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Resumen

El cerebro es el centro de control para todo el cuerpo, es el mas exigente de
los 6rganos y uno de los mas activos, por lo que debe generar ATP en grandes
cantidades para su funcionamiento. A nivel cerebral las proteinas Rho juegan
importantes papeles en el crecimiento de la neurita, la direccion del axén y el
desarrollo de las dendritas. Estas proteinas funcionan como interruptores
moleculares controlando una amplia variedad de rutas de transduccion de
sefales en todas las células eucariontes. Lo papeles de las GTPasas Rho
estdn bien documentadas, pero soOlo pocos estudios han dilucidado la
distribucion celular de las proteinas pertenecientes a esta familia en el cerebro.
Usando técnicas de inmunohistoquimica se investigd la distribucién de las
proteinas RhoA, RhoB y Racl en el cerebro de ratas adultas. Los resultados
muestran que las proteinas RhoA, RhoB y Racl presentan una distribucion
diferencial en el cerebro de rata, asi como patrones de expresion diferentes en
estas células. Los analisis de la fraccion mitocondrial de cerebro de rata
mostraron la presencia de estas proteinas de forma especifica en la membrana
interna mitocondrial y la inhibicién de las proteinas RhoA, RhoB y Racl en
mitocondrias de cerebro de ratas no mostr6 cambios importantes en el
consumo oxigeno ni en la sintesis de ATP, indicando que aungue estan
presentes en la mitocondria no influyen en la sintesis de ATP. La localizacion
diferencial de las GTPasas Rho en las diferentes regiones del cerebro de rata

indica que puedan tener una amplia variedad de funciones en este 6rgano.
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1.-Introduccioén

1.1 Sistema nervioso

Es una red compleja muy organizada de millones de neuronas, asi como
un numero mayor de células gliales. El sistema nervioso se divide
principalmente en el sistema nervioso central y el sistema nervioso periférico.
Como el encéfalo y la médula espinal ocupan una posicion central del cuerpo,
se conocen en conjunto como sistema nervioso central (SNC). De modo
similar, los nervios del cuerpo forman el sistema nervioso periférico (SNP)

(Thibodeau y Patton, 2007).

El sistema nervioso esta disefiado para detectar las condiciones del
medio interno y externo, asi como procesar esta informacion y utilizarla para
dirigir la conducta y los procesos corporales. Existen tres procesos basicos que
actian juntos: la percepcion, la transferencia y el procesamiento de la

informacion (Briar y Lasserson, 2004).

1.1.1Sistema nervioso central

El SNC esta disefiado para integrar y correlacionar los distintos tipos de
informacion sensorial, es la fuente de pensamientos, emociones y recuerdos.
La mayoria de los impulsos nerviosos que estimulan la contraccién muscular o
las secreciones glandulares se originan en el SNC. Estd formado por el
encéfalo y la médula espinal. Se encuentra protegido por tres membranas,

denominadas meninges. El encéfalo es la parte del sistema nervioso central

Lorena Martinez Alcantar
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que esta protegida por el craneo. Esta formado por el cerebro, el cerebelo y el

tronco del encéfalo (Netter, 1994).

1.2 El cerebro

El cerebro es el 6rgano mayor del sistema nervioso central y el centro de
control para todo el cuerpo. En conjunto esta constituido por dos mitades
simétricas, denominadas hemisferios cerebrales derecho e izquierdo,
separadas una de otra por una cisura muy profunda sagital y mediana, la cisura
interhemisférica. La cara externa de cada hemisferio se divide en cuatro
I6bulos: frontal, occipital, temporal y parietal (Quiroz, 1997). La superficie del
cerebro, conocida como corteza cerebral, estd compuesta por una capa fina de
sustancia gris, constituida a su vez por dendritas y cuerpos celulares de
neuronas. La sustancia blanca, formada por fasciculos de fibras nerviosas,
compone la mayor parte del interior del cerebro. Sin embargo, dentro de la
sustancia blanca existen unos pocos islotes de sustancia gris, los nudcleos
cerebrales, cuyo funcionamiento es esencial para la produccion de
movimientos automaticos y para la postura. En términos generales las
funciones cerebrales se pueden resumir en: conciencia, pensamiento,
memoria, sensaciones y movimientos voluntarios. Cada area concreta del

cerebro desempeiia una funcion muy especifica (Thibodeau y Patton, 2007).

Hay cuatro subdivisiones principales del encéfalo, cuyos nombres
describen su desarrollo en el embrion a partir del tubo neural. Estas

subdivisiones, son las siguientes (Kandel y col., 2001) (fig. 1):

Lorena Martinez Alcantar
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Figura 1. Corte sagital del cerebro de rata. Se muestra las regiones en las que se ha dividido
cerebro para su estudio (amarillo=telencéfalo, verde=diencéfalo, rojo=mesencéfalo,
lila=romboencéfalo), asi como las estructuras principales pertenecientes a cada una de ellas.

Telencéfalo. Region comprendida por la corteza cerebral. Corresponde a los
dos hemisferios cerebrales (derecho e izquierdo), y a una pequefia parte
mediana situada en la porcién anterior del 3er ventriculo. La corteza cerebral
queda dividida en 4 Iébulos, que reciben su nombre del hueso craneal al que
estdn mas préoximos, son por lo tanto: frontal, parietal, temporal y occipital. En
la corteza se pueden distinguir areas que estan relacionadas con el
procesamiento tanto de la informacion sensorial como de las 6rdenes motoras

(Quiroz, 1997).

