tibio en presencia de inhibidores de 

fosfatasas y se sometieron a inmunofluorescencia. Es importante destacar que desde el 

lavado con PBS en las células vivas hasta la incubación con anticuerpo secundario siempre 

estuvieron presentes los inhibidores de fosfatasas. Se realizó una inmunofluorescencia para 

detectar los niveles de fosforilación del residuo serina-133 del factor de transcripción 

CREB (pCREB) utilizando el anticuerpo anti-pCREB y además se utilizó el anticuerpo 

anti-MAP2, para delimitar la región somato-dendrítica. En los últimos lavados de la 

inmunofluorescencia, se incubaron las neuronas con el marcador nuclear Hoechst 33258 (1 

µg/mL). Posteriormente, se adquirieron imágenes en microscopio de fluorescencia 

procediendo en primer lugar a localizar neuronas con una adecuada morfología 
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(adquiriendo imágenes visualizadas mediante filtro de 488 nm), luego se obtuvo la imagen 

con el filtro que permite visualizar la inmunotinción para pCREB (580 nm) y finalmente 

con el filtro que permite visualizar la tinción nuclear Hoechst 33258 (350 nm) (Figura 3 A-

C). Para cuantificar la activación de CREB, se consideró la fluorescencia de pCREB 

asociada al núcleo delimitada con la tinción de Hoechst y se determinó el área y la 

intensidad de fluorescencia promedio de la región seleccionada (Figura 5 D-E). 

 

 
Figura 5. Procedimiento de adquisición (A-C) y análisis (D-E) de imágenes para 
determinación de activación de CREB en respuesta a la estimulación con BDNF. 
 
 

 Además, se realizó un control de la actividad del inhibidor LY294002. Para ello, 

neuronas fueron deprivadas de medio de cultivo y se mantuvieron en medio de depleción 

durante 3 horas. Durante este período (1 hora antes de la estimulación con BDNF), algunas 

neuronas fueron incubadas con el inhibidor LY294002 (10 µM) o con su vehículo 

(DMSO). Luego, las neuronas fueron estimuladas con BDNF 50 ng/mL (en presencia o 

ausencia del inhibidor) durante 15 minutos a 37 °C. Posteriormente, las células se lavaron 
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con PBS tibio en presencia de inhibidores de fosfatasas y fueron lisadas en 60 µL de 

solución de lisis conteniendo inhibidor de fosfatasas y proteasas. El lisado fue sometido a 

los procedimientos descritos en la sección de métodos y las muestras resultantes fueron 

separadas en geles de poliacrilamida-SDS al 10%. Luego, 50 µg de proteínas se utilizaron 

para analizar mediante Western blot los niveles de activación de TrkB (utilizando 

anticuerpo anti-pTyr515) y de Akt (utilizando anticuerpo anti-pSer473). Además, se 

evaluaron los niveles totales de las respectivas proteínas (TrkB total y Akt total).   

 

 3.10.7. Estudio del papel de la actividad de Rab5 y Rab11 en la activación de CREB 

por estimulación con BDNF. 

 

Neuronas hipocampales de 7 DIV se infectaron con partículas adenovirales que 

manejan la expresión de EGFP (usada como control) o las versiones mutantes Rab5DN,  

Rab11DN o Rab11CA. Luego de 48 horas (a los 9 DIV), las neuronas fueron deprivadas 

de medio de cultivo y mantenidas en medio de depleción durante 3 horas. Posteriormente, 

las neuronas fueron estimuladas con BDNF 50 ng/mL disuelto en Neurobasal a diferentes 

tiempos (entre 0 y 60 minutos) o a diferentes concentraciones (0, 0.5, 5 y 50 ng/mL de 

BDNF ó 0, 0.02, 0.2 y 2 nM de BDNF) durante 30 minutos. Luego, las células se lavaron 

con PBS tibio en presencia de inhibidores de fosfatasas, fueron fijadas y sometidas a 

inmunofluorescencia (con la presencia constante de los inhibidores de fosfatasas). Se 

realizó una inmunofluorescencia para detectar los niveles de fosforilación del residuo 

serina-133 del factor de transcripción CREB (pCREB) y además se delimitó el núcleo con 

la tinción Hoechst 33258 (1 µg/mL). Posteriormente, se adquirieron imágenes en 

microscopio de fluorescencia procediendo en primer lugar a localizar neuronas expresando 

EGFP o los mutantes de Rab5 y Rab11 (adquiriendo imágenes visualizadas mediante filtro 
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de 488 nm), luego se obtuvo la imagen con el filtro que permite visualizar la 

inmunotinción para pCREB (580 nm) y finalmente con el filtro que permite visualizar la 

tinción nuclear Hoechst 33258 (350 nm). (Figura 6 A-C). Para cuantificar la activación de 

CREB, se utilizaron todas las neuronas que expresaron EGFP o mutantes de Rab5 y Rab11 

visualizadas en un campo determinado. Se consideró la fluorescencia de pCREB asociada 

al núcleo delimitada con la tinción de Hoechst y se determinó el área y la intensidad de 

fluorescencia promedio de la región seleccionada (Figura 6 D-E). 

 

 
 

Figura 6. Procedimiento de adquisición (A-C) y análisis (D-E) de imágenes para la 
determinación del papel de las GTPasas Rab5 y Rab11 en la activación de CREB en 
respuesta a la estimulación con BDNF. 

 

Además, se llevó a cabo el estudio del papel de Rab5 y Rab11 en la activación de 

CREB luego de la estimulación con BDNF mediante Western blot. Para este grupo 

experimental, neuronas hipocampales de 7DIV se infectaron con partículas adenovirales 

que manejan la expresión de EGFP (usada como control) o las versiones mutantes 
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Rab5DN y Rab11DN. Luego de 48 horas (9DIV), las neuronas fueron deprivadas de medio 

de cultivo y mantenidas en medio de deprivación por 3 horas. Finalizado este período, se 

realizó la estimulación de las células con BDNF 50 ng/mL o con vehículo (BSA al 0,1%) 

disuelto en Neurobasal por 30 minutos. Posteriormente, las células se lavaron con PBS 

tibio en presencia de inhibidores de fosfatasas y fueron lisadas en 60 µL de solución de 

lisis conteniendo inhibidor de fosfatasas y proteasas. El lisado fue sometido a los 

procedimientos descritos en la sección de métodos y las muestras resultantes fueron 

separadas en geles de poliacrilamida-SDS al 10%. Luego, 50 µg de proteínas se utilizaron 

para analizar mediante Western blot los niveles de activación de pCREB y los niveles 

totales de CREB.   

 

3.10.8. Estudio del requerimiento de la actividad de Rab5 y Rab11 para la activación 

de rutas de transducción de señales rio abajo de BDNF/TrkB. 

 

Neuronas hipocampales de 7 DIV se infectaron con partículas adenovirales que 

manejan la expresión de EGFP (usada como control) o las versiones mutantes Rab5DN y 

Rab11DN. Luego de 48 horas (9DIV), las neuronas fueron deprivadas de medio de cultivo 

y se mantuvieron en medio de depleción por 3 horas. Posteriormente, se realizó la 

estimulación de las neuronas  por 0, 5 y 120 minutos con BDNF 50 ng/mL disuelto en 

Neurobasal a 37° C. Luego, las células se lavaron con PBS tibio en presencia de 

inhibidores de fosfatasas y fueron lisadas en 60 µL de solución de lisis conteniendo 

inhibidor de proteasas y fosfatasas. El lisado obtenido se sometió a los procedimientos 

descritos en la sección de métodos y las muestras resultantes fueron separadas en geles de 

poliacrilamida-SDS al 10%. Luego, 35 µg de proteínas se utilizaron para analizar mediante 

Western blot los niveles de activación de las proteínas que se detallan a continuación. Se 
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evaluó la activación tanto de TrkB (evaluando los niveles de fosforilación de receptores 

Trk usando un anticuerpo policlonal general dirigido a la secuencia que contiene pTyr490 

del receptor TrkA), Akt (evaluando los niveles de pSer473) y ERK1/2 (evaluando 

pThr202/pThr204). Además se evaluaron los niveles totales de éstas proteínas utilizando el 

anticuerpo anti-TrkB (anticuerpo policlonal desarrollado y donado por el Laboratorio de la 

Dra Ursula Wyneken, Universidad de Los Andes-Chile), anti-Akt, anti-ERK1/2 y anti βIII-

tubulina. La cuantificación de los resultados obtenidos se realizó estandarizando la 

intensidad de las bandas obtenidas con los anticuerpos fosfo-específicos respecto a la 

intensidad de las bandas obtenidas con los anticuerpos que reconocen la proteína total 

correspondiente. Luego, estos valores se expresaron normalizando los valores 

estandarizados respecto a los valores obtenidos desde las neuronas no tratadas con BDNF 

(neuronas control). 

  

3.10.9. Estudio del papel de la actividad de Rab5 y Rab11 en la activación in situ de 

ERK 1/2 en respuesta a la estimulación con BDNF. 

 

a) Validación de anticuerpo anti-pERK1/2. 

 

 Previo a la evaluación del papel de Rab5 y Rab11 en los cambios en los niveles de 

pERK1/2 en respuesta a la estimulación con BDNF, se llevó a cabo la validación del 

anticuerpo anti-pERK1/2 en detectar cambios en los niveles de fosforilación de ERK1/2. 

Para esto, neuronas hipocampales de 9 DIV fueron deprivadas de medio de cultivo y se 

mantuvieron en medio de depleción durante 3 horas. Durante este período, algunas 

neuronas fueron incubadas con el inhibidor PD98059 (30 µM, Promega) el cual bloquea la 

activación de la ruta ERK1/2 por unión a la proteína quinasa MEK1 en su forma inactiva, o 
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con su vehículo (DMSO).  Luego, las neuronas fueron estimuladas con BDNF 50 ng/mL 

(en presencia o ausencia del inhibidor) durante 15 minutos a 37 °C. Posteriormente, las 

células se lavaron con PBS tibio en presencia de inhibidores de fosfatasas y se sometieron 

a una inmunofluorescencia (con la presencia siempre de los inhibidores de fosfatasas) 

utilizando el anticuerpo anti-pERK1/2 y además se utilizó el anticuerpo anti-MAP2, para 

delimitar la región somato-dendrítica. En los últimos lavados de la inmunofluorescencia, se 

incubaron las neuronas con el marcador nuclear Hoechst 33258 (1 µg/mL). Luego, se 

obtuvieron imágenes mediante microscopía confocal, adquiriendo imágenes con secciones 

ópticas de 250 nm, que posteriormente se reconstruyeron en una sola imagen. En esta 

imagen, se cuantificó la intensidad de fluorescencia promedio tanto en el cuerpo celular 

como en el núcleo de las neuronas, siguiendo el protocolo detallado en la Figura 6. 

 

b) Papel de la actividad de Rab5 y Rab11 en la activación in situ de ERK 1/2 en 

respuesta a la estimulación con BDNF. 

 

Neuronas hipocampales de 7DIV se infectaron con partículas adenovirales que 

manejan la expresión de EGFP (control) o Rab5DN o Rab11DN por 48 horas. Luego, las 

neuronas (9 DIV) fueron deprivadas de medio de cultivo y se mantuvieron en medio de 

depleción por 3 horas. Luego, se realizó la estimulación de las neuronas con BDNF 50 

ng/mL disuelto en Neurobasal a 37° C durante 0, 15 y 60 minutos. Posteriormente, las 

células se lavaron con PBS tibio en presencia de inhibidores de fosfatasas, los cuales se 

mantuvieron a lo largo de todo el procedimiento de inmunofluorescencia que se realizó 

posteriormente. Luego del lavado, las neuronas se fijaron para ser incubadas con un 

anticuerpo anti-pERK1/2 (pThr202/pTyr204) y visualizar la activación de ERK1/2 in situ 
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por inmunofluorescencia. En los últimos lavados de la inmunofluorescencia, se incubaron 

las neuronas con la tinción nuclear Hoechst 33258 (1 µg/mL) (Figura 7). 

 

 
 
Figura 7. Estrategia experimental utilizada para determinar papel de Rab5 y Rab11 en la 
activación de ERK1/2 inducida por BDNF 

 

Luego se adquirieron imágenes en microscopio confocal: a partir del canal 

correspondiente al filtro verde (488 nm, EGFP y mutantes), se seleccionaron los niveles 

inferior y superior para realizar cortes en el eje z (cortes de 250 nm). Posteriormente, se 

tomaron en secuencia las imágenes correspondientes a la señal de EGFP y mutantes 

Rab5DN y Rab11DN (488 nm), las imágenes correspondientes a la señal de pERK1/2 (545 

nm) y las imágenes para la señal de la tinción Hoechst 33258 (350 nm) (Figura 8 A-C). 

Para analizar estas imágenes, a partir de la imagen tomada utilizando filtro verde (488 nm, 

EGFP y mutantes), se seleccionó en el caso del soma todo el contorno del cuerpo celular 

descartando al núcleo y las dendritas. En el caso de las dendritas, se seleccionaron 2 o 3 

dendritas por célula tomando 5 µm de dendrita de longitud y en el caso del núcleo, se 

utilizaron las imágenes adquiridas para la señal de la tinción Hoechst 33258. Todas estas 

selecciones se traspasaron a la imagen de pERK1/2 (por separado) y se realizó el análisis 

de la intensidad de fluorescencia promedio de la región escogida. (Figura 8 D-F). 



60 
 

 
 
Figura 8. Procedimiento de adquisición (A-C) y análisis (D-E) de imágenes para 
determinar el papel de Rab5 y Rab11 en la activación in situ de ERK1/2 en respuesta a la 
estimulación con BDNF en neuronas hipocampales en cultivo. 
 
 

3.10.10. Análisis de los niveles de RNAm de Rab5a y Rab11a luego de la estimulación 

con BDNF. 

 

Neuronas hipocampales de 8-9 DIV fueron deprivadas de medio de cultivo y 

mantenidas en medio de depleción durante 1 hora. Posteriormente, las neuronas fueron 

estimuladas con BDNF 50 ng/mL o con su vehículo (BSA al 0,1%) disuelto en Neurobasal 

durante 4 o 12 horas. Luego, se analizaron los cambios en los niveles de expresión de 

RNAm de Rab5a, Rab11a y de Arc (utilizado como control positivo de la estimulación con 

BDNF) como fue descrito en la sección de métodos. 
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3.10.11. Análisis de los niveles de proteína de Rab5a y Rab11a luego de la 

estimulación con BDNF. Papel de inhibidores de la transcripción génica y de la 

traducción de proteínas. 

 

 Neuronas hipocampales de 8 DIV fueron deprivadas de medio de cultivo y 

mantenidas en medio de depleción durante 1 hora. Posteriormente, las neuronas fueron 

estimuladas con BDNF 50 ng/mL o con su vehículo (BSA al 0,1%) disuelto en Neurobasal 

durante 24 horas. Luego, las neuronas fueron lisadas y se evaluó mediante análisis de 

Western blot los niveles de Rab5a, Rab11a y βIII-tubulina, siguiendo los protocolos 

descritos en la sección de métodos. En un segundo grupo experimental, neuronas 

hipocampales de 8 DIV fueron deprivadas de medio de cultivo y mantenidas en medio de 

depleción durante 1 hora. Durante este período, algunas neuronas fueron incubadas en 

presencia del inhibidor de la transcripción actinomicina D (molécula que se une al 

complejo de iniciación de la transcripción produciendo un bloqueo de la acción de la RNA 

polimerasa, 5 µM 30 minutos antes de la estimulación con BDNF) o su vehículo (DMSO) 

o con el inhibidor de la traducción cicloheximida (molécula que interfiere la actividad 

peptidil transferasa del ribosoma 60S, produciendo el bloqueo de la elongación 

traduccional, 25 µM, 1 hora antes de la estimulación con BDNF). Posteriormente, las 

neuronas fueron estimuladas con BDNF 50 ng/mL o con su vehículo (BSA al 0,1%) 

disuelto en Neurobasal durante 24 horas. Luego, las neuronas fueron lisadas y se evaluó 

mediante análisis de Western blot los niveles de Rab5a, Rab11a y βIII-tubulina, siguiendo 

los protocolos descritos en la sección de métodos. Además, en un tercer grupo 

experimental, neuronas hipocampales de 8-9 DIV fueron deprivadas de medio de cultivo y 

mantenidas en medio de depleción durante 1 hora. Durante este período, algunas neuronas 

fueron incubadas en presencia del inhibidor de la quinasa mTOR, rapamicina (200 nM) o 
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con su vehículo (etanol). Luego, las neuronas fueron estimuladas con BDNF 50 ng/mL o 

con su vehículo (BSA al 0,1%) disuelto en Neurobasal durante 4 o 12 horas. Al finalizar la 

estimulación, las neuronas fueron lisadas y se evaluó mediante análisis de Western blot los 

niveles de Rab5a, Rab11a y βIII-tubulina, siguiendo los protocolos descritos en la sección 

de métodos. 

 Posteriormente, se cuantificaron los niveles relativos de Rab5a y Rab11a por 

análisis de densitometría relativa a los niveles de βIII-tubulina (proteína que no mostró 

variaciones en respuesta a los tratamientos realizados en nuestro modelo de estudio). 

 

3.10.12. Estudio del papel de Rab11 en los cambios de expresión de genes en respuesta 

a la estimulación con BDNF. 

 

Neuronas hipocampales de 7 DIV se infectaron con partículas adenovirales que 

manejan la expresión de EGFP (usada como control) o la versión mutante Rab11DN. 

Luego de 48 horas (a los 9 DIV), las neuronas fueron deprivadas de medio de cultivo y 

mantenidas en medio de depleción durante 1 hora. Posteriormente, las neuronas fueron 

estimuladas con BDNF 50 ng/mL o con su vehículo (BSA al 0,1%) disuelto en Neurobasal 

durante 4 horas. Luego, se analizaron los cambios en la expresión de diversos genes 

utilizando el sistema Rat cAMP/Ca2+ PathwayFinder RT2 Profiler PCR Array 

(SABioscience, Qiagen, MD, EEUU), como fue descrito en la sección de métodos. 
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3.11. Análisis estadístico. 

 

Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa Graphpad Prism 

versión 5.01 para Windows. Los resultados fueron expresados como el promedio + error 

estándar. Los niveles de diferencias estadísticamente significativas (p<0,05; p<0,01; 

p<0,001) se indican en cada figura, las que fueron determinadas para comparaciones entre 

dos poblaciones por la prueba t de Student y para comparaciones entre múltiples 

poblaciones mediante la prueba de ANOVA, utilizando la prueba de Bonferroni a 

posteriori para comparar pares de datos. 
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4. RESULTADOS 

 

Objetivo 1. Determinar si las GTPasas Rab5 y Rab11 son requeridas para aumentar 
la arborización dendrítica inducida por la estimulación con BDNF. 
 

Para llevar a cabo los objetivos propuestos en la presente tesis, se eligió utilizar 

como modelo de estudio neuronas en cultivo in vitro provenientes del hipocampo de 

embriones de rata con 18 días de gestación, el cual ha sido utilizado ampliamente para 

llevar a cabo estudios en neuronas del sistema nervioso central (Kaech & Banker 2006). 

Los cultivos utilizados (mantenidos durante 9 días in vitro) se caracterizaron por presentar 

prácticamente sólo neuronas, lo cual fue determinado realizando estudios de 

inmunofluorescencia identificando las neuronas como células con marca positiva para la 

proteína asociada a microtúbulos de neuronas MAP2 (99 + 1%, en Figura 9, izquierda). 

Esporádicamente, se identificaron células no neuronales con marca positiva para la 

proteína de filamentos intermedios GFAP (<1%), la cual es un marcador de astrocitos 

(Figura 9, derecha). Este resultado indica que en las condiciones de aislamiento y 

mantención en que se realiza el cultivo se obtienen prácticamente sólo neuronas desde los 

hipocampos de cerebro de rata. 
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Figura 9. Imágenes de microscopía de fluorescencia de neuronas hipocampales de 
rata en cultivo durante 9 días. Cultivos celulares preparados desde hipocampos de 
embriones de rata que fueron fijados a los 9 días in vitro (9 DIV) y marcados utilizando 
anticuerpos contra la proteína MAP2 (en verde) y GFAP (rojo), además, se identificó el 
núcleo de las células utilizando la tinción Hoechst 33258 (azul). Las imágenes muestran 
que a los 9 DIV los cultivos están compuestos prácticamente sólo por neuronas (99%, 
imagen de la izquierda) y ocasionalmente se halló células no neuronales positivas para 
GFAP (en rojo, como indica la flecha en imagen de la derecha) y que a su vez no muestran 
marca positiva para MAP2. Barra indica 20 µm. 
 
 
 
 
4.1.- La GTPasa Rab5 co-localiza con receptores TrkB, regula la morfología neuronal 

y es requerida para aumentar la arborización dendrítica inducida por BDNF. 

 

Desde el punto de vista clásico del tráfico intracelular, el material que conforma el 

endosoma de reciclaje (donde se localiza Rab11) corresponde, entre otros, a endosomas 

provenientes desde el endosoma temprano, el cual es formado principalmente por fusión de 

material endocitado desde la membrana plasmática. La proteína clave que regula la fusión 

del material endocitado formando el endosoma temprano es Rab5, la cual ha sido descrita 

como una proteína que actúa previo a Rab11 en la ruta de reciclaje de la proteína 

transferrina hacia la membrana plasmática (Ullrich et al 1996). Nos propusimos estudiar si 

receptores TrkB luego de su internalización inducida por la unión a BDNF transitan a 

través de una ruta en que se encuentra Rab5.  
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Figura 10. TrkB co-localiza con la GTPasa Rab5 luego de la estimulación con BDNF, 
en dendritas y cuerpos celulares de neuronas hipocampales en cultivo.  
(A) Neuronas hipocampales de 7DIV se co-transfectaron con receptores TrkB fusionados 
al epítope flag (TrkB-flag) además de Rab5-EGFP. Luego de 48 horas, las neuronas se 
incubaron con anticuerpos anti-flag (en rojo) a 4°C durante 30 minutos. Luego se estimuló 
la internalización de TrkB con BDNF (50 ng/mL) durante 5 y 15 minutos y a continuación 
las neuronas se fijaron y se observaron por microscopía confocal. En ausencia de BDNF, 
los receptores TrkB se localizan en la periferia del cuerpo celular y Rab5 se encuentra a 
nivel intracelular. Después de la estimulación con BDNF, una población de receptores 
TrkB presenta una distribución intracelular y co-localiza con Rab5, como muestra la 
cuantificación utilizando el índice de correlación de Manders (B, N=30 neuronas desde 3 
experimentos independientes. **:. P <0,01; ***, p <0,001 ). Barra en A indica 10 µm. 
 

 

Como muestra la Figura 10, en las neuronas que no fueron estimuladas con BDNF, 

los receptores TrkB se encuentran de manera dispersa en la periferia del cuerpo celular de 

las neuronas. Además, Rab5-EGFP se distribuye mayormente en el cuerpo celular, aunque 

es posible hallarlo distribuido tanto en dendritas como en los axones. Luego de la 

estimulación con BDNF por 5 minutos, una porción de receptores TrkB internalizados 

aumenta su co-localización con Rab5-EGFP, siendo más evidente este aumento en 

dendritas que en somas. Luego de 15 minutos de estimulación con BDNF, la proporción de 
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receptores TrkB que co-localiza con Rab5 en dendritas se mantiene, pero aumenta 

significativamente la cantidad de receptores que co-localizan con Rab5 en somas, respecto 

a la co-localización determinada a los 5 minutos de estimulación con BDNF. Esta 

observación sugiere que a través del tiempo, receptores TrkB internalizados en dendritas 

podrían ser transportados hasta el cuerpo celular. 

Luego, evaluamos el efecto de la disminución de la actividad de Rab5 en la 

arborización dendrítica inducida por BDNF en neuronas hipocampales. Para ello, llevamos 

a cabo experimentos utilizando cultivos hipocampales de 7 DIV que fueron estimulados 

por 48 horas con BDNF, expresando EGFP o el mutante Rab5DN desde el día 7 hasta el 

día 9 en cultivo. La expresión de Rab5DN produjo un drástico cambio en la morfología de 

la región somato-dendrítica, en comparación con neuronas que sólo expresan EGFP 

(Figura 11A). El análisis de Sholl (Figura 11B) mostró que la expresión del mutante 

Rab5DN produjo una reducción significativa de la complejidad de la arborización 

dendrítica basal (entre los 25 y 50 µm desde el centro de la neurona) y sus puntos de 

ramificación (7 + 0,7) en comparación con neuronas que expresan sólo EGFP (12 + 0,7, 

Figura 11C). Además, la expresión de Rab5DN produjo que las neuronas exhibieran un 

menor incremento en la arborización dendrítica y en el número de puntos de ramificación 

en respuesta a la estimulación con BDNF respecto a las neuronas que sólo expresan EGFP 

(los puntos de ramificación en neuronas que expresaron EGFP aumentaron 2,1 + 0,1 veces 

luego de estimulación con BDNF, en cambio las neuronas que expresaron Rab5DN 

aumentaron 1,7 + 0,1 veces en respuesta a BDNF). 
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Figura 11.- La presencia de mutante dominante negativo de Rab5 (Rab5DN) redujo 
la arborización dendrítica basal y disminuyó los efectos de BDNF en neuronas 
hipocampales en cultivo. 
(A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron infectadas con vectores adenovirales para 
transducir la expresión de mutante dominante negativo de Rab5 fusionado a EGFP 
(Rab5DN) o sólo EGFP como control y luego estimuladas con BDNF por 48 hrs. Luego de 
fijarlas, se realizó una inmunofluorescencia para MAP2, se obtuvieron imágenes utilizando 
microscopía de fluorescencia y se sometieron a un posterior análisis morfométrico. (B) El 
análisis de Sholl muestra que la arborización dendrítica basal disminuyó significativamente 
en neuronas que expresan Rab5DN comparado con las neuronas control que sólo expresan 
EGFP. (C) Además, las neuronas que expresan Rab5DN exhiben un menor incremento en 
su ramificación dendrítica en respuesta a BDNF comparado con las neuronas que expresan 
sólo EGFP. (N= 27-34 neuronas desde 3 experimentos independientes. *: p < 0.05; **: p < 
0.01; ***: p < 0.001).  
 
 
 
 

A nivel intracelular, Rab5 se encuentra principalmente asociado a las membranas 

del endosoma temprano. Pero además se localiza de manera soluble en el citosol y también 

asociada a la membrana plasmática, lo cual dependerá si se encuentra unida a GTP. Si bien 

no es una función ampliamente descrita, existe evidencia que indica que la actividad de 

Rab5 es requerida para la internalización de receptores de la membrana plasmática, como 

los receptores AMPA (Brown et al 2005) o receptores purinérgicos P2X4 (Stokes 2013). 
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Con el fin de determinar si la expresión del mutante Rab5DN podría disminuir la 

internalización de TrkB u otro receptor como el de transferrina, se evaluó el efecto de la 

expresión del mutante Rab5DN en la internalización de receptores recombinantes TrkB-

flag y de tranferrina fluorescente, comparando esta situación con neuronas control, 

expresando EGFP.  
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Figura 12.- La expresión de mutante dominante negativo de Rab5 (Rab5DN) no 
disminuyó la internalización de receptores TrkB-flag en neuronas hipocampales en 
cultivo.  
(A-B) Neuronas hipocampales de 7DIV se co-transfectaron con receptores TrkB 
fusionados al epítope flag (TrkB-flag) además del mutante Rab5DN o EGFP. Luego de 48 
hrs, las neuronas se incubaron con anticuerpos anti-flag (en rojo) a 4°C durante 30 min. 
Luego se estimuló la internalización de TrkB con BDNF (50 ng/mL) durante 15 minutos y 
a continuación las neuronas se fijaron y se observaron por microscopía confocal. 
Posteriormente, en las imágenes obtenidas se cuantificó la intensidad de fluorescencia 
correspondiente a TrkB-flag, delineando regiones de interés utilizando la imagen de 
EGFP/Rab5DN, que se transfirieron a las imágenes correspondientes a la señal de TrkB-
flag, cuantificando la intensidad de fluorescencia promedio de estas secciones.  En las 
neuronas que expresaron EGFP y Rab5DN, en ausencia de BDNF los receptores TrkB se 
localizan principalmente en la periferia de las células. Después de la estimulación con 
BDNF, la distribución a nivel intracelular de TrkB aumenta significativamente, como 
muestra la cuantificación de la intensidad de fluorescencia realizada en el soma de las 
neuronas (C). Esta distribución no es alterada por la presencia del mutante Rab5DN. 
N=17-25 neuronas desde 3 experimentos independientes. ***, p <0,001. Barra indica 10 
µm. (D) Neuronas hipocampales de 7DIV se co-transfectaron con EGFP o Rab5DN. Luego 
de 48 hrs, las neuronas se incubaron con la proteína transferrina conjugada a un fluoróforo 
(Alexa-647, en la imagen en rojo) durante 90 minutos a 37° C. Luego las neuronas se 
fijaron y se obtuvieron imágenes por microscopía confocal. (E) La cuantificación de la 
intensidad de fluorescencia tanto en somas como en dendritas indicó que la expresión del 
mutante Rab5DN no alteró de manera significativa la internalización de transferrina 
(N=54-61 dendritas y 16 somas desde 3 experimentos independientes. N.S., p>0,05). Barra 
indica 10 µm. 
 
 

 

Como se muestra en la Figura 12A y B, en las neuronas que expresaron EGFP y el 

mutante Rab5DN y que no fueron estimuladas con BDNF el receptor TrkB-flag mostró 

una distribución hacia la periferia del soma, probablemente correspondiente a receptores 

localizados en la membrana plasmática. Luego de la estimulación con BDNF se produjo un 

aumento significativo en la señal de fluorescencia a nivel perinuclear correspondiente al 

receptor TrkB-flag tanto en neuronas que expresaron EGFP (aumento de 1,7 + 0,2 veces 

respecto a neuronas EGFP no estimuladas, Figura 12A), así como las que expresaron el 

mutante Rab5DN (aumento de 1,8 + 0,1 veces respecto a neuronas no estimuladas, Figura 

12B), sugiriendo que la expresión del mutante Rab5DN no disminuye la internalización de 

TrkB luego de la estimulación con BDNF (Figura 12C). También se evaluó la 
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internalización de la proteína transferrina, que es internalizada junto a su receptor de 

membrana tanto por procesos dependientes e independientes de clatrina y que es utilizada 

habitualmente para identificar tanto el tráfico a través del endosoma temprano como la ruta 

de reciclaje, en neuronas expresando EGFP o el mutante Rab5DN. Como se ve en la 

Figura 12D, las neuronas que expresaron EGFP o el mutante Rab5DN mostraron niveles 

similares de internalización de transferrina tanto en soma como en dendritas. Si bien la 

cuantificación de la intensidad de fluorescencia promedio muestra una tendencia hacia la 

disminución de la internalización de transferrina en las neuronas que expresaron Rab5DN 

respecto a neuronas que expresaron EGFP, esta disminución no fue estadísticamente 

significativa (Figura 12E, p>0,05). En suma, los resultados obtenidos sugieren que la 

presencia del mutante Rab5DN no disminuye la internalización de receptores TrkB 

inducida por la unión de BDNF ni tampoco la de otro receptor como es el de transferrina. 

Por lo tanto, la actividad de Rab5 es requerida para mantener la morfología neuronal basal 

y además para aumentar la arborización dendrítica en respuesta a BDNF, probablemente a 

través de la regulación de la señalización intracelular inducida por la estimulación 

neurotrófica y no por una disminución en la internalización del receptor. Es importante 

destacar que la expresión del mutante Rab5DN no disminuyó de manera evidente el 

crecimiento ni ramificación de axones ni tampoco la viabilidad de las neuronas, ya que los 

núcleos de las neuronas se ven similares a los que exhiben neuronas expresando EGFP 

(ausencia de núcleos apoptóticos, que si se evidencian cuando se expresa el mutante 

constitutivamente activo de Rab5, Rab5CA) y la cantidad de proteínas obtenidas desde 

lisados de células expresando Rab5DN no presenta diferencias respecto a neuronas 

expresando EGFP, sugiriendo que al término del período experimental, la cantidad de 

neuronas sigue siendo similar independiente de la condición experimental (dado que se 

comienza con el mismo número de células por placa) (Figura 13). 
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Figura 13.- La expresión del mutante dominante negativo de Rab5  (Rab5DN) no 
disminuyó el crecimiento ni ramificación axonal y no disminuyó la viabilidad celular.  
(A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron infectadas con vectores adenovirales para 
transducir la expresión de Rab5DN fusionado a EGFP (Rab5DN) por 48 hrs. Luego se 
obtuvieron imágenes utilizando microscopía de fluorescencia. (B) En neuronas expresando 
EGFP, Rab5DN o el mutante constitutivamente activo de Rab5 (Rab5CA) se realizó la 
tinción del núcleo con Hoechst33258 (azul) para determinar la presencia de núcleos 
apoptóticos. (C) Cuantificación de proteínas desde lisados de neuronas que expresaron por 
48 horas EGFP o los mutantes Rab5DN y Rab11DN. 

  

Investigaciones recientes han determinado que la actividad de Rab5 es requerida en 

procesos que van más allá de la fusión de vesículas y posterior formación del endosoma 

temprano. En el año 2012, el grupo de Marino Zerial describió que la disminución de los 

niveles de Rab5 en ratones, condujo a una alteración del sistema endolisosomal completo 

(Zeigerer et al 2012). En este artículo, se produjo la disminución de las 3 isoformas de 

Rab5 (Rab5a, b y c) mediante siRNAs y entre otros hallazgos, se determinó que la 

ausencia de Rab5 condujo a una disminución de las estructuras correspondientes a 

endosomas tempranos, tardíos y lisosomas. Interesantemente, la ausencia de Rab5 produjo 
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una moderada disminución de los niveles de Rab11 en muestras provenientes de hígado 

(disminución cercana al 15%), sugiriendo que la ausencia de Rab5 también podría alterar 

la composición del endosoma de reciclaje. 

Para determinar si la presencia del mutante Rab5DN podría disminuir los niveles de 

Rab11 en nuestro modelo, neuronas hipocampales de 7 DIV fueron infectadas con 

partículas adenovirales que manejan la expresión del mutante Rab5DN y EGFP. Luego de 

48 horas, se evaluaron los niveles endógenos de Rab11a mediante inmunofluorescencia 

(Figura 14A). La cuantificación de la intensidad de fluorescencia promedio en las 

imágenes obtenidas indicó que la expresión del mutante Rab5DN produjo una disminución 

significativa de la señal correspondiente a Rab11, en comparación con los niveles 

detectados en neuronas que expresaron EGFP (Figura 14B). Esta disminución fue más 

acentuada en las dendritas (disminución en promedio de 61%) que en el soma (donde 

disminuyó en promedio 32%). Por lo tanto, este resultado sugiere que la actividad de Rab5 

podría regular la expresión de Rab11 y de esa manera la funcionalidad del endosoma de 

reciclaje, en neuronas hipocampales. Dado que nosotros hemos demostrado que el 

endosoma de reciclaje positivo para Rab11 regula el aumento en la arborización dendrítica 

inducida por BDNF (ver Figura 17 y Lazo et al 2013), estos datos sugieren que los efectos 

de la actividad de Rab5 en la arborización dendrítica podrían deberse, en parte, a la 

disminución de los niveles de Rab11.   
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Figura 14. La expresión de mutante Rab5DN disminuye la expresión de Rab11 en 
neuronas hipocampales. 
(A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron infectadas con vectores adenovirales para 
transducir la expresión de mutante Rab5DN o sólo EGFP como control. Luego de 48 hrs 
las neuronas fueron fijadas y se evaluaron los niveles de Rab11a mediante 
inmunofluorescencia (en las imagines en color rojo). (B) La cuantificación de los niveles 
de Rab11a tanto en dendritas como en somas mostró que las neuronas que expresaron el 
mutante Rab5DN presentaron una disminución significativa de los niveles endógenos de 
Rab11a, en comparación con neuronas que expresaron EGFP. N=86-82 dendritas y 26 
somas de 3 experimentos independientes; *, p<0.05; ***, p<0.001. Barra indica 10 µm. 
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4.2.- La actividad de la GTPasa Rab11 regula el reciclaje de receptores TrkB y es 

requerida para aumentar la arborización dendrítica inducida por BDNF. 