Diencéfalo. Region anatomica del cerebro que se encuentra entre el tronco
encefalico y los hemisferios cerebrales. Se extiende por delante entre el

agujero interventricular y la comisura blanca posterior hacia atras. Esta limitado
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lateralmente por la capsula interna. En la linea media se encuentra el 3er
ventriculo el cual lo separa en dos regiones simétricas. El diencéfalo se divide
en cuatro zonas bien definidas: el talamo, el hipotalamo, el subtadlamo y el
epitdlamo. El talamo procesa y distribuye toda la informacion sensorial y motora
que llega a la corteza cerebral, interviene en regular el nivel de conciencia y los
aspectos emocionales de las sensaciones. El hipotalamo tiene como mision
regular el sistema nervioso autbnomo y la secrecion hormonal de la hipofisis.
El subtalamo esta delante del tdlamo y al lado del hipotalamo, su funcién
principal se relaciona con el movimiento corporal. Las vias neuronales que lo
atraviesan van hacia el talamo, el cerebelo y los ganglios basales.
El epitdlamo se sitta en la parte posterior del diencéfalo, al lado del
mesencéfalo. Estad formado por la glandula pineal y los nucleos de la habénula.
Esta glandula actia como un reloj biolégico, emitiendo sefiales que regulan

procesos tanto fisioldgicos como de la conducta (Herrera y col., 2008).

Mesencéfalo. El cerebro medio o mesencéfalo es una corta porcion del tronco
cerebral que conecta el puente y cerebelo con eltalamoy los hemisferios
cerebrales. Estd formado por una porcion ventrolateral, compuesta de un par
de cuerpos cilindricos, denominados pedunculos cerebrales y una porcion
dorsal, formada por cuatro eminencias, denominadas cuerpos cuadrigéminos y
una cavidad virtual o tinel denominado acueducto. Participa en el control de los
movimientos oculares y el movimiento de los musculos esqueléticos. A su vez
es una estacion de relevo esencial para las sefales auditivas y visuales

(Herrera y col., 2008)
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Romboencéfalo. El tronco encefalico es un area intermedia entre la médula

espinal y el cerebro. Tiene alrededor de unos 8-10 cm de altura. En esta region
existe una gran cantidad de ndcleos que son muy importantes para la vida,
especialmente los relacionados con el area del bulbo raquideo (regulacién de

la presion arterial y la respiracion) (Puelles y col., 2008).

1.3 Fisiologia cerebral

El cerebro consume el 20% del oxigeno corporal y el 60% de la glucosa
(Briar y Lasserson, 2004). En condiciones normales, casi toda la energia
utilizada por las células del cerebro es suministrada por la glucosa procedente
de la sangre. Al igual que el oxigeno, la mayor parte de la glucosa es
suministrada continuamente por la sangre capilar, y en un momento dado sélo
existe un almacén de glucosa para dos minutos en forma de glucégeno en las
neuronas (Guyton y Hall, 1997). Aunque la glucosa es el sustrato energético
principal, las células del cerebro metabolizan cetonas durante rapidas

reducciones de glucosa en la sangre (Bernard y col., 2007).

El cerebro es el mas exigente de los 6rganos y uno de los mas activos.
Debe generar ATP en grandes cantidades para mantener los potenciales de
membrana que son esenciales para la transmision de los impulsos nerviosos
(Mathews y col., 2002). A pesar de no realizar funciones mecanicas, el tejido
cerebral necesita de grandes cantidades de energia para su funcionamiento
normal. Esta energia le permite regular las multiples conexiones sinapticas, los

canales idnicos dependientes de voltaje y de agonistas, asi como la sintesis,

Lorena Martinez Alcantar
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transporte, almacenamiento y liberacidon de diversas sustancias, tales como

neurotransmisores, péptidos, etc. (Villarejo, 1998).

El metabolismo energético no es exclusivo de las neuronas ya que las
células gliales y las células endoteliales vasculares juegan un papel central en

el flujo de sustratos energéticos a las neuronas (Pocock y Richards, 2001).

1.4 La neurona

La unidad estructural y funcional basica del sistema nervioso es la
neurona. Las neuronas son células excitables que pueden conducir impulsos
eléctricos y comunicarse entre ellas a través de uniones especializadas
denominadas sinapsis (Briar y Lasserson, 2004). Se localizan en toda la
sustancia gris del cerebro y la médula espinal. Tienen un tamafio y una forma
variables, y se tifien intensamente con los colorantes basicos. El cuerpo celular
0 soma es la parte mas ensanchada de la neurona. En él se encuentran el
nucleo y la mayoria de los organulos celulares. Las neuronas poseen extensas
ramificaciones denominadas dendritas que reciben informacién procedente de
otras células y transmiten informacion a sus objetivos a través de una extension
del cuerpo celular que recibe el nombre de axén (figura 2). EI material tefiido
dentro de los cuerpos celulares recibe el nombre de sustancia de Nissl y
contiene una elevada proporcion de ARN (fig. 3) Colectivamente, axones y

dendritas se conocen como proyecciones celulares (Pocock y Richards, 2001).

Lorena Martinez Alcantar
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Figura 2. Estructura basica de una neurona del SNC. Todas las neuronas cuentan con las

mismas partes: las dendritas, el cuerpo celular o soma y los axones.

e &) «— Célulaglial

Nucleolo

Figura 3. Cuerpos de neuronas teflidas con violeta de cresilo. La tinciéon con violeta de
cresilo se observa en el nacleo, el nucléolo y parte de la cromatina. El citoplasma presenta una
elevada cantidad de agregados tefiidos de color violeta (cuerpos de Nissl) que representan un
gran desarrollo del reticulo endoplasmatico rugoso, mientras que a los lados de la neurona se
observan los nicleos de las células gliales. (A= Ax6n, D=dendritas)
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De acuerdo con la funcibn en cada zona, las neuronas pueden
organizarse formando: capas (p. ej. en la corteza cerebral y del cerebelo),
columnas (p. ej. las neuronas motoras de la médula espinal) o masas (nucleos)
(p. €j. los nacleos de los nervios craneales en el tronco del encéfalo) (Briar y

Lasserson, 2004).

Las células del cerebro generan la mayoria de la energia en forma de
ATP a través de la fosforilacién oxidativa acoplada a la cadena transportadora
de electrones. Las neuronas son particularmente vulnerables a la disfuncion
mitocondrial debido a su dependencia en su alta tasa metabdlica y compleja

morfologia (Bernard y col., 2007).

1.5 Mitocondria

Las mitocondrias son organulos citoplasmaticas de aspecto filiforme,
poseen un didmetro comprendido entre 0.5 y 1 um, con funciones que van
desde el abastecimiento energético en forma de ATP a la célula hasta la
regulacion citoplasmatica de los niveles de los segundos mensajeros, como el
i6n Ca*'y las especies reactivas de oxigeno. Su capacidad de asociacion a los
microtubulos las convierte en organulos moviles y plasticos, capaces de
desplazarse por el citoplasma y adquirir la morfologia y localizacion celular mas
adecuada, para que el aporte energético sea lo mas eficiente posible (Bereiter,
1990). En las células caracterizadas por un alto grado de metabolismo

aerdbico, el numero de mitocondrias puede ser muy elevado (Bohinski, 1991).

Lorena Martinez Alcantar




QB | 13

Funcién de las proteinas Rho y Rac en mitocondrias de cerebro de rata

Las mitocondrias presentan dos compartimentos bien definidos, la matriz
y el espacio intermembranal, delimitados por dos membranas, la interna y la
externa, con caracteristicas estructurales y funcionales muy diferentes. En la
matriz se localizan varias copias del genoma circular mitocondrial, los
ribosomas y numerosos complejos enzimaticos necesarios tanto para las
funciones energéticas como para la expresion y la replicacion de genes (Gray y
col., 1999). En el espacio intermembranal se localizan las enzimas que median
el transito de sustancias entre la matriz mitocondrial y el citosol, y alguno de
estos complejos presenta actividad de cinasa. La membrana interna se
caracteriza morfolégicamente por presentar unas invaginaciones denominadas
“crestas” con multiples complejos multienzimaticos, tales como los
componentes de la cadena transportadora de electrones (CTE) y la ATP
sintasa, asi como componentes que regulan el paso de metabolitos. La
membrana mitocondrial interna resulta especialmente impermeable a los iones,
debido a su alto contenido en el fosfolipido cardiolipina, caracteristica esencial
que le permite soportar un gradiente electroquimico necesario para el
desempefio de la funcion energética. Por el contrario, la membrana externa
carece de crestas mitocondriales y, en condiciones fisioldgicas, es permeable
al paso de iones y metabolitos con pesos moleculares inferiores a 6000 Da

(DePierre y Ernster, 1977).

En las neuronas, las mitocondrias son necesarias en las sinapsis para
mantener los niveles de ATP locales. Especificamente, las mitocondrias son de

gran importancia para el desarrollo sinaptico y plasticidad, ya que cambios en
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la distribucion y/o funcion de las mitocondrias pueden ocasionar la disfuncién o
pérdida sinaptica (Verstreken y col., 2005). Las mitocondrias se localizan
dentro de los axones, dendritas y terminales sinapticas para proporcionar el
ATP, el poder oxidante (NAD") y el amortiguamiento de Ca** de estos

compartimentos (Parihar y Brewer, 2007).

1.6 Transduccion de sefiales a través de proteinas G

Las proteinas G unen nucleétidos de guanina, GDP en su estado
inactivo y GTP en su estado activo. Son una clase especifica de proteinas
reguladoras unidas a la membrana que se activan cuando un receptor se unen

a un ligando especifico (Pocock y Richards, 2001).

Todas las células tienen la capacidad de responder apropiada y
mesuradamente a cambios en el medio ambiente y otros estimulos externos.
Las sefales del medio extracelular son captadas por receptores de la superficie
de las membranas plasmaticas y transmitidas a través de transductores hacia
los amplificadores, los cuales sintetizan moléculas de segundos mensajeros
que alcanzan sus blancos a través de numerosos pasos adicionales. Los
transductores son proteinas que unen nucleotidos de guanina o proteinas G,
los cuales regulan la apertura o cierre de las cascadas de sefializacion (Kaziro
y col., 1991). Existen dos clases de proteinas G dependiendo del peso vy
estructuracion molecular: las proteinas G heterotriméricas y las proteinas G

monomeéricas.
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1.7 Proteinas G heterotriméricas

Las proteinas G heterotriméricas constan de tres subunidades a, By v,
cada una con una composicion diferente de aminoacidos (Pocock y Richards,
2001). Funcionan como transductores de los receptores de las membranas
celulares (Yamamoto y col., 1989). Se han identificado 20 subunidades a, 6
subunidades B y 12 subunidades vy, con pesos moleculares de 39 a 46 kDa, 35
a 39 kDa y 8 kDa respectivamente. Intervienen en la regulacion de la
percepcion de estimulos olfatorios o visuales, hormonas o0 neurotransmisores,
sefales quimiotacticas y en el crecimiento celular, entre otros (Knust, 2001). Su
actividad es normalmente regulada por receptores de la membrana plasmatica
que caracteristicamente tienen 7 regiones transmembranales. En el estado
inactivo, la subunidad G tiene unido GDP y las 3 subunidades estan unidas.
La union de ligandos al receptor genera el intercambio de GDP por GTP en la
subunidad Gq, ocasionando su disociacion de las subunidades Gg,. Las
subunidades G, y/o Gg, pueden entonces interactuar con sus moléculas

efectoras (Serrano, 1998).