 

Rab11 ha sido descrita clásicamente como una proteína reguladora del tráfico a 

través de la ruta de reciclaje (Ullrich et al 1996). Ha sido establecido que el receptor TrkB 

es un receptor que posterior a su internalización inducida por la unión del ligando, puede 

reciclar de vuelta a la membrana plasmática por mecanismos que aún no están totalmente 

establecidos, pero que requieren de la actividad tirosina quinasa del receptor además de la 

presencia de la proteína Hrs (de hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase 

substrate), una proteína asociada a endosomas (Chen et al 2005b, Huang et al 2009). Por 

ello, se propuso determinar si en neuronas hipocampales la GTPasa Rab11 presenta un 

papel regulador del reciclaje de receptores TrkB. Previamente, determinamos si TrkB co-

localiza con la GTPasa Rab11 luego de la estimulación con BDNF, como ya fue descrito 

por nuestro laboratorio (Lazo, 2013). Utilizando la misma metodología realizada en esta 

tesis para determinar la co-localización de TrkB y Rab5 (Figura 10), determinamos que 

luego de 15 minutos de estimulación con BDNF, receptores TrkB-flag aumentan su co-

localización con Rab11-EGFP en dendritas (Índice de correlación de Manders en neuronas 

sin estimular: 0,373 + 0,038; luego de estimulación con BDNF: 0,669 + 0,032), ratificando 

los datos obtenidos previamente en nuestro laboratorio y además sugiriendo que luego de 

la estimulación con BDNF, los receptores TrkB podrían transitar a través de una ruta 

regulada por Rab11 (Figura 15). 
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Figura 15. TrkB co-localiza con Rab11 luego de la estimulación con BDNF en 
neuronas hipocampales en cultivo.  
(A) Neuronas hipocampales de 7DIV se co-transfectaron con receptores TrkB fusionados 
al epítope flag (TrkB-flag) además de Rab11-EGFP. Luego de 48 horas, las neuronas se 
incubaron con anticuerpos anti-flag (en rojo) a 4°C durante 30 minutos. Luego se estimuló 
la internalización de TrkB con BDNF (50 ng/mL) durante 15 minutos y a continuación las 
neuronas se fijaron y se observaron por microscopía confocal. En ausencia de BDNF, los 
receptores TrkB se localizan en la periferia del cuerpo celular y Rab11 se encuentra a nivel 
intracelular. Después de la estimulación con BDNF, una población de receptores TrkB 
presenta una distribución intracelular y co-localiza con Rab11, como muestra la 
cuantificación utilizando el índice de correlación de Manders (B, N=25 neuronas desde 3 
experimentos independientes. ***, p <0,001 ). 
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A continuación, se determinó si TrkB recicla a través de un mecanismo que 

depende de la actividad de Rab11. Previamente, se realizaron los controles técnicos para 

este experimento. La estimulación con BDNF produce la internalización de los receptores 

TrkB-flag unidos al fluoróforo (Figura 16A, además ver Figura 10, 12 y 15). Además, se 

observó que la señal de fluorescencia correspondiente a los receptores localizados en la 

membrana plasmática (Figura 16B, izquierda arriba) es eliminada completamente si las 

neuronas son lavadas con PBS/EDTA (Figura 16B, derecha arriba), lo cual fue confirmado 

además por la incubación con anticuerpos para detectar el receptor en neuronas 

permeabilizadas (Figura 16B, abajo en azul). Una vez determinado que mediante esta 

metodología es posible marcar los receptores TrkB-flag en la membrana plasmática con 

anticuerpos en células vivas y que esta marca puede ser eliminada con lavados con EDTA, 

se procedió a estudiar el posible papel de Rab11 en el reciclaje de receptores TrkB. Como 

se muestra en la Figura 16C y 16D la expresión de Rab11DN disminuyó 

significativamente el reciclaje de los receptores TrkB en el cuerpo celular (reducción de 

33%) y en dendritas (reducción de 60%), en comparación con las neuronas que expresan 

EGFP. 
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Figura 16. Una fracción de receptores TrkB recicla a través de endosomas positivos 
para Rab11 tanto en el cuerpo celular como en las dendritas. 
 (A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron transfectadas con receptores recombinantes 
TrkB fusionados al epítope flag (TrkB-flag). 48 horas después (9 DIV), se marcaron los 
receptores TrkB-flag en la membrana plasmática con anticuerpos anti-flag (producidos en 
ratones) conjugados a un fluoróforo por 30 minutos y luego se incubaron las neuronas con 
BDNF para inducir la endocitosis del receptor. En la imagen de la izquierda, se muestran 
los receptores en la periferia del cuerpo celular en neuronas sin estimular. La aplicación de 
BDNF por 30 minutos produce la internalización del receptor (en la imagen de la derecha). 
(B) Además, se probó la efectividad de la eliminación del remanente de anticuerpos anti-
flag no internalizados por medio de lavados con PBS/EDTA 1 mM. En la imagen superior 
izquierda, se muestran los receptores en la periferia del cuerpo celular previo al lavado con 
PBS/EDTA (en rojo), y en la imagen superior derecha, se muestran neuronas estimuladas 
con BDNF y que fueron tratadas con PBS/EDTA. Posteriormente, estas neuronas fueron 
fijadas, permeabilizadas y se realizó una inmunofluorescencia para detectar los niveles 
totales del receptor (imágenes inferiores, en azul). 
(C) Para determinar la participación de Rab11 en el reciclaje de receptores TrkB, neuronas 
de 7 DIV fueron co-transfectadas con EGFP o Rab11DN-EGFP y TrkB-flag. Después de 
48 horas, las neuronas se incubaron durante 90 minutos en medio de depleción para evitar 
la acción de factores tróficos endógenos. Luego, las neuronas fueron lavadas con PBS frío 
e incubadas con anticuerpos anti-flag (producidos en ratones) conjugados a un fluoróforo 
(Alexa 594). Después de 30 minutos, las células se lavaron con PBS a 37° C y se 
estimularon con BDNF (50 ng/mL) durante 30 minutos. Después de la internalización de 
los receptores TrkB-flag, los anticuerpos que quedan en la superficie celular se eliminaron 
lavando las neuronas 3 veces con PBS/EDTA 1 mM. Los receptores reciclados en la 
superficie de la célula fueron marcados por incubación durante 60 minutos con anticuerpos 
anti-ratón conjugados a un fluoróforo diferente (en la imagen en azul). Los niveles de 
receptores reciclados es proporcional a la señal del anticuerpo anti-flag detectada de vuelta 
en la membrana plasmática. Finalmente, las neuronas se lavaron, se fijaron y las imágenes 
fueron capturadas por microscopía confocal. Barra indica 10 µm. 
(D) La cuantificación de la intensidad de fluorescencia de los experimentos descritos en C, 
muestran que la expresión de Rab11DN disminuyó significativamente el reciclaje de los 
receptores TrkB en el cuerpo celular y en dendritas, en comparación con las neuronas que 
expresan EGFP. La cuantificación se realizó en n=18-33 cuerpos celulares y 40-62 
dendritas, de 3 experimentos independientes. *: p <0,01 y ***: p <0,0001. 
 

 

 

Posteriormente, se evaluó si la GTPasa Rab11 podría regular el aumento en la 

arborización dendrítica inducida por BDNF. Siguiendo la misma metodología utilizada 

para determinar el papel de Rab5, se expresó en neuronas hipocampales el mutante 

Rab11DN o EGFP y se evaluaron los cambios morfológicos. Las neuronas que expresaron 

EGFP (usadas como control) y que fueron estimuladas con BDNF muestran un incremento 
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en la complejidad de la arborización dendrítica (Figura 17A), como muestra el análisis de 

Sholl y del número de ramificaciones en la Figura 17B y C. 

 

 
 
Figura 17.- La expresión de mutante Rab11DN bloquea el aumento en la arborización 
dendrítica inducido por la estimulación durante 48 hrs con la neurotrofina BDNF.  
(A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron infectadas con vectores adenovirales para 
transducir la expresión del mutante Rab11DNo EGFP y luego estimuladas con BDNF por 
48 hrs. Luego de fijarlas, se realizó una inmunofluorescencia para MAP2, se obtuvieron 
imágenes utilizando microscopía confocal y se sometieron a un posterior análisis 
morfométrico. (B) El análisis de Sholl muestra que la estimulación con BDNF produce un 
incremento significativo de la arborización dendrítica en neuronas que expresaron EGFP, 
efecto que es bloqueado de manera significativa por la presencia del mutante Rab11DN 
(n=16 neuronas por condición provenientes de 3 experimentos independientes; *, p<0,05; 
**, p<0,01; ***, p<0,001). (C) Además, la expresión del mutante Rab11DN bloqueó el 
aumento en los puntos de ramificación exhibida por las dendritas en respuesta a la 
estimulación con BDNF (***, p<0,001). 

 

La expresión del mutante Rab11DN no redujo la arborización dendrítica basal ni 

los puntos de ramificación luego de 48 horas de expresión, en comparación con las 

neuronas que expresaron sólo EGFP (Figura 17B y C). Sin embargo, Rab11DN bloqueó de 

manera significativa el incremento en la complejidad de la arborización dendrítica inducida 

por la estimulación con BDNF (Figura 17B y C). Este resultado comprueba la evidencia 
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hallada previamente y además confirma la reproducibilidad de esta metodología para el 

estudio de la morfología neuronal en los efectos inducidos por BDNF (Lazo et al 2013). 

Como resumen de este primer objetivo podemos decir que la estimulación con 

BDNF de neuronas hipocampales induce, en una primera instancia, la internalización de 

TrkB en endosomas postivos para Rab5 (endosoma temprano) tanto en el soma como en 

dendritas. Luego, una porción del receptor recicla de una manera dependiente de Rab11 en 

ambos compartimentos celulares (soma y dendritas). Además, el tránsito del receptor por 

esta ruta temprana-reciclaje desencadena los eventos necesarios para aumentar la 

arborización dendrítica inducida por BDNF.  
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Objetivo 2. Establecer si la actividad de Rab5 y Rab11 es necesaria para la activación 
del factor de transcripción CREB en respuesta a la estimulación con BDNF.  
 

4.3.- La activación de CREB es requerida para aumentar la arborización dendrítica 

inducida por BDNF. 

 

Como fue descrito anteriormente, existen investigaciones que han indicado que la 

activación de CREB, por fosforilación en el residuo serina-133, es un paso clave en los 

cambios morfológicos inducidos por BDNF en neuronas del SNC (Finsterwald et al 2010). 

Por lo tanto, se evaluó si en nuestro modelo experimental también la activación de CREB 

es un paso necesario para modificar la morfología neuronal. Para llevar a cabo este 

experimento, se transfectaron neuronas hipocampales con una versión mutante dominante 

negativo de CREB que presenta la sustitución del aminoácido serina-133 por un residuo de 

alanina (CREB S133A) fusionado a un epítope flag. 

Como muestra la Figura 18, las neuronas que expresaron el mutante CREBS133A 

fueron identificadas mediante inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos dirigidos al 

epítope flag. La proteína mutante se expresó mayormente en el núcleo de neuronas 

hipocampales luego de 48 horas de realizada la transfección. 
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Figura 18. Expresión del mutante dominante negativo de CREB (CREBS133A) en 
neuronas hipocampales. 
Con el objetivo de evaluar el papel de CREB en los cambios morfológicos en respuesta a la 
estimulación con BDNF, se expresó en neuronas hipocampales una versión mutante 
dominante negativa de CREB que presenta la sustitución del aminoácido serina-133 por un 
residuo de alanina (CREB S133A) fusionada a un epítope flag, la que posteriormente se 
identificó por inmunofluorescencia (en rojo, utilizando anticuerpos anti-flag). Además se 
transfectó la proteína fluorescente verde (EGFP) y se delimitó el núcleo mediante la 
tinción con Hoechst 33258 (Hoe, en azul). Barra indica 10 µm. 

 

 

Luego de estandarizar la transfección del mutante CREB S133A, se evaluó el papel 

de CREB en los cambios morfológicos inducidos por BDNF. Como muestra la Figura 19A 

(panel superior), las neuronas que expresaron EGFP y que fueron estimuladas con BDNF 

muestran un incremento significativo en la complejidad de su arborización dendrítica y en 

el número de ramificaciones que muestran sus dendritas. La presencia del mutante CREB 

S133A no disminuyó la arborización dendrítica basal de las neuronas al compararlas con 

neuronas que expresan EGFP ni disminuyó el número de puntos de ramificación. Sin 

embargo, la presencia de CREB S133A previno el aumento en la arborización dendrítica y 

del número de puntos de ramificación inducidos por la estimulación con BDNF observados 

en neuronas controles expresando EGFP (Figura 19A, panel inferior), mostrando que la 

fosforilación del residuo serina-133 en CREB es un evento requerido para los cambios 

morfológicos inducidos por BDNF en neuronas hipocampales (Figura 19B y 19C). 
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Figura 19. La expresión de mutante dominante negativo de CREB (CREBS133A) 
previene el aumento en la arborización dendrítica y de puntos de ramificación  
inducido por BDNF. 
(A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron transfectadas para conducir a la expresión de 
mutante dominante negativo de CREB (CREBS133A) que presenta la sustitución del 
residuo de serina 133 por una alanina y que además está fusionado al epítope FLAG o sólo 
EGFP como control y luego estimuladas con BDNF por 48 hrs. Luego de fijarlas, se 
realizó una inmunofluorescencia para MAP2, se obtuvieron imágenes utilizando 
microscopía confocal y se sometieron a un posterior análisis morfométrico. (B) El análisis 
de Sholl muestra que las neuronas que expresan CREB S133A exhiben un menor 
incremento en su ramificación dendrítica en respuesta a BDNF comparado con las 
neuronas que expresan sólo EGFP. Además, el mutante CREB S133A disminuyó el 
número de puntos de ramificación que presentan sus dendritas, respecto a neuronas que 
expresaron EGFP (N= 18 neuronas por condición desde 3 experimentos independientes. *, 
p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001). 
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4.4.- La actividad de Rab5 y Rab11 es requerida para la activación del factor de 

transcripción CREB inducida por BDNF. 

 

Para evaluar la participación de Rab5 y Rab11 en la activación de CREB 

dependiente de BDNF, se utilizó el mismo modelo experimental que el efectuado para 

determinar el papel de Rab5 y Rab11 en el aumento de la arborización dendrítica inducida 

por BDNF (Figura 4). Solo que esta vez, las neuronas (9DIV)  fueron estimulas por 

distintos tiempos con BDNF (15-60 minutos) y posteriormente se realizó una 

inmunofluorescencia para detectar la fosforilación de CREB en el residuo serina-133 

(pCREB) utilizando un anticuerpo fosfo-específico. El procedimiento utilizado para la 

adquisición y análisis de las imágenes están detallados en la Figura 6. Los resultados 

obtenidos indicaron que las neuronas controles (expresando EGFP) sin estímulo mostraron 

un bajo nivel de señal correspondiente a pCREB (Figura 20A). Como era de esperarse, el 

tratamiento con BDNF por 15 minutos produjo un incremento significativo en la señal de 

pCREB nuclear, la cual fue mantenida a los 30 y a los 60 minutos de estimulación. En 

cambio, la activación de pCREB mediada por BDNF fue completamente prevenida por la 

expresión del mutante Rab5DN en todos los tiempos de estimulación (Figura 20B).  
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Figura 20. La expresión de mutante Rab5DN previno la activación de CREB 
(pCREB) producida por la estimulación con BDNF.  
(A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron infectadas por 48 hrs con vectores 
adenovirales para transducir la expresión de mutante dominante negativo de Rab5 
fusionado a EGFP (Rab5DN) o EGFP, y fueron estimuladas durante 0 (control), 15, 30 y 
60 min con BDNF (50 ng/mL). Luego, las neuronas se fijaron y se evaluaron los niveles de 
fosforilación de CREB en el residuo serina-133 (pCREB, en rojo), mediante microscopía 
de fluorescencia. Para definir el núcleo, se utilizó Hoechst 33258 (azul). (B) La 
cuantificación de pCREB en el núcleo indicó que la expresión de Rab5DN disminuye 
significativamente la activación de CREB en respuesta a BDNF, en comparación con las 
neuronas que expresaron EGFP (N=42-62 células por condición desde 3 experimentos 
independientes; **, p<0,01; ***, p<0.01. Barra indica 10 µm. 
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Resultados similares fueron obtenidos con la expresión del mutante Rab11DN. 

Nuevamente, las neuronas controles que expresan EGFP mostraron un incremento en la 

señal correspondiente a pCREB luego de 15-60 minutos de estimulación con BDNF, este 

efecto fue suprimido por la expresión del mutante Rab11DN (Figura 21A y 21B).  

 

 
 
Figura 21. La expresión de mutante Rab11DN previno la activación de CREB 
(pCREB) producida por la estimulación con BDNF.  
(A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron infectadas por 48 hrs con vectores 
adenovirales para transducir la expresión de mutante dominante negativo de Rab11 
fusionado a EGFP (Rab11DN) o EGFP, y fueron estimuladas durante 0 (control), 15, 30 y 
60 min con BDNF (50 ng/mL). Luego, las neuronas se fijaron y se evaluaron los niveles de 
fosforilación de CREB en el residuo serina-133 (pCREB, en rojo), mediante microscopía 
de fluorescencia. Para definir el núcleo, se utilizó Hoechst 33258 (azul). (B) La 
cuantificación de pCREB en el núcleo indicó que la expresión de Rab11DN disminuye 
significativamente la activación de CREB en respuesta a BDNF, en comparación con las 
neuronas que expresaron EGFP (N=54-112 células por condición desde 4 experimentos 
independientes; **, p<0,01; ***, p<0.001. Barra indica 10 µm.  
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Además de los resultados obtenidos mediante inmunofluorescencia, estudiamos el 

papel de Rab5 y Rab11 en la activación de CREB inducida por BDNF mediante Western 

blot. Los resultados obtenidos indican que las neuronas controles que expresan EGFP y 

que no fueron estimuladas con BDNF presentan una activación basal del FT (tenue banda 

que migra hasta los 43 kDa) (Figura 22A). La expresión de los mutantes Rab5DN y 

Rab11DN previno la fosforilación de CREB en respuesta a la estimulación con BDNF 

(Figura 22A y B), obteniendo el mismo resultado que con la técnica de 

immunofluorescencia. Al mismo tiempo, en estas muestras se evaluaron los niveles de 

CREB total (se identificó una banda que migró en el peso molecular esperado de 43 kDa) 

Los niveles de CREB no cambiaron por la expresión durante 48 horas de los mutantes 

Rab5DN y Rab11DN al comparar con neuronas controles que expresaron EGFP (Figura 

22A y B).  
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Figura 22. La expresión de los mutantes Rab5DN y Rab11DN bloqueó la activación 
de CREB (pCREB) producida por la estimulación con BDNF. 
(A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron infectadas por 48 hrs con vectores 
adenovirales para transducir la expresión de los mutantes Rab5DN, Rab11DN o EGFP y 
fueron estimuladas durante 30 min con BDNF (50 ng/mL). Luego, las neuronas fueron 
lisadas y se analizaron los niveles de fosfo-CREB (pCREB) y CREB total mediante 
Western blot. (B) La expresión de ambos mutantes Rab5DN y Rab11DN disminuyó 
significativamente la activación de CREB inducida por BDNF, en comparación con las 
neuronas que expresaron EGFP (Cuantificación de 4 experimentos independientes; *, 
p<0,05; **, p<0,01). 
 