1.8 Proteinas G monoméricas

Las proteinas G monomeéricas o pequefias GTPasas son proteinas de
masas moleculares de 20 a 40 kDa, que constan de una sola cadena

polipeptidica, incluidas en la superfamilia Ras (Takai y col., 2001).
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La superfamilia Ras comprende mas de 150 miembros en humanos, con
ortélogos evolutivamente conservados en Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe, y
algunas especies de plantas (Colicelli, 2004). Esta superfamilia, se divide en
cinco familias: Ras, Rho, Rab, Ran y Arf, en base a su secuencia y similitudes
funcionales. Las proteinas G monoméricas comparten un mismo mecanismo
bioquimico y actidan como interruptores moleculares binarios (Vetter y
Wittinghofer, 2001) de forma similar a la subunidad a de las proteinas G

heterotriméricas.

1.9 GTPasas Rho.

Las proteinas Rho son GTPasas de bajo peso molecular reguladores
clave del citoesqueleto de actina, en las células eucariontes (Goveck y col.,
2005). Los miembros de esta familia se incluyen en diferentes subfamilias,
entre las que se incluyen: Rho (RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoT), Rac (Racl,
Rac2, Rac3), Cdc42, TC10, TCL, Wrchl, Chp/Wrch2, RhoG, RhoH/TTF y Rnd
(Rnd1, Rnd2, Rnd3/RhoE) (Goveck y col., 2005; Jaffe y Hall, 2005; Chardin,

2006).

Las proteinas Rho funcionan como interruptores moleculares, utilizando
una estrategia bioquimica simple para regular procesos celulares complejos ya
que ciclan entre dos estados conformacionales: uno activo (unido a GTP) y uno
inactivo (unido a GDP). El intercambio entre el GTP y el GDP y viceversa, esta

regulado por proteinas accesorias, tales como los factores intercambiadores de
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nucleodtidos de guanina (GEFs), proteinas activadoras de la actividad de
GTPasa (GAPs) e inhibidores de la disociacion de nucledtidos de guanina

(GDIs) (Jantsch-Plunger y col., 2000).

Las GTPasas Rho regulan muchas rutas de transduccion de sefales,
principalmente aquellas relacionadas con la organizacion del citoesqueleto de
actina. Participan ademas, en la regulacion de la polaridad celular, en la
transcripcion de genes, en la fase G1 del ciclo celular, en la dinamica de los
microtUbulos, rutas de transporte vesicular y en diversas actividades
enzimaticas, entre las que se incluyen las de la NADPH oxidasa y la glucano
sintasa. La lista aparentemente interminable es confusa, pero es consistente

con la gran cantidad de proteinas blanco encontradas (Etienne y Hall 2002).

2 Antecedentes

2.1 Funcion y localizacion de las proteinas Rho en el cerebro.

Durante el desarrollo embrionario, las neuronas del SNC se polarizan
para formar generalmente un solo axén y mdultiples dendritas. En ambas
estructuras su morfologia es determinada por su citoesqueleto, en el cual las
proteinas Rho juegan un papel crucial al integrar las sefales del medio
ambiente que regulan el citoesqueleto tanto de axones como de dendritas
(Van Aelst y Cline, 2004). Ademas, las proteinas Rho desempefian un papel
importante en el crecimiento de las neuritas en la direccion del axon y en la

elaboracion de las dendritas (Li y col., 2000).
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Aun cuando las funciones de las GTPasas Rho estan bien
documentadas en el cerebro mediante estudios in vitro, s6lo pocos estudios

han investigado su distribucion celular in vivo (Richard y col., 2008).

En un estudio previo se reporté que los RNAm que codifican para las proteinas
RhoA, RhoB, Racl y Cdc42 estan presentes en las neuronas del cerebro de
ratas adultas. Se observd que las neuronas contienen los respectivos RNAmM
en la neocorteza, asi como en el hipocampo, tallo cerebral, tAlamo y cerebelo

(Olenik y col., 1997).

O’Kane y col. (2003) mediante inmunohistoquimica determinaron la
presencia de miembros de la familia de proteinas Rho, encontrando que las
proteinas RhoA y RhoB estan presentes en el area CAl especificamente a
nivel del stratum oriens y stratium radiatum. En contraste, RhoG fue mayor en
el stratium piramidale de la region CALl. La inmunorreactividad de Racl y
Cdc42 fue mayor en el stratium oriens de la region CA1 y CA3. Como en el
hipocampo, a nivel de cerebelo también hubo una distribucién diferencial de las
GTPasas Rho. RhoA, Cdc42 y Racl mostraron una distribucion similar, con
mayor expresionen las células de Purkinje y en la capa molecular. En
contraste, RhoB y RhoG se identificaron en la capa granular y células de
Purkinje con una expresion relativamente baja en la capa molecular. Estos
resultados, aunque limitados, proporcionaron indicios de que las proteinas Rho

tienen una expresion diferencial en el cerebro de rata.
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Figura 4. Estructura del hipocampo de cerebro de rata. SO =stratum oriens, SP=stratum

piramidale, SR= stratum radiatum. Las capas CAl y CA3 también son mostradas.

2.2 Las proteinas Rho y la mitocondria

Existen varias evidencias que indican la presencia de las proteinas Rho
a nivel mitocondrial. Por inmunocitoquimica se determiné la presencia de RhoB
en las mitocondrias de espermatozoides de erizo de mar (Castellano y col.,
1997), y mediante ensayos de Western blot, Boivin y Beliveau (2001)
localizaron a la proteina Racl de forma predominante en las mitocondrias de
las células de la corteza de rifion de rata, mientras que Phillips y Thomson
(2001) determinaron la presencia de Ran en la fraccion mitocondrial de
placenta humana. Por otro lado, la proteina Racl fue localizada en las
mitocondrias de células B del pancreas de rata (Kowluru y col., 2003). Ademas,
Fransson y col. (2003) al realizar un analisis inmunocitoquimico determinaron la
presencia de las proteinas Miro-1 y Miro-2, una nueva familia de proteinas Rho

con caracteristicas atipicas como, en las mitocondrias de fibroblastos.

Es probable que las proteinas Rho participen en la regulacion de la

homeostasis mitocondrial a través de Bcl-2, familia de proteinas que regulan
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procesos de permeabilizacion mitocondrial y constituyen un punto clave en la
via intrinseca de apoptosis celular (Fiorentini y col., 1998). En hipocampo de
murino la apoptosis se asocia con un aumento rapido de RhoB (Trapp y col.,

2001).

2.3 Relacion entre las proteinas Rho y los niveles de ATP

Diversos trabajos han mostrado que existe una relacion entre las
proteinas Rho y el ATP, tal es el caso de Ledoux y col. (2002) quienes
demuestran que las células del musculo liso de la arteria pulmonar de rata
expuestas a hipoxia, aumentan significativamente la actividad de la Rho cinasa
(ROCK), la cual es una molécula efectora de Rho (Wang y col., 2001), aunado
con la reduccién del ATP durante la isquemia que ocasiona la inactivacion de
las proteinas Rho. Se ha demostrado también que la sobreexpresién de la
proteina RhoA regula el mecanismo de liberacion del ATP en las células
renales bajo condiciones de hipoxia (Turcotte y col., 2003). Los experimentos
realizados por Blum y col. (2008) determinaron que la familia de GTPasas Rho
modulan la liberacién del ATP dependiente del Ca®* en astrocitos. Ademas, se
demostré que las rutas de sefalizacion de PI3K y Rho/ROCK estan
involucradas en la liberacion de ATP inducida por hipoxia en las células
endoteliales de arterias pulmonares (Woodward y col., 2009). Finalmente, los
resultados obtenidos por Tanaka y col. (2010) mostraron que al incubar las
miofibrillas del musculo de rata con la exoenzima C3 (inhibidor especifico de

las proteinas Rho) disminuye los niveles de ATP.
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3.- Justificacion

Debido a la poca informacién que existe sobre la distribucion de las
proteinas Rho y Rac en el cerebro de rata y a la ausencia de antecedentes de
la presencia, localizacion y funcion de estas proteinas a nivel mitocondrial, es
importante investigar la distribucion de las proteinas Rho a nivel cerebral y

mitocondrial, asi como su posible relacion con la sintesis de ATP.

4.- Hipotesis
Las proteinas G Rho y Rac estan presentes en las diferentes regiones
del cerebro, asi como en las mitocondrias de cerebro de rata e influyen en la

sintesis de ATP.
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5.-Objetivo general
Investigar la distribucion de las proteinas Rho y Rac a nivel cerebral, su
presencia en las mitocondrias de cerebro de rata y su relacion con la sintesis

de ATP.

6-.0Objetivos especificos
1.- Determinar la localizacién de las proteinas Rho y Rac en las diferentes

regiones del cerebro de rata.

2.- Investigar la presencia y localizacion de las proteinas Rho y Rac en las

mitocondrias del cerebro de rata.

3.- Determinar la influencia de las proteinas Rho y Rac sobre la sintesis de

ATP.
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7.-Materiales y Métodos
7.1 Material biolégico

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar en edad adulta (3 meses)

con un peso de 300-350 gramos.

7.2 Andlisis Inmunohistoquimico.

7.2.1 Obtencién de la muestra.

Ratas de la cepa Wistar fueron anestesiadas con pentobarbital sodico
(Pfizer, 1 mg/Kg de peso) y perfundidas transcardialmente con buffer de
fosfatos (PBS) 0.1 M (Na,HPO4 0.2 M, NaH,PO,0.2 M, NaCl 1.5 M), pH 7.4
seguida de paraformaldehido (4% en PBS 0.1 M). El cerebro de cada animal
fue extraido y postfijado en la misma solucién durante 24 h. Posteriormente
fueron mantenidos en sacarosa (30% en PBS) durante 72 h y después de
congelado se hicieron cortes parasagitales cada 30 ym usando un criostato
marca Zeiss serie HYRAX C25. Los cortes fueron colectados serialmente en
cajas de cultivo de 12 pozos, de tal manera que cada pozo contenia 6 cortes;
cada corte es representativo de la estructura del cerebro cada 360 pum.
Finalmente, los cortes fueron almacenados en una solucién crioprotectora (25%

glicerol, 25% etilenglicol, 50% PBS) a -20°C hasta su uso.

7.2.2 Tincién con violeta de cresilo.

Antes de comenzar con el procedimiento inmunohistoquimico, todos los

cortes pertenecientes a un pozo de la caja de cultivo fueron tefiidos con violeta
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de cresilo (0.1% violeta de cresilo, 600 pl acido acético glacial, 100 ml de agua
desionizada) durante 10 min y posteriormente lavados, deshidratados en series
de etanol (95, 75, 50, 40%) y aclarados en xileno (5 min) antes de ser
montados en “cytoseal 60” para su posterior observacion en microscopio optico
en campo claro. En los cortes ya tefiidos se identificaron las diferentes

estructuras con la ayuda del atlas de Paxinos (2007).

7.2.3 Inmunohistoquimica.

Todos los cortes de un pozo (6 cortes, cada uno a 360 um de distancia
del siguiente) fueron lavados (3 veces) con 400 pl de PBS, permeabilizados
con PBT (Tritdbn X-100 al 0.3% en PBS) e incubados en H,0, al 3% en PBS,
durante 10 min. Posteriormente, las muestras fueron lavadas con PBT e
incubadas en buffer de citratos como desenmascarador de antigenos por 90
min a 60°C. A continuacion se incubé con la misma solucion 15 min a
temperatura ambiente. Después de este periodo, los cortes fueron lavados
nuevamente con PBS e incubados en suero de bloqueo (5% suero de caballo
en PBT) durante 60 min, después de lo cual fueron incubados con el anticuerpo
primario (RhoA 1:100, RhoB 1:150, Racl 1:1000) diluido en suero de bloqueo,

durante 16 h a4 °C.