 

Para estudiar con mayor profundidad el papel de Rab11 en la activación de CREB 

inducida por BDNF, se evaluó el efecto de la expresión de un mutante constitutivamente 

activo de Rab11 (Rab11CA) (Ren et al 1998). Neuronas hipocampales (9 DIV) se 

estimularon con BDNF por 15-60 minutos. Luego, se determinaron los niveles de pCREB, 

como fue descrito previamente para los mutantes Rab5DN y Rab11DN (Figura 6). Como 

se muestra en la Figura 23 (y anteriormente en la Figura 20 y 21), las neuronas controles 

que expresaron EGFP mostraron un aumento en la intensidad de fluorescencia 

correspondiente a pCREB en el núcleo luego del tratamiento con BDNF. La expresión del 
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mutante Rab11CA no modificó de manera significativa el aumento en la señal 

correspondiente a pCREB luego de la estimulación con BDNF por 15 y 30 minutos en 

comparación con neuronas controles (Figura 23B). Sin embargo, las neuronas que 

expresaron Rab11CA mostraron una mayor respuesta a BDNF a los 60 minutos de 

estimulación (aumento de 1,8 + 0,09 veces respecto a neuronas no estimuladas), en 

comparación con las neuronas controles que expresaron EGFP (aumento de 1,5 + 0,08 

veces respecto a neuronas no estimuladas). 
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Figura 23. La expresión de mutante constitutivamente activo de Rab11 (Rab11CA) 
aumentó la activación de CREB (pCREB) producida por la estimulación prolongada 
con BDNF.  
(A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron infectadas por 48 hrs con vectores 
adenovirales para transducir la expresión del mutante constitutivamente activo de Rab11 
fusionado a EGFP (Rab11CA) o EGFP, y fueron estimuladas durante 0 (control), 15, 30 y 
60 min con BDNF (50 ng/mL). Luego, las neuronas se fijaron y se evaluaron los niveles de 
fosforilación de CREB en el residuo serina-133 (pCREB, en rojo), mediante microscopía 
de fluorescencia. Para definir el núcleo, se utilizó Hoechst 33258 (azul). (B) La 
cuantificación de pCREB en el núcleo indicó que la expresión de Rab11CA no altera la 
activación de CREB en respuesta a tiempos cortos de estimulación con BDNF (15 y 30 
minutos), en comparación con las neuronas que expresaron EGFP. Sin embargo, las 
neuronas que expresaron Rab11CA presentan mayores niveles de pCREB en el núcleo 
luego de 60 minutos de estimulación con BDNF, en comparación con neuronas que 
expresaron EGFP (N=30-85 células por condición desde 4 experimentos independientes; *, 
p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0.001). Barra indica 10 µm. 
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Este resultado sugiere que la presencia del mutante Rab11CA podría conducir a una 

mayor sensibilidad a la estimulación con BDNF. Para evaluar esta posibilidad se realizó un 

experimento de activación de CREB a concentraciones limitantes de BDNF por 15 minutos 

(0.5, 5 y 50 ng/mL ó 0.02, 0.2 y 2 nM de BDNF) y se evaluaron cambios en la intensidad 

de pCREB en el núcleo. Los resultados mostraron que la expresión del mutante Rab11CA 

incrementó la activación de CREB a bajas concentraciones de BDNF (0,5 y 5 ng/mL), lo 

que no fue observado en neuronas controles que expresan EGFP. A mayores 

concentraciones de BDNF (50 ng/mL), no se observaron diferencias en la intensidad de 

pCREB en el núcleo entre neuronas que expresan Rab11CA y controles EGFP (Figura 24).  
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Figura 24. La expresión de mutante constitutivamente activo de Rab11 (Rab11CA) 
aumentó la respuesta de neuronas hipocampales a bajas concentraciones de BDNF. 
(A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron infectadas por 48 hrs con vectores 
adenovirales para transducir la expresión del mutante constitutivamente activo de Rab11 
fusionado a EGFP (Rab11CA) o EGFP, y fueron estimuladas durante 30 minutos 
con concentraciones ascendentes de BDNF (0-50 ng/ml). Posteriormente, las neuronas se 
fijaron y se evaluaron los niveles de fosforilación de CREB en el residuo serina-133 
(pCREB, en rojo), mediante microscopía de fluorescencia. Para definir el núcleo, se utilizó 
Hoechst 33258 (azul). (B) La cuantificación de estos experimentos indicó que la expresión 
de Rab11CA produjo que las neuronas exhibieran un incremento significativo en los 
niveles de pCREB luego de la estimulación con bajas cantidades de BDNF (0,5 y 5 
ng/mL), lo cual no fue observado en las neuronas que expresaron EGFP. A mayores 
concentraciones de BDNF (50 ng/mL), no se observaron diferencias entre ambos grupos 
experimentales (N = 38-50 neuronas desde 3 experimentos independientes; ***, p<0,001. 
Barra indica 10 µm. 
 
 
 
 
 



94 
 

Este resultado se suma a los hallados en nuestro laboratorio (Lazo et al 2013), en 

que utilizando un modelo de estudio idéntico al del presente estudio, la sola expresión de 

Rab11CA por 48 horas produjo un incremento en los niveles de TrkB en dendritas y un 

aumento en la arborización dendrítica que dependió de los niveles endógenos de BDNF. 

Sumando estas evidencias, los datos obtenidos apoyan un modelo en el que la movilización 

de receptores TrkB hacia las dendritas dependen de la actividad de Rab11, lo cual conduce 

a una mayor sensibilidad a cantidades limitadas de BDNF. 

En resumen, los datos obtenidos tanto por inmunofluorescencia como por Western 

blot muestran que la actividad de las GTPasas Rab5 como Rab11 es requerida para la 

activación del factor de transcripción CREB producida por la estimulación con BDNF. 

Además, el incremento de la actividad de la GTPasa Rab11 promovería la activación de 

CREB por mayores tiempos y aumentaría la sensibilidad de TrkB a cantidades limitadas de 

BDNF. 
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4.5.- La actividad de las GTPasas Rab5 y Rab11 es requerida para la activación 

sostenida de TrkB, Akt y ERK1/2 en respuesta a la estimulación con BDNF. 

 

Con el fin de estudiar la participación de Rab5 y Rab11 en la señalización inducida 

por BDNF, se evaluaron los niveles de expresión y activación tanto del receptor TrkB, 

como la activación de 2 rutas de señalización activadas por el receptor TrkB como son la 

vía PI3K/Akt y ERK 1/2 en neuronas hipocampales (9 DIV) mediante Western blot. La 

activación (evaluada por los niveles de fosforilación de las proteínas) de TrkB, Akt y ERK 

1/2 en respuesta a BDNF fue evaluada a 2 tiempos: un tiempo corto de estimulación (5 

minutos) para evaluar la activación temprana y un tiempo mayor de estimulación (120 

minutos), para evaluar la activación sostenida de estas proteínas. Para determinar la 

participación de Rab5 y Rab11, en neuronas hipocampales de 7 DIV se expresaron los 

mutantes Rab5DN y Rab11DN además de EGFP (situación control) por 48 horas. 

Como muestra la Figura 25, las neuronas controles que expresaron EGFP y que 

fueron estimuladas con BDNF por 5 minutos mostraron un aumento en los niveles de 

fosforilación de TrkB, Akt y ERK1/2. Esta activación temprana inducida por la 

estimulación con BDNF no se vio disminuida por la presencia de los mutantes Rab5DN y 

Rab11DN (Figura 25). Sin embargo, la presencia de ambos mutantes dominante negativo 

disminuyó la activación sostenida del receptor y de los mediadores Akt y ERK1/2, respecto 

a las neuronas que expresaron EGFP. Es importante destacar que la expresión de Rab5DN 

y Rab11DN no disminuyó los niveles totales de TrkB, Akt ni ERK1/2 (Figura 25). Por lo 

tanto, los datos sugieren que la mantención por tiempos prolongados de la señalización 

intracelular inducida por BDNF requiere del tráfico regulado por la actividad de Rab5 y 

Rab11.  
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Figura 25. La expresión de los mutantes Rab5DN y Rab11DN disminuye la activación 
sostenida de TrkB, ERK1/2 y Akt en respuesta a BDNF, sin modificar su activación 
transitoria.  
(A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron infectadas con particulas adenovirales para 
transducir la expresión de EGFP además de las versiones mutantes dominante negativo de 
Rab5 y Rab11. 48 horas después las neuronas se estimularon con BDNF (50 ng/mL) 
durante 0 (neuronas control), 5 y 120 minutos para luego ser lisadas y sometidas a análisis 
por Western blot. La presencia de Rab5DN y Rab11DN disminuyó la activación tanto de 
TrkB (evaluando los niveles de fosforilación de receptores Trk usando un anticuerpo 
general dirigido a la secuencia que contiene pTyr490 del receptor TrkA), Akt (evaluando 
los niveles de pSer473) y ERK1/2 (evaluando pThr202/pTyr204) a los 120 minutos de 
estimulación con BDNF (activación sostenida) sin afectar la activación de éstas proteínas a 
los 5 minutos de estimulación con BDNF (activación transiente). (B) La cuantificación de 
los resultados obtenidos en los western blots se realizó estandarizando la intensidad de las 
bandas obtenidas con los anticuerpos fosfo-específicos respecto a la intensidad de las 
bandas obtenidas con los anticuerpos que reconocen la proteína total correspondiente. La 
cuantificación de 5 experimentos independientes realizada mediante análisis 
densitométrico mostró una disminución de la activación tanto de TrkB, Akt y ERK1/2 a los 
120 minutos de estimulación con BDNF sin afectar la activación de éstas proteínas a los 5 
minutos de estimulación con BDNF (*, p<0.05). 
 
 
4.6.- ERK1/2 es requerida para la activación de CREB en respuesta a BDNF en 

neuronas hipocampales. 

 

Dado que se ha mostrado que la activación de ERK1/2 activa a CREB en respuesta 

a la estimulación con BDNF en neuronas del SNC (Arthur et al 2004, Finkbeiner et al 

1997) y que además CREB puede modificar la expresión génica luego de ser fosforilado 

por Akt en el residuo serina-133 (Du & Montminy 1998), nos propusimos evaluar en 

nuestro modelo de estudio la participación de estas vías de señalización en la activación de 

CREB luego de la estimulación con BDNF. Para ello, las neuronas fueron tratadas con 

BDNF en presencia de LY294002, un inhibidor de PI3K, o con PD98059, un inhibidor de 

MEK1 (quinasa que activa a ERK1/2). La Figura 26 muestra que en ausencia de 

estimulación, los niveles de fosforilación de CREB en el núcleo son bajos. Luego de la 

estimulación con BDNF (15 minutos) se observó un incremento de la señal nuclear de 

pCREB, que fue prevenido por el pre-tratamiento de las neuronas con el inhibidor de la 
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actividad tirosina quinasa de receptores Trks, K252a (Tapley et al 1992), sugiriendo que 

BDNF produce un aumento significativo de los niveles de pCREB en el núcleo a través de 

la activación de su receptor TrkB (Figura 26A y B). Además, PD98059 inhibió 

completamente el aumento de la señal correspondiente a pCREB en respuesta a la 

estimulación con BDNF (Figura 26A y B). En cambio el tratamiento con LY294002, no 

redujo el aumento en la señal correspondiente a pCREB en el núcleo luego de la 

estimulación con BDNF, indicando que la activación de PI3K/Akt no es requerida para la 

activación de CREB inducida por BDNF en neuronas hipocampales (Figura 26A y B). 

Para comprobar la acción inhibitoria de LY294002, se determinó la activación de 

Akt en respuesta a BDNF mediante Western blot en ausencia y en presencia de esta 

molécula. Como se muestra en la Figura 26C, la estimulación de las neuronas con BDNF 

produjo un aumento en la activación del receptor TrkB como en Akt en comparación con 

neuronas no estimuladas con BDNF. El pre-tratamiento con LY294002 previno el aumento 

de los niveles de pAkt en respuesta a BDNF, sin alterar el incremento en los niveles de 

pTrkB, indicando que el inhibidor puede bloquear de manera efectiva la ruta de 

señalización río abajo de PI3K. 
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Figura 26. La inhibición de la vía MAP quinasa (ERK 1/2) bloquea la activación de 
CREB inducida por BDNF. 
(A) Cultivos neuronales de hipocampo de rata (9 DIV) fueron estimuladas con BDNF (50 
ng/mL por 15 minutos) en presencia o ausencia del inhibidor de MEK1/2 (quinasa que 
actúa río arriba de ERK 1/2) PD98059, del inhibidor de la ruta PI3K/Akt LY294002 o con 
el inhibidor de la actividad tirosina quinasa del receptor TrkB, K252a, se fijaron y se 
evaluaron los niveles de fosforilación del residuo serina-133 del factor de transcripción 
CREB en el núcleo (pCREB, en rojo), mediante microscopía de fluorescencia. Para definir 
el núcleo, se utilizó Hoechst 33258 (azul) y para definir la morfología de las neuronas se 
utilizó la tinción para MAP2 (verde). (B) La cuantificación de los niveles de pCREB en el 
núcleo muestra que la inhibición de MEK1/2 bloquea completamente la activación de 
CREB inducida por BDNF en nuestro modelo de estudio (n=30 neuronas por condición de 
3 experimentos independientes. ***, p<0,001; N.S., p>0,05). Barra indica 10 µm. (C) El 
pre-tratamiento con LY294002 previno el aumento de los niveles de pAkt en respuesta a 
BDNF, sin alterar el incremento en los niveles de pTrkB.  
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4.7.- La actividad de Rab5 y Rab11 es requerida para la activación de ERK1/2 en 

dendritas, soma y núcleo en respuesta a BDNF en neuronas hipocampales. 

 

Dado que demostramos el requerimiento de la ruta ERK1/2 en la activación de 

CREB en respuesta a BDNF (Figura 26) y que la expresión de Rab5DN y Rab11DN 

disminuye la activación sostenida de ERK1/2 (Figura 25), procedimos a estudiar en mayor 

detalle los efectos de la expresión de los mutantes Rab5DN y Rab11DN en la activación de 

las MAP quinasas ERK1/2 en respuesta a BDNF mediante inmunofluorescencia. Esta 

técnica nos permitió visualizar la localización subcelular de ERK1/2 activada. Para esto 

usamos un anticuerpo fosfo-específico para ERK1/2. Es importante destacar que ERK 

puede ser transportado hasta el núcleo y producir la activación de factores de transcripción 

entre ellos CREB (Impey et al 1998, Plotnikov et al 2011). Para llevar a cabo este objetivo, 

previamente se evaluó la utilidad y especificidad de la immunotinción observada con el 

anticuerpo anti-pERK en neuronas hipocampales. Estas fueron estimuladas por 15 minutos 

en presencia o ausencia del inhibidor PD98059. Como se muestra en la Figura 27A, las 

neuronas que no fueron estimuladas con BDNF mostraron bajos niveles de intensidad de 

fluorescencia correspondiente a pERK. Esta señal se ve fuertemente incrementada luego de 

la estimulación con BDNF. Interesantemente, el incremento en la intensidad de 

fluorescencia fue detectado en las dendritas, somas y en el núcleo de las neuronas, 

sugiriendo el transporte de ERK activado al núcleo el cual fue identificado por tinción con 

Hoechst 33258. Estos incrementos fueron prevenidos por el pre-tratamiento con PD98059 

por 1 hora previo a la estimulación con BDNF, lo cual fue confirmado por la cuantificación 

de la intensidad de la señal correspondiente a pERK en el núcleo y somas de las neuronas 

estudiadas (Figura 27B). Por lo tanto, el anticuerpo utilizado en esta tesis que identifica a 

ERK1/2 en su estado fosforilado (pERK) es capaz de detectar cambios en los niveles de 
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activación de ERK en respuesta a BDNF en distintas estructuras de la neurona mediante 

inmunofluorescencia. 

 

 
 
Figura 27. La inhibición de MEK1, quinasa que actúa río arriba de ERK1/2 
disminuyó la activación de ERK1/2 (pERK1/2) en respuesta a BDNF. 
(A) Neuronas hipocampales de 9 DIV se estimularon con BDNF por 15 minutos en 
presencia o ausencia del inhibidor de la quinasa MEK1, PD98059 (1 hora antes de la 
estimulación con BDNF, 30 µM). A continuación, las neuronas fueron fijadas y se 
evaluaron los niveles de pERK1/2 utilizando un anticuerpo que reconoce los residuos 
fosforilados treonina-202 y tirosina-204 (pThr202/pTyr204, en la figura en color rojo). 
Además se delimitó el núcleo con Hoechst 33258 (azul) y la morfología neuronal con 
MAP2 (rojo). Barra indica 10 µm. (B) La cuantificación de la intensidad de fluorescencia 
muestra que la presencia de PD98059 disminuyó significativamente la activación de 
pERK1/2 producida por la estimulación con BDNF en el núcleo y en los somas de 
neuronas hipocampales (N = 20 neuronas, a partir de 3 experimentos independientes). 
 

 

Luego procedimos a estudiar el papel de Rab5 y Rab11 en la activación de ERK1/2 

por immunofluorescencia. Para esto neuronas hipocampales (9 DIV) fueron estimuladas 

por 15 y 60 minutos con BDNF, fijadas y se evaluó la fosforilación de ERK1/2 en el 

núcleo, somas y dendritas, utilizando el anticuerpo fosfo-específico validado 

anteriormente. El procedimiento utilizado para la adquisición y análisis de las imágenes 
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están detallados en la Figura 8. Los resultados mostrados en la Figura 28, indican que las 

neuronas que expresaron EGFP mostraron una intensidad de fluorescencia baja previo a la 

estimulación con BDNF, la que se mostró fuertemente aumentada tanto en el núcleo, soma 

y dendritas luego de la estimulación por 15 minutos con BDNF. Luego de 60 minutos de 

estimulación con BDNF, la señal correspondiente a pERK1/2 comienza a disminuir en 

todos los compartimentos estudiados respecto a los 15 minutos de estimulación, pero aún 

es mayor en comparación con neuronas no estimuladas. La expresión de los mutantes 

Rab5DN y Rab11DN previno de manera significativa el aumento en pERK1/2 (núcleo, 

soma y dendritas) inducido por la estimulación por 15 minutos con BDNF en comparación 

con las neuronas controles que expresaron EGFP. La presencia de Rab5DN bloqueó 

completamente la activación de ERK dependiente de BDNF en todos los compartimentos 

analizados a los 15 y 60 minutos de estimulación. La presencia de Rab11DN disminuyó la 

activación de ERK1/2 en todos los compartmentimentos subcelulares de manera 

significativa a los 15 minutos de estimulación. En cambio, a los 60 minutos de 

estimulación con BDNF, la expresión de Rab11DN inhibió solamente la activación de 

ERK1/2 en el núcleo (Figura 28).  