Al dia siguiente los cortes fueron incubados con el correspondiente
anticuerpo secundario acoplado a biotina durante 2 h a temperatura ambiente.
Después fueron lavados con PBT e incubados en el complejo amplificador de

avidina-biotina (VECTASTAIN Elite ABC Kit) durante 90 min. Nuevamente
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fueron lavados con PBT y revelados con DAB (3,3-diaminobenzidina
tetraclorhidrato) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Finalmente las
muestras fueron lavadas con PBS, deshidratadas en series de etanol (95, 75,

50, 40%) y aclaradas con xileno.

7.3 Aislamiento de las mitocondrias de cerebro de rata.

Las mitocondrias de cerebro fueron aisladas mediante centrifugacion
diferencial de acuerdo al método descrito por Sims (1990). Se sacrificaron las
ratas por decapitacion y el cerebro fue extraido en un lapso no mayor a un
minuto. En el momento de la escisién, el cerebelo fue removido. El tejido fue
cortado, lavado y homogenizado en medio de aislamiento (sacarosa 70 mM,
manitol 210 mM, acido etilenglicol tetraacético (EGTA) 1mM, albamina 0.5%,
acido 3-(N-morfolino) propano sulfénico (MOPS) 1mM, pH=7.4) usando un
homogenizador manual. EI homogenizado fue centrifugado a 400 xg por 10
min. El sobrenadante fue decantado y centrifugado a 8,398 xg por 10 min. El
sobrenadante fue desechado y la pastilla se resuspendié en Percoll al 15%.
Posteriormente se depositd sobre la superficie de un gradiente previamente
preparado con Percoll al 40% y 23% y se centrifugd a 32,600 xg por 15 min. Se
obtuvieron 3 bandas y la fraccién tres se extrajo y se diluy6é 1:4 con medio de
aislamiento. Se centrifugd a 16,135 xg por 10 min. El sobrenadante se desecho
y el residuo se resuspendié suavemente con medio de aislamiento. Se

adicionaron 500 ul de albumina de suero bovina (10 mg/ml) y 3 ml de medio de
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aislamiento. Finalmente, se centrifugd a 6350 xg durante 10 min. Las

mitocondrias se resuspendieron finalmente con 1 ml de medio de aislamiento.

7.4 Subfraccionamiento mitocondrial.

El subfraccionamiento mitocondrial se llevé a cabo de acuerdo al
protocolo descrito por Holger y col. (2007). La pastilla mitocondrial (5-10 mg)
fue resuspendida en medio de lavado (Manitol 300 mM, TES-KOH 10 mM, pH
7.2), adicionando KCI 2M a una concentracion final de KCI 200 mM, y
posteriormente, se centrifugd a 20 000 xg por 15 min a 4°C. El sobrenadante
fue removido y descartado. La pastilla se resuspendié en buffer de baja
osmolaridad (sacarosa 50 mM, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 2 mM,
MOPS 10 mM, pH 6.5) y se mantuvo en agitacion constante por 15 minutos.
Posteriormente, se adiciond 1 ml de sacarosa 2 M y se centrifugd a 20,000 xg
por 15 min a 4 °C. Se recupero el sobrenadante, el cual contiene las vesiculas
de la membrana externa mitocondrial y algunas proteinas del espacio
intermembranal. La pastilla (mitoplastos) se resuspendiéo en 2 ml de KCI 250
mM y se centrifugo a 15,587 rpm 20,000 xg por 15 min a 4°C. El sobrenadante
obtenido se descarté y la pastilla (mitoplastos) se resuspendid en agua
bidestilada. Posteriormente, los mitoplastos se homogenizaron con un
homogenizador Dounce por 5 min para ayudar a romper los mitoplastos. El
homogenado fue centrifugado a 20,000 xg por 15 min a 4 °C y se retiro el
sobrenadante, el cual contenia la matriz mitocondrial, mientras que la pastilla

correspondio a la membrana interna mitocondrial.
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7.5 Determinacién de la concentracion de proteinas.

La concentracion de proteinas se determind en las muestras del
homogenado total y de la fraccion mitocondrial de cerebro de rata de acuerdo
al método de Lowry y col. (1951). Se agregaron 10 ul de muestra a 190 pl de
agua desionizada y después se adicioné 1ml de solucién C, la cual consta de la
solucion A (Na,CO3 al 2%, NaOH al 0.4% y Na,C4H,Os (tartrato de sodio) al
0.21%) y la solucion B (CuSO, al 0.5%); se agitd dejando reposar por 10 min.
Finalmente, se le afladié 0.1 ml de solucion de Folin (1:1), se dejo reposar por
30 minutos, y se leyd la muestra a una absorbencia de 660 nm en un
espectrofotometro Perkin EImer Lambda 18, usando un blanco para calibrar el
aparato. A partir de los datos obtenidos de las lecturas se determiné la
concentracion de proteina de la muestra empleando una curva de calibracion

con albumina de suero bovina (12.5, 25, 50, 75y 100 pg).