En consecuencia, los datos obtenidos tanto por Western blot como por 

inmunofluorescencia indican que la actividad de Rab5 y Rab11 se requiere para producir la 

activación sostenida de ERK1/2 en dendritas soma y en el núcleo luego de la estimulación 

con BDNF.  
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Figura 28. La expresión de los mutantes Rab5DN y Rab11DN disminuyó la activación 
y translocación al núcleo de ERK1/2 (pERK 1/2) producido por la estimulación con 
BDNF en neuronas hipocampales en cultivo.  
(A) Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron transducidas con partículas adenovirales para 
expresar los mutantes Rab5DN, Rab11DN (fusionadas a EGFP) y EGFP como control y 
luego de 48 hrs se estimularon las neuronas con BDNF (50 ng/mL) durante 15 y 60 
minutos. Luego, las neuronas fueron fijadas y se evaluaron los niveles de pERK 1/2 
utilizando un anticuerpo que reconoce los residuos fosforilados treonina-202 y tirosina-204 
(pThr202/pTyr204, en la figura en color rojo). Además, se identificó el núcleo mediante la 
tinción Hoechst 33258 (en la figura se muestra en líneas punteadas). Barra indica 10 µm. 
(B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de pERK 1/2 evaluada en el núcleo, 
soma y dendritas luego de la estimulación con BDNF en neuronas que expresaron EGFP y 
los mutantes Rab5DN y Rab11DN (N= 30 núcleos y somas por condición, N=60 dendritas 
por condición desde 3 experimentos independientes; *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).  
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Objetivo 3. Determinar si la estimulación con BDNF puede modificar los niveles de 
Rab5a y Rab11a. 
 

4.8. BDNF aumenta los niveles de proteínas de Rab5a de una manera dependiente de 

la transcripción, traducción y la vía mTOR. 

  

Con el objetivo de estudiar si BDNF podría aumentar la transcripción de Rab5a y 

Rab11a se trataron neuronas hipocampales de 8-9 DIV con BDNF durante 4 y 12 horas 

(para finalizar experimentos al 9 DIV). Luego, se determinaron cambios en los niveles de 

expresión de Rab5a y Rab11a mediante qPCR. Como control positivo de la estimulación 

con BDNF se evaluó el aumento en los niveles de expresión de Arc (“activity-regulated 

cytoskeleton-associated protein”).Este gen está clasificado como un gen de respuesta 

temprana y es un blanco transcripcional conocido de la estimulación con BDNF (Ying et al 

2002). 

Como se ve en la Figura 29, las neuronas que fueron estimuladas durante 4 y 12 

horas con BDNF mostraron un incremento significativo en los niveles de Rab5a (aumento 

de 3,2 + 0,6 veces a las 4 horas y 2,0 + 0,4 veces a las 12 horas en comparación con 

neuronas no estimuladas) y Arc (aumento de 10,2 + 3,7 veces a las 4 horas y 8,5 + 1,8 

veces a las 12 horas en comparación con neuronas no estimuladas). Sin embargo, la 

estimulación con BDNF por 4 y 12 horas no modificó los niveles de Rab11a (1,2 + 0,3 

veces a las 4 horas y 1,2 + 0,2 veces a las 12 horas en comparación con neuronas no 

estimuladas). 
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Figura 29. La estimulación de neuronas hipocampales por 4 y 12 horas con BDNF 
aumentó los niveles de RNAm de Rab5a, sin alterar los niveles de Rab11a. 
Neuronas hipocampales de entre 8 y 9 DIV (según corresponda) se estimularon con BDNF 
(50 ng/mL) durante 4 (panel A) y 12 horas (panel B). Luego, a partir del RNA total 
extraído mediante el  protocolo descrito por el reactivo Trizol (Ambion RNA, Life 
Technologies) se analizaron los niveles de mRNA de Rab5a y Rab11a mediante qPCR. 
Los niveles de expresión relativa de Rab5a y Rab11a se obtuvieron normalizando los datos 
obtenidos respecto a la expresión de 3 genes utilizados como normalizadores (β-actina; 
TATA-box binding protein, tbp y fosfoglicerato kinasa-1, Pgk-1). Como control positivo 
de la estimulación con BDNF se evaluó el cambio en los niveles del gen Arc. La 
cuantificación de los niveles relativos de los genes (mostrados como veces de cambio 
respecto a las neuronas no estimuladas con BDNF) muestra que la estimulación con BDNF 
durante 4 y 12 hrs aumentó significativamente la expresión de Rab5 y Arc, sin alterar los 
niveles de Rab11. Los datos se obtuvieron realizando 3 experimentos independientes (*, 
p<0,05). 
 
 

Para determinar si los aumentos en la transcripción de Rab5a inducidos por BDNF 

se traducen en un aumento en los niveles de proteínas, neuronas hipocampales de 8 DIV 

fueron estimuladas con BDNF por 24 horas en ausencia o presencia de Actinomicina D 

(ActD), un inhibidor de la transcripción. La Figura 30A, muestra que la estimulación con 

BDNF produce un incremento en la banda correspondiente a Rab5a (~25 kDa) a las 24 

horas de tratamiento con BDNF. El aumento de los niveles proteicos de Rab5 fueron 

inhibidos por ActD (Figura 30B), sugiriendo que el aumento en la transcripción de Rab5a, 

es responsable del aumento de los niveles de la proteína inducido por BDNF. También 

evaluamos si el aumento de los niveles de Rab5a inducido por BDNF es sensible al 

inhibidor de la traducción de proteínas, cicloheximida (CHX). Como se observa en la 
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Figura 30C, el tratamiento con cicloheximida también disminuyo los niveles de Rab5a. La 

droga disminuyó tanto el aumento inducido por BDNF como los niveles basales.  En su 

conjunto estos datos sugieren que los niveles de Rab5a inducidos por BDNF son regulados 

a nivel transcripcional y traduccional. Finalmente, sabiendo que BDNF activa la traducción 

de proteínas mediante la activación de mTOR (Schratt et al 2004, Takei et al 2004) 

evaluamos si el aumento en los niveles proteicos de Rab5a son sensibles a rapamicina 

(RAPA), un inhibidor de la vía mTOR. La Figura 30D, muestra que los niveles de Rab5a 

no son modificados por la estimulación por 4 horas con BDNF. Sin embargo, el aumento 

de los niveles de Rab5a inducidos por el tratamiento por 12 horas con BDNF es reducido 

por RAPA (Figura 30E), sugiriendo que BDNF regula la traducción de Rab5a a través de 

la activación de mTOR. 
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Figura 30. BDNF aumentó el contenido de proteína de Rab5a, que es dependiente de 
de la transcripción y además de la traducción de proteinas regulada por la vía 
mTOR. 
(A, arriba) Neuronas hipocampales de 8 DIV fueron estimuladas con BDNF (50 ng/mL) y 
luego de 24 horas fueron lisadas y se analizaron los niveles de proteína de Rab5 y βIII-
tubulina mediante Western blot. (A, abajo) La cuantificación por densitometría (relativa a 
los niveles de βIII-tubulina) mostró que la estimulación con BDNF incrementó 
significativamente los niveles de Rab5a, en comparación con los niveles de éstas proteínas 
en neuronas no estimuladas con BDNF (Cuantificación de 5 experimentos independientes; 
*, p<0.05). 
(B, arriba) Neuronas hipocampales de 8 DIV fueron estimuladas con BDNF (50 ng/mL) en 
presencia o ausencia de Actinomicina D (ActD, 5 µM en DMSO 30 minutos antes de las 
estimulaciones), luego de 24 horas fueron lisadas y se analizaron los niveles de proteína de 
Rab5a y βIII-tubulina mediante Western blot. (B, abajo) La cuantificación por 
densitometría (relativa a los niveles de βIII-tubulina) mostró que la estimulación con 
BDNF incrementó significativamente los niveles de Rab5a en comparación con los niveles 
de éstas proteínas en neuronas no estimuladas con BDNF (tratadas con el vehículo, 
DMSO). La presencia de ActD bloqueó el aumento de Rab5a inducido por BDNF 
(Cuantificación de 3 experimentos independientes, *: p < 0,05, ***: p < 0,001). 
(C, arriba) Neuronas hipocampales de 8 DIV fueron estimuladas con BDNF (50 ng/mL) en 
presencia o ausencia de cicloheximida (CHX, 25 μM) y luego de 24 hrs fueron lisadas y se 
analizaron los niveles de proteína de Rab5a y βIII-tubulina mediante Western blot. (C, 
abajo) La cuantificación por densitometría (relativa a los niveles de la proteína βIII-
tubulina) mostró que la presencia de CHX bloqueó el aumento de Rab5a inducido por 
BDNF (Cuantificación de 3 experimentos independientes, *: p < 0.05). 
(D-E, arriba) Neuronas hipocampales de 8-9 DIV fueron estimuladas con BDNF (50 
ng/mL) por 4 y 12 horas en presencia o ausencia de Rapamicina (RAPA, 200 nM, una hora 
previa a la estimulación con BDNF) y luego fueron lisadas y se analizaron los niveles de 
proteína de Rab5a y βIII-tubulina mediante Western blot. (D-E, abajo) La cuantificación 
por densitometría mostró que la estimulación con BDNF sólo por 12 hrs incrementó 
significativamente los niveles de Rab5a en comparación con los niveles de éstas proteínas 
en neuronas no estimuladas con BDNF (tratadas con vehículo, etanol). Además, la 
inhibición de la vía mTOR bloquea los efectos de BDNF (Cuantificación de 4 
experimentos independientes, *: p < 0.05). 
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Dado que los niveles de Rab11a no son regulados a nivel transcripcional (Figura 

29), se evaluó si los niveles proteicos de Rab11a son regulados por BDNF a nivel de la 

traducción de una manera dependiente de mTOR, igual que lo encontrado para Rab5a. 

Como se observa en la Figura 31A, luego de 24 horas BDNF aumenta los niveles proteicos 

de Rab11a, efecto que fue inhibido tanto por CHX como por RAPA (Figura 31B y 31D), 

mostrando que BDNF regula los niveles de Rab11a de una manera dependiente de la 

traducción vía mTOR, a los tiempos de tratamiento estudiados.  
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Figura 31. BDNF aumentó el contenido de proteína de Rab11a, que es dependiente de 
la traducción de proteínas regulada por la vía mTOR.  
(A, arriba) Neuronas hipocampales de 8 DIV fueron estimuladas con BDNF (50 ng/mL) y 
luego de 24 horas fueron lisadas y se analizaron los niveles de proteína de Rab11a y βIII-
tubulina mediante Western blot. (A, abajo) La cuantificación por densitometría (relativa a 
los niveles de βIII-tubulina) mostró que la estimulación con BDNF incrementó 
significativamente los niveles de Rab11a, en comparación con los niveles de éstas 
proteínas en neuronas no estimuladas con BDNF (Cuantificación de 5 experimentos 
independientes; *, p<0.05). 
(B, arriba) Neuronas hipocampales de 8 DIV fueron estimuladas con BDNF (50 ng/mL) en 
presencia o ausencia de cicloheximida (CHX, 25 μM) y luego de 24 hrs fueron lisadas y se 
analizaron los niveles de proteína de Rab11a y βIII-tubulina mediante Western blot. (C, 
abajo) La cuantificación por densitometría (relativa a los niveles de la proteína βIII-
tubulina) mostró que la presencia de CHX bloqueó el aumento de Rab11a inducido por 
BDNF (Cuantificación de 3 experimentos independientes, *: p < 0.05). 
(C-D, arriba) Neuronas hipocampales de 8-9 DIV fueron estimuladas con BDNF (50 
ng/mL) por 4 y 12 horas en presencia o ausencia de Rapamicina (RAPA, 200 nM, una hora 
previa a la estimulación con BDNF), luego fueron lisadas y se analizaron los niveles de 
proteína de Rab11a y βIII-tubulina mediante Western blot. (C-D, abajo) La cuantificación 
por densitometría mostró que la estimulación con BDNF sólo por 12 hrs incrementó 
significativamente los niveles de Rab11a en comparación con los niveles de éstas proteínas 
en neuronas no estimuladas con BDNF (tratadas con vehículo, etanol). Además, la 
inhibición de la vía mTOR bloquea los efectos de BDNF (Cuantificación de 4 
experimentos independientes, *: p < 0.05). 
 
 
 

En su conjunto, los datos obtenidos sugieren que la estimulación con BDNF puede 

modificar los niveles de proteína de Rab5 y Rab11 en neuronas hipocampales en cultivo 

mediante un mecanismo complejo. En el caso de Rab5a, BDNF produce cambios a nivel 

transcripcional aumentando la cantidad de RNAm de Rab5a que luego a través de un 

mecanismo que requiere de la vía mTOR conduce a un aumento en los niveles de la 

proteína. En cambio, BDNF regula la expresión de Rab11a solo a nivel traduccional por un 

mecanismo que depende de mTOR, en neuronas hipocampales en cultivo. 
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Objetivo 4. Evaluar si Rab11 favorece los cambios en la expresión de genes inducidos 
por la estimulación con BDNF. 
 

4.9.- Rab11 regula los cambios de expresión de genes inducidos por la estimulación 

con BDNF en neuronas hipocampales en cultivo. 

 

Nuestros datos indican que la fosforilación del factor de transcripción CREB en el 

núcleo luego de la estimulación con BDNF requiere de la ruta temprana y de reciclaje 

regulada por Rab5 y Rab11, respectivamente. Ha sido descrito que la fosforilación de 

CREB en el residuo serina-133 es un paso clave, pero no suficiente para producir cambios 

en la transcripción génica (Zhang et al 2005). Por lo tanto, nos quedó demostrar que la 

inhibición de la activación de CREB inducida por BDNF (medida por un aumento de la 

fosforilación en serina-133) en neuronas que expresan Rab11DN, resulta en la inhibición 

de la transcripción dependiente de BDNF. Se eligió estudiar el papel de Rab11 dado que 

está río abajo de Rab5 y los efectos sobre la arborización dendrítica son menos 

pronunciados que los observados con la expresión de Rab5DN (mirar Figuras 11 y 17). De 

hecho, la expresión de Rab5DN resulta en una disminución de la arborización basal de las 

neuronas (Figura 11). Para estudiar, si la expresión de Rab11DN en neuronas 

hipocampales inhibe la expresión de genes dependientes de la estimulación por BDNF, 

neuronas (9 DIV) fueron estimuladas con BDNF o vehículo (BSA) por 4 horas y se aisló el 

RNA total y posteriormente se evaluaron los cambios de expresión de genes utilizando un 

sistema de arreglo de oligos para PCR cuantitativo (qPCR) “Rat cAMP/Ca2+ 

PathwayFinder RT2 Profiler PCR Array (SABioscience, Qiagen, MD, EEUU)”, el cual 

permite el análisis de 84 genes que presentan promotores con elementos de respuesta a 

cAMP (CRE), a Ca2+ (CaRE) y a suero (SRE). Previo a esto, y con el fin de comprobar que 

las neuronas efectivamente respondieron a la estimulación con BDNF, se evaluó mediante 
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qPCR el aumento en los niveles de de Arc que como fue mencionado anteriormente, es un 

gen que aumenta su expresión por la acción de BDNF en neuronas del SNC (Ying et al 

2002), Como muestra la Figura 32, la estimulación con BDNF en neuronas control que 

expresan EGFP produce un incremento significativo en la expresión de Arc el cual fue 

disminuido significativamente por la presencia del mutante Rab11DN (Neuronas EGFP, 

aumento de 5,4 + 1,3 veces respecto a neuronas no estimuladas; neuronas Rab11DN, 

aumento de 3,3 + 1,1 veces respecto a neuronas no estimuladas). 

 

 
 

 
Figura 32. La expresión del mutante Rab11DN previene el incremento en la expresión 
del gen de respuesta temprana Arc inducido por la estimulación con BDNF en 
neuronas hipocampales en cultivo. 
Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron transducidas con partículas adenovirales para 
expresar el mutante Rab11DN y EGFP como control y luego de 48 hrs se estimularon con 
BDNF (50 ng/mL) o vehículo (BSA) durante 4 horas. Luego, se extrajo RNA total de los 
cultivos tratados y se realizó la síntesis de cDNA para posteriormente evaluar cambios en 
los niveles de expresión de Arc. . Los niveles de expresión relativa de Arc se obtuvieron 
normalizando los datos obtenidos respecto a 3 genes utilizados como normalizadores 
(Beta-actina, PGK-1 y TBP). Luego este valor se normalizó respecto al valor obtenido en 
las neuronas que expresaron EGFP y que no fueron tratadas con BDNF (la línea punteada 
muestra el nivel de expresión de Arc en neuronas EGFP no estimuladas, que adquiere el 
valor 1). Finalmente, las veces de cambio en la expresión de Arc se obtuvo dividiendo el 
valor de expresión relativa obtenido en las muestras tratadas con BDNF respecto a las 
muestras tratadas con vehículo (BSA). La expresión del mutante Rab11DN bloqueó de 
manera significativa el incremento en la expresión de Arc inducido por la estimulación con 
BDNF (6 experimentos independientes; *, p<0,05). 
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Una vez determinado que efectivamente las neuronas respondieron a BDNF, se 

analizó la expresión de los genes que contienen promotores con elementos de respuesta a 

cAMP (CRE), a Ca2+ (CaRE) y a suero (SRE). Utilizando las muestras provenientes desde 

neuronas controles que expresaron EGFP se identificó que de los 84 genes incluidos en el 

Arreglo de PCR,  8 genes (Cga, Cnn1, Fgf6, Il2, Pou2af1, Prl, S100a9 y S100g) no fue 

posible estudiarlos debido a que sus RNAm están bajo el límite de detección de la técnica. 

Del resto de los genes estudiados (76 genes), en las neuronas controles que expresaron 

EGFP la estimulación con BDNF modificó de manera significativa la expresión de 19 de 

ellos (~25%) respecto a las neuronas no estimuladas. Diecisiete de ellos aumentaron su 

expresión y dos de ellos disminuyeron su expresión (Figura 33). Desde el punto de vista 

funcional, la estimulación con BDNF originó cambios de expresión de genes asociados a la 

transcripción génica (Egr1, Egr2, Atf3, Fos, Crem, Ddit 3, JunB, Stat3), metabolismo 

(Amd1), factores de crecimiento (Areg, BDNF), señalización (Calcrl, Dusp1, Nf1), ciclo 

celular, sobrevida y reparación del DNA (Gem, Pcna) y neuropéptidos/neurotransmisores 

(S100a6, SCG2, Tacr1). En la Figura 33, se muestran los genes que modificaron 

significativamente su expresión en neuronas controles luego de 4 horas de estimulación 

con BDNF. 

 

 

 

 

 



116 
 

 
 

 
Figura 33. La estimulación por 4 horas con BDNF produce cambios de expresión de 
genes en neuronas hipocampales en cultivo. 
Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron transducidas con partículas adenovirales para 
expresar EGFP como control y luego de 48 hrs se estimularon con BDNF (50 ng/mL) o 
vehículo (BSA) durante 4 horas. Luego, se extrajo RNA total de los cultivos tratados y se 
realizó la síntesis de cDNA para posteriormente evaluar cambios en los niveles de 
expresión de genes utilizando el kit comercial Rat cAMP/Ca2+ PathwayFinder RT2 Profiler 
PCR Array (Qiagen). Este kit permite el análisis de 84 genes que presentan promotores con 
elementos de respuesta a cAMP (CRE), a Ca2+ (CaRE) y a suero (SRE). Los niveles de 
expresión relativa de cada gen se obtuvieron normalizando los datos obtenidos respecto a 5 
genes utilizados como normalizadores (Beta-actina, Beta-2 microglobulina, Hipoxantina 
fosforibosiltransferasa 1, Lactato deshidrogenasa y Proteína ribosomal P1). Luego, para 
cada gen, este valor se normalizó respecto al valor obtenido en las neuronas que 
expresaron EGFP y que no fueron tratadas con BDNF. Finalmente, las veces de cambio en 
la expresión de cada gen se obtuvo dividiendo el valor de expresión relativa obtenido en 
las muestras tratadas con BDNF respecto a las muestras tratadas con vehículo (BSA). El 
gráfico muestra el promedio de 4-5 experimentos independientes (*, p<0,05; **, p<0,01; 
***, p<0,001). Los genes cuyos promotores presentan elementos de respuesta a cAMP 
(CRE) se muestran en negro, a Ca2+ (CaRE) se muestran en rojo, a suero (SRE) se 
muestran en azul y los que presentan SRE y CRE se muestran en gris. 

 

 

 

De los 17 genes aumentados, 10 de ellos presentan sólo elementos de respuesta a 

cAMP (CRE), 2 sólo tienen elementos de respuesta a Ca2+ (CaRE), 1 sólo presenta 

elementos de respuesta a suero (SRE) y 4 presentan tanto SRE como CRE (Tabla 3). 
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Gen Producto Elemento de respuesta 

   
   

Atf3 Activating transcription 
factor 

 

CRE 

Gem GTP binding protein 
 

CRE 

Dusp1 Dual specificity 
phosphatase 1 

 

CRE 

Crem cAMP responsive element 
modulator 

CRE 

Nf1 Neurofibromin 1 
 

CRE 

Stat3 Signal transducer and 
activator of transcription 

 

CRE 

Amd1 S-adenosylmethionine 
decarboxylase 1 

 

CRE 

Bdnf Brain derived neurotrophic 
factor 

 

CRE 

Pcna Proliferating cell nuclear 
antigen 

 

CRE 

Areg Amphiregulin 
 

CRE 

Tacr1 Tachykinin receptor 1 
 

CRE 

S100a6 S100 calcium binding 
protein A6 

 

CRE 

Egr1 Early growth response 1 
 

CRE y SRE 

Egr2 Early growth response 2 
 

CRE y SRE 

Fos FBJ osteosarcoma 
oncogene B 

 

CRE y SRE 

Scg2 Secretogranin II 
 

CRE y SRE 

Ddit3 DNA-damage inducible 
transcript 3 

 

CaRE 

Calcrl Calcitonin receptor-like 
Receptor 

 

CaRE 

Junb Jun-B oncogene 
 

SRE 

 
 
Tabla 3. Lista de genes inducidos por la estimulación por 4 horas con BDNF en 
neuronas hipocampales en cultivo y descripción de los elementos de respuesta 
presentes en sus promotores. CRE: genes cuyos promotores presentan elementos de 
respuesta a cAMP; CaRE: genes con promotores que presentan elementos de respuesta a 
Ca2+; SRE: genes cuyos promotores presentan elementos de respuesta a suero. 
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 Luego, se estudió si la sola expresión del mutante Rab11DN alteró los cambios en 

la expresión de genes respecto a neuronas que expresaron EGFP. Las neuronas que 

expresaron Rab11DN presentaron un aumento significativo en los niveles de RNAm de 4 

genes respecto a las neuronas que expresaron EGFP: Bdnf (1,64 + 0,24 veces), Egr1 (2,55 

+ 0,38 veces), Fos (2,18 + 0,41 veces) y Vcl (1,88 + 0,32 veces). Además, se analizó si la 

presencia de Rab11DN altera los cambios en la expresión de genes inducidos por BDNF. 

De los 19 genes inducidos por BDNF en neuronas que expresaron EGFP, la presencia de 

Rab11DN disminuyó de manera significativa 9 de ellos (Figura 34), siendo estos 

principalmente factores de transcripción (Atf3, Egr1, Egr2 y Fos), además de los genes 

Calrl, Dusp1, Gem, Nf1 y Scg2.  Por lo tanto, los datos obtenidos indican que la actividad 

de Rab11 es requerida para promover cambios a nivel transcripcional en neuronas 

hipocampales en cultivo tratadas con BDNF. Interesantemente, estos genes inducidos por 

la estimulación neurotrófica y regulados por la actividad de Rab11 principalmente se 

relacionan con fenómenos de crecimiento y plasticidad neuronal (Tabla 4). 
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Figura 34. La actividad de Rab11 es requerida para la estimulación de la 
transcripción de genes con sitios CRE inducida por BDNF.   
Neuronas hipocampales de 7 DIV fueron transducidas con partículas adenovirales para 
expresar Rab11DN y EGFP como control y luego de 48 hrs se estimularon con BDNF (50 
ng/mL) o vehículo (BSA) durante 4 horas. Luego, se extrajo RNA total de los cultivos 
tratados y se realizó la síntesis de cDNA para posteriormente evaluar cambios en los 
niveles de expresión de genes utilizando el kit comercial Rat cAMP/Ca2+ PathwayFinder 
RT2 Profiler PCR Array (Qiagen). Este kit permite el análisis de 84 genes que presentan 
promotores con elementos de respuesta a cAMP (CRE), a Ca2+ (CaRE) y a suero (SRE). 
Los niveles de expresión relativa de cada gen se obtuvieron normalizando los datos 
obtenidos respecto a 5 genes utilizados como normalizadores (Beta-actina, Beta-2 
microglobulina, Hipoxantina fosforibosiltransferasa 1, Lactato deshidrogenasa y Proteína 
ribosomal P1). Luego, para cada gen, este valor se normalizó respecto al valor obtenido en 
las neuronas que expresaron EGFP y que no fueron tratadas con BDNF. Finalmente, las 
veces de cambio en la expresión de cada gen se obtuvo dividiendo el valor de expresión 
relativa obtenido en las muestras tratadas con BDNF respecto a las muestras tratadas con 
vehículo (BSA). El gráfico muestra el promedio de 4-5 experimentos independientes (*, 
p<0,05). Los genes cuyos promotores presentan elementos de respuesta a cAMP (CRE) se 
muestran en negro, a Ca2+ (CaRE) se muestran en rojo y los que presentan SRE y CRE se 
muestran en gris. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



120 
 

 
Gen Producto Elemento 

de 
respuesta 

Función Referencias 

     
     

Atf3 Activating transcription 
factor 

CRE Factor de transcripción, regula 
comportamientos relacionados con 
depresión, KO presenta alteraciones 

en niveles de interleuquinas 4, 5 y 13. 
 

(Green et al 2008, 
Hartman et al 2004) 

Calcrl Calcitonin receptor-like 
Receptor 

CaRE Receptor acoplado a proteína G, que 
en asociación con RAMP1 forma el 

receptor del péptido CGRP.  
 

(Russell et al 2014) 

Dusp1 Dual specificity 
phosphatase 1 

CRE MAP quinasa fosfatasa, regulador del 
crecimiento axonal inducido por 

BDNF. 
 

(Jeanneteau et al 
2010, Lawan et al 

2013) 

Egr1 Early growth response 
1 

CRE y SRE Factor de transcripción, regula la 
plasticidad sináptica en hipocampo; 
KO sin alteraciones en plasticidad 

inducida por experiencia en corteza 
visual. 

 

(Li et al 2005, 
Mataga et al 2001) 

Egr2 Early growth response 
2 

CRE y SRE Factor de transcripción, KO es letal en 
primeras horas de vida. KO en adulto 
muestra mejor rendimiento en test de 

aprendizaje. 
 

(Poirier et al 2007) 

Fos FBJ osteosarcoma 
oncogene B 

CRE y SRE Factor de transcripción, regula la 
excitabilidad neuronal, KO muestra 

menor ansiedad e hiperactividad. 
 

(Zhang et al 2002) 

Gem GTP binding protein CRE GTPasa vinculada a la regulación de 
los cambios en arborización dendrítica 

inducida por actividad eléctrica. 
 

(Ghiretti & Paradis 
2014) 

Nf1 Neurofibromin 1 CRE Proteína potenciadora de actividad 
GTPasa (GAP) de RAS, disminución 

de NF1 produce tumores en SNC. 
 

(Gutmann et al 
2012) 

Scg2 Secretogranin II CRE y SRE Proteína relacionada con la secreción 
de neuropéptidos y hormonas en 

vesículas de secreción. 
 

(Bartolomucci et al 
2011) 

Arc Activity-Regulated 
Cytoskeleton-

associated protein 

CRE Regulador de la plasticidad sináptica y 
esencial en la consolidación de 

memoria. 

(Plath et al 2006) 

 
 
Tabla 4. Breve descripción funcional de los genes inducidos por la estimulación con 
BDNF y regulados por la actividad de la GTPasa Rab11 en neuronas hipocampales 
en cultivo. CRE: genes cuyos promotores presentan elementos de respuesta a cAMP; 
CaRE: genes con promotores que presentan elementos de respuesta a Ca2+; SRE: genes 
cuyos promotores presentan elementos de respuesta a suero. 
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5. DISCUSIÓN 

 

El principal hallazgo de ésta tesis fue identificar a las GTPasas monoméricas Rab5 

y Rab11 como reguladores de la señalización neurotrófica rio arriba de la activación de 

CREB, un factor de transcripción clave para los cambios morfológicos inducidos por 

BDNF en neuronas hipocampales. Nuestro resultados indican que la actividad de Rab5 y 

Rab11 se requiere para mantener la activación sostenida de mediadores de la señalización 

BDNF/TrkB, como la vía PI3K/Akt y la ruta de las MAP quinasas ERK1/2, siendo 

identificada esta última como la vía requerida para activar a CREB en el núcleo. Se 

identificó a BDNF como un regulador de los niveles proteicos tanto de Rab5a como de 

Rab11a, siendo Rab5a regulada a través de un mecanismo que requiere de la transcripción 

y traducción de proteínas y los niveles de Rab11 solo a nivel de la traducción de proteínas. 

Encontramos que el aumento en la traducción proteica de Rab5a y Rab11a es regulado por 

BDNF a través de la actividad de la quinasa mTOR. Estos datos nos llevan a proponer un 

circuito de retroalimentación positiva, en que la neurotrofina BDNF puede modificar los 

niveles de Rab5a y Rab11a y a la vez estas GTPasas regulan la señalización BDNF/TrkB 

necesaria para los cambios morfológicos en neuronas hipocampales en cultivo. Además, 

identificamos un nuevo papel de Rab11 como regulador de los cambios en la expresión de 

genes inducidos por la señalización BDNF/TrkB, los cuales están principalmente 

vinculados con procesos de plasticidad, crecimiento y sobrevida en la neurona (Figura 35).  
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5.1 Neuronas hipocampales en cultivo como modelo para estudiar los cambios en la 

arborización dendrítica inducida por BDNF. 

 

Con el propósito de establecer el papel regulatorio de las GTPasas Rab5 y Rab11 en 

los cambios morfológicos y en la señalización intracelular inducida por la neurotrofina 

BDNF en neuronas del SNC, en esta tesis se utilizó un modelo de estudio in vitro 

compuesto por neuronas hipocampales en cultivo durante 7 a 9 DIV. Las neuronas 

hipocampales al séptimo día in vitro se encuentran en la etapa IV del desarrollo, según la 

clasificación realizada por Banker y colaboradores (Dotti et al 1988, Kaech & Banker 

2006). En esta etapa, que transcurre aproximadamente desde el cuarto día in vitro en 

adelante, el axón se puede diferenciar fácilmente por presentar una extensión 

significativamente mayor a las dendritas (normalmente, sobre 10 veces el tamaño del 

soma). En estas condiciones (al 7 DIV), la estimulación con BDNF (50 ng/mL o 2 nM) 

promueve cambios significativos en la morfología de la región somato-dendrítica que 

pueden ser detectados y cuantificados por métodos automatizados como el análisis de Sholl 

o por métodos más directos como la determinación del número de puntos de ramificación 

que presenta una determinada dendrita en el 9 DIV, mediante inmunofluorescencia contra 

la proteína MAP2. En esta tesis se pudo comprobar la reproducibilidad del modelo, debido 

a que independiente de las condiciones en que se encuentran las neuronas (por ejemplo, 

transfectadas mediante el uso de Lipofectamina-2000 o sometidas a infección con 

partículas adenovirales) y que no expresaron alguna proteína mutante, BDNF produce 

aumentos en la complejidad de la arborización dendrítica en magnitudes similares.  

Un aspecto interesante de discutir es la participación de los receptores para 

neurotrofinas en los efectos morfológicos inducidos por BDNF. En nuestro modelo de 

estudio, se expresan tanto los receptores TrkB como p75. Ha sido descrito que p75 regula 
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negativamente la arborización dendrítica cuando se sobre-expresa el receptor en cortes de 

cerebro de ratón, pero la ausencia del receptor altera principalmente el número y tipo de 

espina dendrítica más que el número de dendritas en neuronas piramidales del hipocampo 

(Zagrebelsky et al 2005). Por otro lado, la ausencia del receptor TrkB altera drásticamente 

y de manera global la morfología neuronal, disminuyendo la arborización dendrítica y el 

tamaño del soma, entre otros parámetros morfológicos evaluados (Xu et al 2000). Además, 

el aumento en la arborización dendrítica inducida por la expresión del mutante Rab11CA 

depende de la actividad tirosina quinasa del receptor TrkB, dado que la presencia del 

inhibidor farmacológico K252a bloqueó totalmente los efectos inducidos por una 

aumentada actividad de Rab11 (Lazo et al 2013). Si bien esta evidencia sugiere que la 

arborización dendrítica en neuronas del SNC sería principalmente regulada a través de la 

actividad del receptor TrkB, será importante evaluar directamente el papel de p75 en los 

cambios en la arborización dendrítica inducidos por BDNF, más aún cuando un artículo 

reciente mostró que la exposición a neurotrofinas produce la acumulación de p75 en la 

neurita indiferenciada que será axón, identificando un papel clave de p75 en la polaridad 

celular y en consecuencia en la morfología neuronal (Zuccaro et al 2014). 

Si bien los modelos de estudio in vitro carecen de manera evidente del entorno 

completo en el que se desarrolla una neurona en condiciones fisiológicas, el modelo 

utilizado en esta tesis es útil para llevar a cabo los objetivos propuestos: evaluar el papel de 

las GTPasas Rab5 y Rab11 en diversos aspectos promovidos por la estimulación 

neurotrófica. En concreto, el modelo in vitro presenta una complejidad menor para 

producir la expresión de diversos mutantes tanto dominante negativo como 

constitutivamente activo de determinada proteína Rab y evaluar de manera directa el papel 

que presentan en la señalización BDNF/TrkB. Es importante considerar que los resultados 
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obtenidos en esta tesis fueron obtenidos utilizando cultivos neuronales prácticamente libres 

de células gliales (entre los días 7 y 9 in vitro). 

 

5.2 Requerimiento de la actividad de Rab5 y Rab11 en el aumento de la arborización 

dendrítica inducida por BDNF en neuronas hipocampales en cultivo. 

 

Si bien una gama amplia de estudios han identificado de manera inequívoca a la 

neurotrofina BDNF como un regulador de la morfología de variados tipos neuronales, los 

mecanismos moleculares subyacentes aún no han sido completamente establecidos. Con el 

fin de estudiar e identificar nuevos componentes que regulan la señalización neurotrófica, 

en nuestro laboratorio recientemente determinamos el requerimiento de la actividad de 

Rab11 en los cambios en la arborización dendrítica inducidos por BDNF (Lazo et al 2013). 

Dado que Rab11 ha sido descrito como un regulador del tráfico endocítico a través de la 

ruta de reciclaje, nos propusimos estudiar el papel de Rab11 como regulador del tráfico de 

los receptores TrkB. Mediante el uso de mutantes dominante negativo de la GTPasa, en 

esta tesis corroboramos el requerimiento de la actividad de Rab11 en los cambios 

morfológicos inducidos por BDNF, pero además identificamos a Rab11 como regulador 

del reciclaje de receptores TrkB hacia la membrana plasmática en neuronas hipocampales 

en cultivo, sumando al tráfico endocítico como un aspecto relevante en la regulación de la 

señalización neurotrófica para inducir cambios morfológicos (Lazo et al 2013). Al 

comienzo de este trabajo, no existían muchas investigaciones vinculando a Rab11 y la 

señalización BDNF/TrkB, existiendo actualmente artículos interesantes que apoyan la 

propuesta de que la actividad de Rab11 puede ser un elemento importante en la regulación 

de la señalización neurotrófica inducida por el complejo BDNF/TrkB. Por ejemplo, 

utilizando un modelo de estudio similar, el grupo de Zhe Yu Chen confirmó el papel de 
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Rab11 como regulador del reciclaje de TrkB, en el contexto de la plasticidad sináptica 

inducida por estímulo químico (Huang et al 2013). Este grupo demostró la existencia de 

una interacción entre Rab11 y TrkB, que depende de la actividad tirosina quinasa del 

receptor. Interesantemente y en línea con los resultados de ésta tesis, los autores 

demostraron el requerimiento de Rab11 en la activación sostenida de ERK1/2 y PI3K/Akt. 