7.6 Inmunodeteccion de las proteinas Rho.

La inmunodeteccién se realiz6 de acuerdo al protocolo de Laemmli
(1970) y Tobwin y col. (1979). Se tomaron 30 ug de proteina del homogenado
total y de la fraccibn mitocondrial de cerebro de rata y se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE al 13%) a 100 v durante 2 h. Posteriormente, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de PVDF (polivinildieno dicloruro) a 100 v por 1 h.
Después, las membranas se lavaron 3 veces con TBS-tween por 5 min. Las

membranas ya lavadas se incubaron con los anticuerpos primarios anti-
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tubulina, anti-actina, anti-calnexina, anti-citocromo c, anti-citocromo ¢ oxidasa,
anti-SOD2, anti-MAOQO, anti-RhoA, anti-RhoB, anti-RhoG (Santa Cruz) y anti-
Racl (Millipore) y anti-LAMP2 a una dilucion de 1:2000 en 10 ml de TBS-
tween leche al 5% por 24 h a 4 °C. Posteriormente, las membranas se lavaron
con TBS-tween y fueron incubadas con su correspondiente anticuerpo
secundario 1gG acoplado a peroxidasa a una dilucién de 1:3,000 por 2 h a
temperatura ambiente. Después, las membranas se lavaron 3 veces con TBS-
tween por 5 minutos Finalmente, el revelado se realiz6 incubando la
membrana, utilizando el sustrato fluorescente Iluminol (Santa Cruz
Biotechnology), siguiendo las recomendaciones del fabricante. En un casete de
radiografia, se sobrepuso la membrana de PVDF. Posteriormente, se expuso a
una placa fotografica para captar la luz emitida por la reaccién y el tiempo de
exposicion dependié de la intensidad de la banda, posteriormente la placa

fotogréafica se revelo para su andlisis.

7.7 Determinacion del consumo de oxigeno.

El consumo de oxigeno se midid polarograficamente empleando un
electrodo tipo Clark que se encuentra conectado a un graficador. La camara del
electrodo se lavo una vez con etanol al 70%, seguido de tres lavados con agua
desionizada. Las mitocondrias (3 mg/ml) fueron adicionadas a la camara, la
cual previamente contenia el medio de respiracion (KCI 100 mM, manitol 75
mM, sacarosa 25 mM, EDTA 0.05 mM, pH 7.4). La camara se dejo equilibrar en

agitacion constante para permitir la saturacion de aire del medio de respiracion.
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De esta forma la respiracion se mide en ausencia de sustratos exdgenos.
Posteriormente, el estado 4 es medido por la adicién de glutamato (10 mM) y
malato (2 mM). Una vez transcurridos 3 min, se adicion6 ADP (0.2 mM) para
estimular al maximo la respiracion (estado de respiracion 3). A partir de los
valores obtenidos en los estados de respiracion 4 y 3 se calculo el cociente
respiratorio (CR), el cual representa la cantidad de oxigeno que respiran las
Mitocondrias en una determinada velocidad.

El CR fue determinado mediante la siguiente relacion:

CR= consumo de oxigeno en el estado 3

consumo de oxigeno en el estado 4

7.8 Determinacién de los niveles de ATP

La determinacion de los niveles de ATP se realiz0 indirectamente mediante un
sistema enzimatico acoplado que consiste en cuantificar la reduccion del
NADP* espectrofotométricamente a una A de 340 nm (Cairns y col., 1998). En

las reacciones siguientes se muestra el fundamento de la técnica:

D-glucosa + ATP __HK__J D-glucosa 6-P + ADP

. G6PDH
D-glucosa 6P + NADP  —> D-gluconato 6-P+ NADPH + H

Donde:

HK= hexocinasa

G6PDH= Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
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Las mitocondrias se incubaron en medio de aislamiento adicionado con
MgCl,.6H,0 0.664 mM, glucosa 50 mM, G6P-DH 0.476 U/ml, hexocinasa 1.8
U/ml, AMP 1.2 mM. Transcurridos 3 min se les agregé el NADP* (0.336 mM).
Posteriormente, se dejo transcurrir la cinética 2 min. Después se adicioné el
ADP (0.4 mM) para estimular la sintesis de ATP. La produccion de ATP en la
mitocondrias aisladas fue medida en ausencia y en presencia de los inhibidores
especificos para las proteinas Rho (exoenzima C3 de Clostridium botulinum) y
Racl (compuesto NSC23766). Las mitocondrias fueron incubadas previamente
(1h a 4°C) con la exoenzima C3 utilizando las concentraciones de 0.05, 0.10,
0.25, 0.5 ng/ul de C3 de acuerdo a lo reportado por Meyer y col. (2007). Para el
caso del compuesto NSC23766 las concentraciones de 4.70, 5.88, 11.77 y 23.5

mM se eligieron en base a lo reportado por Gao y colaboradores (2003).
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8.- Resultados.

8.1 Identificacién de las diferentes zonas del cerebro de rata.

Con el objetivo de identificar cada una de las estructuras del cerebro
segun sus caracteristicas morfolégicas se utilizé la tincion con violeta de
cresilo, la cual proporciona un panorama general de la distribucién, tamafio,
grado de compactacién y morfologia de las neuronas. El violeta de cresilo (fig.
3) es un colorante basico que se une a los grupos fosfato presentes en el ADN
y ARN. La identificacién de las estructuras se realiz6 con ayuda del atlas de
Paxinos (2007) el cual es un atlas esterotdxico que proporciona ejes de
coordenadas para que las estructuras puedan ser identificadas con precision.
La figura 4 muestra los cortes parasagitales representativos de cada 360 um,
donde se pueden observar zonas de color azul que corresponden a las
agrupaciones de los somas de las neuronas cuyos patrones de distribucién
permiten identificar estructuras como: el hipocampo (H), la corteza (CX), el
talamo (Ta), el hipotdlamo (Ht), el tronco encefalico (TE), el cerebelo (CE) y el
bulbo olfatorio (BO). En los cortes se pudo apreciar como las estructuras
cambian de forma y tamafio: como ejemplo podemos mencionar el hipocampo,
estructura que en los cortes mas mediales (5A, 5B y 5C) se observa de tamafio
pequefio, mientras que en los cortes mas laterales (5D y 5E) se aprecia esta
estructura con un mayor tamafo, hasta que se observa una estructura
especular (5F). En estos cortes también se puede apreciar como algunas
estructuras van adquiriendo una morfologia caracteristica que las distingue, por