Posteriormente, este mismo grupo aportó evidencia que identifica el requerimiento del 

motor molecular miosina Va para conducir los receptores TrkB desde el endosoma de 

reciclaje hasta la membrana plasmática (Sui et al 2015). Es importante destacar que nuestro 

laboratorio ya había identificado al motor molecular asociado a actina, miosina Vb como 

necesario en los efectos en la arborización dendrítica inducidos por BDNF (Lazo et al 

2013). Por otro lado, recientemente Rodriguez-Boulán y colaboradores identificaron que 

Slitrk5, una proteína transmembrana reguladora de la arborización dendrítica en neuronas 

del cuerpo estriado (Shmelkov et al 2010), se asocia a TrkB bajo estimulación con BDNF y 

puede regular el reciclaje del receptor a través de su interacción con el efector Rab11-FIP3 

(Song et al 2015). El hecho de que ratones nulos para Slitrk5, presentan una menor 

arborización dendrítica en respuesta a BDNF y que las vías de señalización ERK1/2, 

PI3K/Akt además del receptor TrkB presentan una reducción significativa en sus niveles 

de activación, respalda la idea que Rab11 es un regulador clave de la señalización 

BDNF/TrkB en neuronas del SNC. Si Slitrk5 transita junto a TrkB a través de endosomas 

positivos para Rab5, que está río arriba de Rab11 en el tráfico endocítico, es un aspecto 

aún no estudiado. No obstante, Slitrk1, proteína que pertenece a la familia Slitrk, se ubica 

abundantemente en dendritas y co-localiza parcialmente con Rab5 en neuronas corticales 

(Stillman et al 2009), lo cual permite hipotetizar un posible tráfico del complejo TrkB-

Slitrk5 a través del endosoma temprano. 
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Considerando que la endocitosis del receptor TrkB y su posterior tráfico a través de 

la ruta de reciclaje son pasos requeridos en el crecimiento dendrítico inducido por BDNF 

en neuronas hipocampales (Lazo et al 2013, Zheng et al 2008), un objetivo fue determinar 

si el tráfico del receptor TrkB a través del endosoma temprano es requerido para la 

señalización BDNF/TrkB que lleva a la plasticidad dendrítica. Para evaluar la participación 

del tráfico a través del endosoma temprano en los efectos inducidos por BDNF, nos 

centramos en evaluar el papel de la GTPasa Rab5, regulador clave de la fusión del material 

endocitado y en consecuencia en la formación del endosoma temprano (Bucci et al 1992, 

Gorvel et al 1991) y que ha sido descrito como regulador del tráfico endosomal río arriba 

del tráfico a través del endosoma de reciclaje regulado por la actividad de Rab11 (Ullrich 

et al 1996). 

Determinamos que Rab5 co-localiza con receptores TrkB posterior a la endocitosis 

inducida por BDNF, tanto en dendritas como en el cuerpo celular. Observamos que la 

localización del receptor junto a Rab5 en el cuerpo celular aumenta a través del tiempo, 

sugiriendo el transporte retrógrado y posterior acumulación de endosomas conteniendo a 

Rab5 y TrkB provenientes desde las dendritas. En apoyo a esta hipótesis, en nuestro 

laboratorio se ha encontrado evidencia que indica que la estimulación con BDNF puede 

modificar la dinámica de endosomas positivos para Rab5 y que una parte de estos son 

transportados desde dendritas hasta el cuerpo celular (datos aún no publicados de nuestro 

laboratorio). Además, datos obtenidos en neuronas corticales provenientes de ratones nulos 

para la proteína Alsin (un efector de Rab5) mostraron una drástica disminución de la 

acumulación de TrkB en el soma, luego de la estimulación con BDNF (Devon et al 2006). 

Será de particular interés determinar en el futuro la posibilidad de que estos endosomas 

transportados retrógradamente contengan a la vez Rab5 y TrkB. Por el momento, en la 

literatura existe evidencia que indica que Rab5 es requerida en los pasos iniciales del 
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transporte retrógrado de un fragmento de la toxina del tétanos, con la cual co-localiza 

(vesícula que a su vez puede contener a p75, BDNF y TrkB) desde las terminales axonales 

de neuronas motoras hacia el cuerpo celular (Deinhardt et al 2006). El endosoma 

temprano, que es particularmente enriquecido en la región somato-dendrítica (Wilson et al 

2000), puede ser transportado a través de la red de microtúbulos específicamente por la 

Kinesina KIF16B (Farkhondeh et al 2015). Esta kinesina es de especial interés, dado que 

además de ser regulada por la actividad de Rab5, una disminución de su actividad (por 

mutantes dominante negativo) o de su expresión (mediante siRNA) produce una 

disminución en el reciclaje de receptores a la membrana plasmática, acelerando su 

degradación (Hoepfner et al 2005). Aunque aún es especulativo, esta kinesina podría ser un 

posible mediador del transporte de receptores TrkB desde endosomas tempranos a 

endosomas de reciclaje. 

Con el fin de determinar el papel de Rab5 en el aumento de la arborización 

dendrítica inducida por BDNF, evaluamos los cambios morfológicos inducidos por BDNF 

en presencia del mutante Rab5DN, el cual es incapaz de intercambiar GDP por GTP, 

utilizando un modelo experimental idéntico al utilizado con Rab11. En la literatura, existía 

evidencia que indicaba una relación entre la actividad de Rab5 y la regulación de la 

morfología, tanto en líneas celulares como en neuronas del SNC. Por ejemplo Liu y 

colaboradores, utilizando la línea celular PC12, mostraron que el crecimiento de neuritas 

inducido por NGF es negativamente regulado por la actividad de Rab5. En contraposición, 

el grupo de Fukuda halló que la disrupción de la expresión de la GEF de Rab5, Rabex-5, 

además del silenciamiento de Rab5a, Rab5b y Rab5c produjo una alteración significativa 

de la morfología basal tanto de dendritas y axones de neuronas hipocampales en cultivo 

(Mori et al 2013). En línea con esta última evidencia, en nuestro trabajo, observamos que 

la sólo presencia por 48 horas del mutante dominante negativo de Rab5 produjo una 
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alteración importante de la arborización dendrítica, disminuyendo su complejidad respecto 

a neuronas controles que sólo expresaron EGFP. Además, estas neuronas presentaron un 

menor nivel de respuesta a BDNF, observándose un pequeño aumento en la arborización 

dendrítica y en el número de ramificaciones. Este resultado difiere con aquel obtenido 

utilizando el mutante Rab11DN, que indicó el requerimiento de Rab11 sólo en la 

arborización dendrítica inducida por BDNF, sugiriendo la participación de Rab5 en 

diversos pasos requeridos para modificar la morfología neuronal y en específico de la 

región somato-dendrítica, dado que la ausencia de Rab5 no disminuye el crecimiento 

axonal de neuronas del SNC (Wu 2014). Satoh y colaboradores demostraron un papel 

importante de Rab5 en el desarrollo de la arborización dendrítica neuronal, utilizando 

como modelo de estudio la mosca Drosophila Melanogaster (Satoh et al 2008). En este 

estudio, los autores proponen un modelo en que endosomas que contienen a Rab5 son 

transportados de manera dependiente de dineína a través de la red de microtúbulos desde 

las dendritas hacia el cuerpo celular para promover la arborización dendrítica, sugiriendo el 

requerimiento del transporte de señales por mecanismos que dependen de la integridad del 

endosoma temprano. En este sentido, en la presente tesis determinamos que la 

internalización del complejo BDNF/TrkB no presenta cambios en la internalización desde 

la membrana plasmática por la expresión del mutante Rab5DN, sugiriendo que los efectos 

producidos por una actividad disminuida de Rab5 se podrían asociar a una alteración del 

tráfico post-endocítico de receptores TrkB y/o la señalización posterior a éste. Esta 

propuesta es avalada por los estudios que vinculan a la actividad de Rab5 y la señalización 

a través del factor de crecimiento epidérmico (EGF, de Epidermal Growth Factor) y su 

receptor tirosina quinasa (EGFR de Epidermal Growth Factor Receptor). En estas 

investigaciones llevadas a cabo por el grupo de Stahl, se halló que la presencia del mutante 

Rab5DN produce una disminución de la activación de la vía ERK1/2 en respuesta a la 
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estimulación con EGF (Barbieri et al 2004). Además, la disrupción de la expresión de 

Rab5a y Rab5b produjo una alteración del transporte de EGFR desde endosomas 

tempranos a endosomas tardíos (Chen et al 2009). En esta misma investigación, la 

disrupción de la expresión de las 3 isoformas de Rab5 no produjo cambios en la 

internalización de EGFR.  

Otra posibilidad que puede explicar los efectos observados por la perturbación del 

tráfico a través del endosoma temprano y que no excluye alteraciones en la señalización 

BDNF/TrkB es que la actividad de Rab5 es necesaria para la mantención de la estructura y 

funcionalidad del tráfico endocítico. En este sentido, recientemente se estudió el efecto de 

la ausencia de Rab5, la cual produce alteraciones en el tráfico endolisosomal (Zeigerer et al 

2012). Por lo tanto, investigamos si la presencia del mutante Rab5DN puede alterar a su 

vez los niveles de Rab11 y en consecuencia el tráfico a través de la ruta de reciclaje. 

Logramos determinar que la expresión del mutante Rab5DN por 48 horas produjo una 

disminución significativa de los niveles de Rab11 en neuronas hipocampales en cultivo. 

Desconocemos si en estas condiciones, también se produce una alteración en el sistema 

endolisosomal en la neurona.  

 

5.3 La actividad de las GTPasas Rab5 y Rab11 es necesaria para la activación de 

CREB en neuronas hipocampales en cultivo. 

 

Como ha sido descrito previamente y además en esta tesis, la activación de CREB 

es un requerimiento para aumentar la arborización dendrítica inducida por BDNF. Si bien 

existe evidencia que sugiere la traducción local de transcritos de CREB en el axón y en 

dendritas, para luego ser transportados hasta el núcleo donde promoverán la transcripción 

de genes (Cox et al 2008, Crino et al 1998). Nuestros resultados muestran que la mayor 
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proporción de CREB se localiza en el núcleo, hacia donde convergen diversas señales que 

conducen a su activación. Se han descrito distintos sitios de fosforilación en CREB que 

conducen a la regulación de la transcripción, como los residuos serina-142 o serina-143 

(Kornhauser et al 2002). Sin embargo, existe consenso en torno a que la fosforilación del 

residuo serina-133 es un paso clave para aumentar la transcripción de genes blanco de 

CREB (Gonzalez & Montminy 1989). Por lo tanto, en esta tesis nos propusimos evaluar si 

la estimulación con BDNF produce la activación de CREB en nuestro modelo de estudio y 

si la actividad de Rab5 y Rab11 presenta un papel regulatorio en estos efectos. En nuestro 

estudio, hallamos que BDNF promueve un incremento robusto en los niveles de pCREB en 

el núcleo. Mediante el uso de inhibidores farmacológicos, determinamos que los efectos 

promovidos por BDNF requieren de la actividad tirosina quinasa del receptor TrkB y la 

activación de la vía ERK1/2, descartando el requerimiento de la ruta PI3K/Akt. Estos datos 

son congruentes con los hallados por el grupo de Soren Impey, quienes determinaron 

utilizando neuronas corticales e hipocampales en cultivo que BDNF promueve la 

activación de CREB mediante un mecanismo que depende de la vía ERK1/2 y posterior 

acción de la quinasa MSK1, que directamente fosforila a CREB en el residuo serina-133 en 

respuesta a BDNF (Arthur et al 2004). Como fue mencionado previamente, las neuronas 

hipocampales también expresan el receptor de neurotrofinas p75. En esta tesis no se evaluó 

de manera directa el papel de p75 en la activación de CREB en respuesta a BDNF, pero el 

hecho que la presencia del inhibidor de la actividad tirosina quinasa de TrkB, K252a, 

inhibió los aumentos en los niveles de pCREB luego de estimulación con BDNF, sugiere 

que p75 no participaría en la activación de CREB inducida por la señalización 

BDNF/TrkB.  

En nuestro trabajo hemos determinado que tanto la expresión de Rab5DN como 

Rab11DN bloquea completamente el incremento en los niveles de pCREB en respuesta a 
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BDNF, sugiriendo el requerimiento de Rab5 y Rab11 en su estado unido a GTP para 

conducir la señalización BDNF/TrkB hasta el núcleo. Esta idea es apoyada por la evidencia 

obtenida utilizando la versión mutante Rab11CA, la cual se mantiene predominantemente 

en un estado unido a GTP. Utilizando este mutante encontramos que la respuesta a BDNF 

en neuronas que expresan Rab11CA se mantiene por tiempos prolongados y que además 

las neuronas tienen la capacidad de responder a concentraciones bajas de la neurotrofina. 

Dado el hecho que la expresión de los mutantes no altera la internalización de receptores 

TrkB, creemos que los defectos observados en la activación de CREB se deben a una 

disminución en la señalización BDNF/TrkB causada por la alteración del tráfico 

endosomal del receptor TrkB. En apoyo a esta idea, sabemos por datos obtenidos en 

nuestro laboratorio que Rab11 puede regular el tráfico de TrkB; la expresión del mutante 

Rab11CA produce un incremento en los niveles de TrkB en filopodios de dendritas, lo cual 

puede aumentar potencialmente la cantidad de receptores disponibles en la membrana 

plasmática que pueden activarse (Lazo et al 2013). En este sentido, en esta tesis 

demostramos que una proporción de TrkB puede volver a la membrana plasmática a través 

de un mecanismo que depende de la actividad de Rab11. Este hallazgo podría tener además 

implicancias en los niveles de BDNF en el medio extracelular, puesto que existe evidencia 

que sugiere al reciclaje del complejo BDNF/TrkB como mecanismo para aumentar los 

niveles de BDNF en el espacio sináptico (Santi et al 2006). 
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5.4 La actividad de las GTPasas Rab5 y Rab11 es requerida para producir la 

activación y transporte al núcleo de ERK1/2 en respuesta a la estimulación con 

BDNF. 

 

Es conocido que luego de la unión de BDNF a TrkB se produce la activación de las 

vías de señalización ERK1/2, PI3K/Akt y la ruta de la PLCγ. A través de la activación de 

éstas vías de señalización, las neurotrofinas pueden regular distintos aspectos de la 

fisiología neuronal, como el crecimiento de axones y dendritas, la plasticidad sináptica y la 

sobrevida neuronal (Reichardt 2006). En esta tesis estudiamos principalmente las vías 

ERK1/2 y PI3K/Akt debido a que ambas vías han sido descritas como requeridas para 

promover el crecimiento y ramificación de dendritas en respuesta a la estimulación 

neurotrófica (Dijkhuizen & Ghosh 2005, Finsterwald et al 2010, Jaworski et al 2005). En 

esta tesis estudiamos la activación de estas vías (incluyendo la activación de TrkB) en 

neuronas hipocampales que expresaron los mutantes Rab5DN y Rab11DN. Elegimos 

estimular las neuronas con BDNF a dos tiempos: un tiempo breve (5 minutos), con el fin 

de evaluar las condiciones iniciales de activación que ocurrirían principalmente en la 

membrana plasmática y un tiempo mayor (120 minutos), donde ya se espera que el 

complejo BDNF/TrkB se haya internalizado y su tráfico endocítico determine la activación 

sostenida de vías de señalización como la que lleva a la activación de ERK1/2. En nuestro 

trabajo encontramos que la estimulación inicial de TrkB, Akt y ERK1/2 no se encuentran 

alteradas, indicando que la expresión de los mutantes Rab5DN y Rab11DN no afectan los 

niveles de estas proteínas ni los mediadores iniciales que llevan a la activación de estas 

vías. Sin embargo, la actividad de Rab5 y Rab11 son requeridas para mantener la 

activación sostenida de TrkB, ERK1/2 y Akt indicando que el tráfico intracelular a través 

de la ruta endocítica temprana y de reciclaje es un requerimiento para la mantención de la 
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señalización intracelular inducida por BDNF. Durante el desarrollo de esta tesis, el grupo 

de Zhe-Yu Chen encontró resultados similares realizando el silenciamiento de Rab11 

mediante siRNA en neuronas hipocampales en cultivo (Huang et al 2013). En esta 

investigación, los autores mostraron el requerimiento de la actividad de Rab11 para la 

mantención de la activación de ERK1/2 y Akt luego de 60 minutos de estimulación con 

BDNF, sin encontrar diferencias en la activación de estas proteínas luego de 5 minutos de 

estimulación con BDNF, en ausencia de Rab11. En consecuencia, nuestros resultados nos 

indican que el tráfico intracelular a través de la ruta endocítica temprana y de reciclaje es 

un requerimiento para la mantención de la señalización intracelular inducida por BDNF. 

Distintas líneas de investigación indican que la activación sostenida de ERK1/2 es 

requerida para la ramificación de dendritas. Por ejemplo, el grupo de Lu y colaboradores 

demostró que la activación sostenida de ERK1/2 por la estimulación gradual con BDNF 

conduce a un aumento en la ramificación dendrítica (Ji et al 2010). Además, Redmond y 

Ha demostraron que el incremento en la ramificación dendrítica depende de la activación 

sostenida de ERK1/2 (inducida por un estímulo despolarizante), que conduce a la 

activación río abajo de CREB y la estabilización del gen de respuesta temprana c-Fos  (Ha 

& Redmond 2008). Estas evidencias más las halladas en otros modelos (Hisata et al 2007, 

Wu et al 2001), demuestran que la dinámica de activación de ERK1/2 es un aspecto 

relevante en la activación de CREB y la regulación de la morfología celular. De hecho, en 

el trabajo realizado en esta tesis encontramos que la expresión de los mutantes Rab5DN y 

Rab11DN bloquearon la activación de CREB desde tiempos relativamente cortos de 

estimulación con BDNF (15 minutos). A pesar que la estimulación temprana de TrkB, Akt 

y ERK1/2 no disminuyó (como se discutió arriba) es interesante que el tráfico por la ruta 

endocítica regulada por Rab5 y Rab11 resulte necesario para la activación de CREB 

incluso a tiempos cortos de estimulación con BDNF. Una posibilidad que podría explicar 
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esta observación es que la disminución en la actividad de estas GTPasas por la expresión 

de los mutantes conduce a una alteración en la localización de ERK1/2 y Akt en su forma 

activada. Dado que evaluamos la activación de los mediadores de la señal BDNF/TrkB por 

medio de Western blot utilizando los lisados de células totales (compuesto por material 

proveniente de somas, dendritas y axones), sin realizar una mayor separación de estos 

compartimentos subcelulares, la información que podemos extraer es limitada. Es 

importante recordar el hecho de que en nuestro modelo, CREB se localiza casi 

exclusivamente en el núcleo, por lo tanto las potenciales señales que lo activarán deben 

transportarse desde zonas distales y entrar al núcleo. Dado que en nuestro modelo de 

estudio BDNF induce la activación de CREB por un mecanismo dependiente de ERK1/2, 

evaluamos la posibilidad de que la alteración del tráfico endocítico regulado por Rab5 y 

Rab11 promueva cambios en la localización de ERK1/2 activado. Puntualmente, se 

determinó si la expresión de los mutantes Rab5DN y Rab11DN altera la localización y 

activación de ERK1/2 luego de la estimulación con BDNF en distintos compartimentos 

subcelulares como dendritas, el soma y el núcleo por immunofluorescencia. Encontramos 

que la estimulación de neuronas hipocampales con BDNF por 15 minutos causa una 

activación robusta de ERK1/2 en dendritas, somas y en el núcleo. Luego de 60 minutos la 

estimulación en somas y núcleos ha caído a la mitad aproximadamente. En cambio en 

dendritas a menos de un tercio de lo observado a los 15 minutos de activación. La 

expresión de Rab5DN resultó en la inhibición de la activación de ERK1/2 en todos los 

compartimentos subcelulares y tiempos. En cambio la expresión de Rab11DN disminuyó 

significativamente (pero en menor grado que la expresión de Rab5DN)  la activación de 

ERK1/2 en dendritas, soma y núcleo a los 15 minutos de estimulación con BDNF y a los 

60 minutos sólo bloqueó significativamente la acumulación en el núcleo de pERK1/2. 

Estos datos nos sugieren que el tráfico endocítico regulado por Rab5 es un requerimiento 
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para producir la activación de ERK1/2 en diferentes compartimentos de la neurona.  

También sugieren que se necesita la actividad de ambas GTPasas para la activación 

nuclear de ERK1/2. Por lo tanto, sumando la evidencia obtenida tanto por Western blot 

como por inmunofluorescencia, nuestros resultados sugieren que la estimulación con 

BDNF a tiempos cortos permite la activación transitoria de los mediadores de la señal 

BDNF/TrkB, sin embargo la actividad de Rab5 y Rab11 es requerida para mantener la 

activación tanto dendrítica como nuclear de ERK1/2. Los datos obtenidos en la presente 

tesis no ofrecen un mecanismo que explica cómo la actividad de Rab5 y Rab11 se 

relaciona con la mantención de la activación de ERK1/2. No obstante, existen 

investigaciones que han identificado una co-distribución de ERK1/2 total/activado junto 

con Rab5 y Rab11 (Kapp-Barnea et al 2006, Liu et al 2010), lo que hace posible un 

escenario en que el transporte de ERK1/2 y otras moléculas de señalización en su estado 

activado en endosomas permite su interacción con proteínas andamio que evitan su 

desfosforilación, restringiendo el acceso de proteínas fosfatasas (Kholodenko 2002, 

Luttrell et al 2001). 

Como hemos nombrado, la activación sostenida de ERK1/2 es un evento requerido 

para producir crecimiento de procesos y diferenciación en diversos modelos celulares de 

estudio (Ha & Redmond 2008, Hisata et al 2007, Ji et al 2010, Wu et al 2001). Ha sido 

descrito que la activación de ERK1/2 en respuesta a neurotrofinas es regulada por una vía 

dependiente de la GTPasa Ras y la quinasa Raf, además de la vía Rap1 y la quinasa B-Raf 

(Grewal et al 1999). Sin embargo, existe evidencia que muestra a la señalización vía Rap1 

como requerida para la mantención sostenida de la activación de ERK1/2 en respuesta a 

neurotrofinas, descartando de este aspecto a la ruta regulada por Ras, que sólo conduce a 

una activación transitoria de ERK1/2 en respuesta a NGF (York et al 2000, York et al 

1998). Dado que se ha mostrado que Rap1 puede tener una localización endosomal y que 
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la disrupción del tráfico endosomal previene la activación sostenida de Rap1 y ERK1/2 en 

respuesta a NGF, sin alterar la activación de Ras (Wu et al 2001), es posible que ERK1/2 

sea activado de manera sostenida y dependiente de Rap1 sólo desde endosomas e 

independiente de Ras. Una interesante posibilidad es que esta vía endosomal sea requerida 

para conducir a la activación de CREB en el núcleo. Existe evidencia que indica que la 

activación de CREB puede ser regulada a través de la activación de ERK1/2 y Rap1, 

utilizando como modelos de estudio neuronas y líneas celulares en cultivo (Fernandez et al 

2005, Grewal et al 2000, Zanassi et al 2001). Sin embargo, se desconoce si la activación de 

CREB en respuesta a BDNF requiera de la actividad de la GTPasa Rap1. Esta posibilidad 

es interesante, dado que Rap1 también es un regulador de la arborización dendrítica de 

neuronas corticales (Chen et al 2005a) al igual como fue descrito previamente para BDNF 

y CREB (Dijkhuizen & Ghosh 2005, Finsterwald et al 2010).  

 

5.5 BDNF es un regulador de los niveles de las GTPasas Rab5 y Rab11 en neuronas 

hipocampales. 

 

Distintos grupos de investigación han mostrado que la señalización BDNF/TrkB 

puede generar cambios en la expresión de genes y el contenido de proteínas, utilizando 

distintos modelos de estudio (Alder et al 2003, Manadas et al 2009, Mariga et al 2015, 

Zhang et al 2014). Además, Black y colaboradores demostraron que BDNF puede 

modificar a través de cambios transcripcionales y en el contenido de proteínas los niveles 

de Rab GTPasas; la estimulación de neuronas hipocampales en cultivo por 3 horas con 

BDNF produce un incremento en Rab3a, proteína reguladora de la exocitosis de vesículas 

que contienen neurotransmisores y que está involucrada en los cambios en la transmisión 

sináptica inducidos por BDNF (Thakker-Varia et al 2001). Al comienzo de la presente tesis 
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no existían estudios vinculando a la señalización BDNF/TrkB o el FT CREB como 

regulador de los niveles de Rab5 y Rab11 en neuronas hipocampales en cultivo, aunque 

éstas como otras GTPasas y algunos de sus efectores presentan sitios regulados por CREB 

(CRE) en sus promotores (Zhang et al 2005). 

Encontramos que BDNF aumentó los niveles del RNAm de Rab5a a las 4 y 12 

horas de estimulación con BDNF. Esto llevó a un aumento de un 50% en los niveles de 

proteínas a las 12 y 24 horas luego de estimulación. El aumento de los niveles de Rab5 fue 

inhibido tanto por actinomicina D como por cicloheximida. Indicando que el aumento de 

los niveles de proteínas de Rab5a inducido por BDNF está mediado tanto por mecanismos 

transcripcionales como traduccionales. Nos parece interesante que los niveles de Rab5 

estén regulados por BDNF dado que si bien es una GTPasa requerida para los cambios 

morfológicos mediados por BDNF una sobreexpresión de esta GTPasa también podría 

conducir a efectos deletéreos en la célula, como por ejemplo, un aumento en la 

degradación de proteínas. Esto es debido a que Rab5 está involucrado en la maduración del 

endosoma temprano a endosoma tardío, regulando la ruta degradativa lisosomal a través 

del mecanismo conocido como conversión de Rabs (Rink et al 2005). Un resultado 

importante en nuestra tesis fue observar que la actividad de Rab5 es no solo requerida para 

aumentar la arborización dendrítica inducida por BDNF sino que también para la 

mantención de la morfología basal de la neurona. Los resultados obtenidos en esta tesis nos 

permiten hipotetizar que BDNF regula la actividad y expresión de Rab5 a distintos niveles, 

dado que una correcta actividad y expresión sería necesarias para los cambios 

morfológicos inducidos por BDNF. De hecho, datos preliminares del laboratorio han 

mostrado que BDNF además de modificar los niveles de expresión de Rab5 también regula 

la movilidad de estos endosomas así como su actividad. Con respecto a esto es interesante 

destacar que recientemente se demostró que la actividad de Rab5 es requerida en la 
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regulación de los componentes y funcionalidad del complejo mTORC1 (Bridges et al 

2012), a través del cual a su vez BDNF regularía los niveles de proteína de Rab5 como 

describimos en esta tesis. Por lo tanto, esta evidencia confirma la existencia de una relación 

estrecha entre la señalización BDNF/TrkB y la expresión y actividad de la GTPasa Rab5. 

Será importante evaluar si la reducción de los niveles de Rab5a (por ejemplo mediante 

siRNA) puede modificar la arborización dendrítica basal y en respuesta a BDNF, de 

manera semejante a lo hallado utilizando el mutante dominante negativo de la GTPasa. 

En el caso de Rab11, determinamos que la estimulación con BDNF no altera de 

manera significativa los niveles de RNAm de Rab11a, pero produce un incremento en los 

niveles de proteína luego de 12 y 24 horas de estimulación, que dependen también de la 

síntesis proteica regulada por la vía mTOR. Al igual a lo descrito para Rab5a, BDNF 

produce un moderado aunque significativo incremento en Rab11a, sugiriendo a la 

neurotrofina como regulador de la ruta de reciclaje de manera global: puede modificar 

tanto los niveles de Rab11 como su actividad, como fue descrito por nuestro laboratorio 

previamente (Lazo et al 2013). En consecuencia, los resultados obtenidos sugieren que 

BDNF promueve un incremento en la expresión de Rab5a y Rab11a que podrían integrarse 

en la regulación de la señal BDNF/TrkB, teniendo como consecuencia una potenciación de 

los efectos inducidos por la neurotrofina. 

 

5.6 La GTPasa Rab11 regula la transcripción de genes inducida por la neurotrofina 

BDNF en neuronas hipocampales. 

 

Las neurotrofinas ejercen sus efectos biológicos mediante múltiples mecanismos 

entre los que destaca la regulación de la transcripción de diversos genes relacionados con 

el crecimiento, plasticidad sináptica y sobrevida neuronal. Por ejemplo, la neurotrofina 
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BDNF es capaz de producir un cambio en la expresión de genes en neuronas hipocampales 

en cultivo, relacionados con proteínas sinápticas, neuropéptidos y genes de respuesta 

temprana entre los que se encuentran c-Fos, Egr1/Egr2 y Arc (Ring et al 2006). Si bien los 

mecanismos que subyacen a los cambios en la expresión génica inducidos por la 

señalización BDNF/TrkB no han sido completamente establecidos, es conocido que uno de 

los factores de transcripción que media entre la señalización neurotrófica (inducida por 

ejemplo por BDNF y NGF) y cambios en la transcripción es CREB (Finkbeiner et al 1997, 

Xing et al 1998). En el presente trabajo hemos hallado evidencia que sugiere que tanto 

Rab5 y Rab11 regulan la fosforilación de CREB en respuesta a BDNF, paso importante 

para conducir a la transcripción de diversos genes en respuesta a la neurotrofina. Sin 

embargo, este hallazgo no demuestra una relación directa entre la actividad de GTPasas 

Rabs y la regulación de la expresión génica inducida por BDNF. Para estudiar 

directamente si la inhibición de CREB resulta en un cambio en la transcripción de genes 

con sitios de unión a CREB (“CREB response element”, CRE) nos propusimos evaluar la 

posible alteración en la expresión de genes inducidos por BDNF por la expresión del 

mutante Rab11DN. En nuestro modelo de estudio (neuronas hipocampales que expresaron 

EGFP), encontramos que la estimulación por 4 horas con BDNF produce cambios 

significativos en 19 de los 76 genes estudiados mediante arreglo de oligos para qPCR, 

presentando la mayoría elementos de respuesta a cAMP (CRE, 12 genes). Además, 

encontramos cambios en genes con elementos de respuesta a Ca2+ (CaRE, 2 genes), a suero 

(SRE, 1 gen) y también con más de un elemento de respuesta (SRE y CRE, 4 genes). Al 

agrupar los genes por función, encontramos una gran cantidad relacionada con la 

transcripción de genes, además de reguladores de la señalización, el crecimiento y el 

metabolismo celular (Tabla 4). Al comparar la expresión de los 76 genes estudiados en 

neuronas que expresaron Rab11DN respecto a neuronas que expresaron EGFP, 
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encontramos que los genes Bdnf, Egr1, Fos y Vcl aumentaron significativamente su 

expresión por la expresión del mutante. Dada la relación funcional de estos genes, este 

resultado sugiere que la disminución del tráfico endocítico regulado por Rab11 podría estar 

generando una respuesta asociada a estrés y promoción del crecimiento y sobrevida 

neuronal. 

Al comparar la respuesta a BDNF en neuronas que expresaron EGFP y neuronas 

que expresaron el mutante Rab11DN, encontramos que la disminución en la actividad de 

Rab11 reduce significativamente la expresión de 9 genes inducidos por BDNF. Estos 

resultados están ilustrados en la tabla 1. Además, incluimos el gen de respuesta temprana 

Arc, el cual evaluamos de manera anexa mediante qPCR, cuya expresión fue inducida por 

la estimulación con BDNF y disminuida por la expresión del mutante Rab11DN. 

Cuando observamos la función de los genes que son inducidos por BDNF y cuya 

transcripción se vio disminuida por la expresión de Rab11DN, encontramos que varios de 

ellos están estrechamente relacionados con la regulación de la morfología neuronal. Por 

ejemplo, ATF3 es requerido para mantener la estructura dendrítica luego de un daño 

excitotóxico (Ahlgren et al 2014); péptidos de la familia de las calcitoninas (de las que 

CalcrI es su receptor) regulan diferencialmente la formación tanto de dendritas como de 

espinas dendríticas y filopodios en neuronas corticales in vitro (Harigai et al 2011); Dusp1 

(o MAP quinasa fosfatasa-1) regula el crecimiento axonal estimulado por BDNF 

(Jeanneteau et al 2010); Egr-1 regula la morfología y la maduración de espinas dendríticas 

en neuronas del giro dentado del hipocampo (Veyrac et al 2013); la GTPasa Gem es un 

regulador de los cambios en la arborización dendrítica inducida por actividad eléctrica en 

neuronas corticales en cultivo (Krey et al 2013);  Neurofibromina-1 es la principal 

inactivadora de la GTPasa Ras, la cual es una reguladora clave de la plasticidad estructural 

de las espinas dendríticas (Oliveira & Yasuda 2014) y Arc, cuya función clásicamente se 
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ha asociado a la regulación de la dinámica del citoesqueleto de actina, recientemente ha 

sido vinculada en la refinación de los circuitos neuronales en el hipocampo bajo el 

contexto de condicionamiento al miedo (Nakayama et al 2015). 

Si bien existían investigaciones recientes que vinculaban al tráfico endocítico en 

general como requerido en la transcripción de genes como c-Fos  y Egr1 (Trifilieff et al 

2009), uno de los más importantes hallazgos de la presente tesis fue identificar de manera 

particular a Rab11 como regulador de la transcripción de un grupo genes relacionados con 

la plasticidad, el crecimiento y la sobrevida neuronal inducidos por BDNF. 
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Figura 35. Resumen ilustrativo de los resultados obtenidos y modelo propuesto. 
La neurotrofina BDNF, luego de unir a su receptor TrkB, induce la internalización del 
complejo BDNF/TrkB, el cual transita por una ruta regulada por la GTPasa Rab5 y puede 
reciclar a la membrana plasmática a través de un mecanismo que depende de la actividad 
de Rab11. Ambas GTPasas son requeridas para mantener la activación sostenida de los 
mediadores de señalización ERK1/2 y PI3K/Akt en respuesta a la estimulación con BDNF. 
Tanto Rab5 como Rab11 son requeridas para promover la activación y translocación al 
núcleo de ERK1/2 y producir la fosforilación del factor de transcripción CREB en el 
núcleo. Además, Rab11 puede regular la transcripción de genes inducidos por BDNF 
vinculados a la plasticidad, el crecimiento y la sobrevida neuronal. Finalmente, la 
estimulación con BDNF promueve cambios en los niveles de Rab5 y Rab11 a través de 
mecanismos que dependen de la transcripción de genes y la traducción de proteínas a 
través de la vía PI3K/Akt/mTOR. Estas nuevas proteínas pueden potencialmente unirse al 
sistema de señalización BDNF/TrkB, formando un circuito de retroalimentación positiva 
en función de promover cambios en la estructura neuronal.   
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6. CONCLUSIONES 

 

Mediante el uso de un modelo de estudio in vitro, compuesto por neuronas 

hipocampales de rata en cultivo (9 DIV), en la presente tesis logramos establecer que: 

 

1.- La actividad de las GTPasas Rab5, Rab11 además de la activación de CREB es 

necesaria para  la arborización dendrítica inducida por la neurotrofina BDNF. 

2.- El receptor TrkB co-localiza con las GTPasas Rab5 y Rab11 luego de su internalización 

inducida por BDNF. A su vez, la endocitosis del receptor TrkB no depende de la actividad 

de Rab5. 

3.- La actividad de las GTPasas Rab5 y Rab11 es necesaria para la activación de CREB en 

respuesta a la estimulación con BDNF. 

4.- En nuestro modelo de estudio, la activación de ERK1/2 es necesaria para la activación 

de CREB en respuesta a BDNF en neuronas hipocampales. 

5.- La actividad de las GTPasas Rab5 y Rab11 es requerida para la activación sostenida de 

TrkB, Akt y ERK1/2 en respuesta a la estimulación con BDNF. 

6.- La actividad de Rab5 y Rab11 es necesaria para la activación de ERK1/2 en dendritas, 

soma y núcleo en respuesta a BDNF en neuronas hipocampales. 

7.- BDNF aumenta los niveles de proteínas de Rab5a de una manera dependiente de la 

transcripción, traducción y la quinasa mTOR. Además, BDNF aumenta los niveles de 

proteína de Rab11a a través de un mecanismo que depende de la traducción y de mTOR. 

8.- La GTPasa Rab11 favorece los cambios de expresión de genes inducidos por la 

estimulación con BDNF en neuronas hipocampales en cultivo. 
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