ejemplo, el cuerpo estriado
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Figura 5. Identificacion de las principales estructuras del cerebro de rata. Cortes
parasagitales de 30 um de espesor obtenidos cada 360 um, tefiidos con violeta de cresilo. (CX
corteza cerebral, CR cuerpo estriado, H hipocampo, Ta Talamo, Ht hipotalamo, TE tronco
encefalico y CE cerebelo), n=3.
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(5C, 5D, 5E y 5F). Ademas es posible observar estructuras como el tronco
encefalico y el bulbo olfatorio, las cuales estan presentes en los cortes
mediales (5A, 5B y 5C) hasta que en los cortes mas laterales desaparecen
totalmente (5F). Por su parte la corteza cerebral es una estructura que se pudo
apreciar en todos los cortes (fig 5), mientras que las estructuras
correspondientes al diencéfalo (tAlamo e hipotalamo) muestran una estructura y
tamafo similar (5A, 5B, 5C y 5D). En conjunto, esta informacion proporciond la
base para ubicar correctamente y de una forma precisa las diferentes
estructuras de las regiones del cerebro.

8.2 Distribucidn de las proteinas Racl, RhoA y RhoB en el hipocampo y
cerebelo de rata.

Las estructuras mas estudiadas a nivel del encéfalo son el hipocampo y
el cerebelo, en las cuales ya se ha reportado la presencia de las proteinas Rho
por O’Kane y col. (2003), por lo que se retom6 su trabajo con el objetivo de
verificar los patrones de distribucion de estas proteinas mediante

inmunohistoquimica.

La tincion especifica de las proteinas RhoA, RhoB y Racl en hipocampo
se muestra en la figura 6, mientras que en la figura 7 se observa la distribucion
de estas proteinas en el cerebelo de rata, encontrando que la expresion de las
tres proteinas es diferencial en ambas estructuras. En el hipocampo, RhoA,
RhoB y Racl se ubicaron en el giro dentado asi como en las tres capas de
células que forman parte de esta estructura (CALl, CA2 y CA3) (Fig. 6A, 6B y

6C). En el caso de la proteina RhoA se observa una tincién difusa a nivel de
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somas neuronales (6A"), mientras que RhoB, presenté una marca de forma
punteada en los somas de las neuronas presentes en esta estructura (6B"); la
proteina Racl mostré una tincion especifica intensa en todas las células

neuronales que forman parte del hipocampo (6C).

A nivel de cerebelo, la proteina RhoA presenté una marca intensa en la
capa correspondiente a las células de Purkinje (7A). Al hacer un acercamiento,
se puede ver claramente que la marca corresponde al cuerpo celular de estas
células (7A"). La proteina RhoB, de igual forma que en el caso de RhoA, la
marca se presentod en la capa de las células de Purkinje (7B), pero al igual que
en el hipocampo la marca fue de forma punteada (7B"). En el caso de la
proteina Racl se observo su presencia en las tres capas pertenecientes a la
corteza cerebelar (molecular, de células de Purkinje y granular) (7C). La marca
de esta proteina fue intensa, ubicAndose a nivel de somas neuronales (7C").
Los resultados mostrados anteriormente concuerdan con lo reportado por
O’Kane y col. (2003), lo cual valida que la técnica de inmunohistoquimica

utilizada es adecuada.

Lorena Martinez Alcantar




IIQB

Funcion de las proteinas Rho y Rac en mitocondrias de cerebro de rata

Figura 6. Distribuciéon de las proteinas RhoA, RhoB y Racl en el hipocampo de rata. La
tincién especifica de RhoA (A), RhoB (B) y Racl (C) se observa en todo el hipocampo. A", B" y
C” son acercamientos empleando el objetivo de 40X en el area correspondiente al giro dentado
(GD) donde se aprecian la diferencias en el patron de expresion de estas proteinas, n=3.
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Figura 7. Distribucién de RhoA, RhoB y Racl en el cerebelo de rata. Tincién especifica de
la proteina RhoA (A), RhoB (B) y Racl en el cerebelo de rata adulta. A, B'y C" muestran
imagenes con mayor aumento (40X), donde se pueden apreciar las grandes diferencias en la
expresién de estas Rho GTPasas (p.c células de Purkinje, c.m capa molecular, c.g, capa
granular, n=3).
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8.3 Distribucion de la proteina RhoA en el cerebro de rata

La proteina RhoA esta presente en el telencéfalo y a diferencia de la
proteina Racl, RhoA se localiza a nivel de somas y dendritas. En la figura 8 se
puede observar la presencia de la proteina RhoA en la corteza parietal (A),
corteza frontal (B), cuerpo estriado (C), corteza occipital (D) y corteza piriforme
(E). Como se puede apreciar, la tincién a nivel de los somas se aprecia de
forma difusa, mientras que en el caso de las dendritas la marca se observa de
forma punteada. Este patron de tincibn sugiere que la marca esta

compartamentalizada en algun organulo o vesicula.

En el caso del tAlamo (fig. 8F), estructura localizada en la regién del
diencéfalo, se encontraron de nueva cuenta dendritas y somas marcados de

forma punteada, mismo patrén que el descrito para las areas del telencéfalo.

A nivel del hipotalamo, se encontré un grupo de células correspondiente
a la region perifornical que mostraron una tincibn méas intensa (fig. 8G);
ademas, en una region continua denominada regién tuberal (fig. 8H), se
observdé también la tincibn de una gran cantidad de dendritas que se

encuentran atravesando todo el hipotalamo.

En el mesencéfalo, el coliculo superior (fig. 9A) mostrd sélo la presencia
de RhoA en dendritas. Un grupo de células pertenecientes a la formacion
reticular mesencefélica presentaron una marca muy intensa en el cuerpo
celular de la neurona, sugiriendo que esta intensidad en la marca corresponde

a un mayor nivel de expresion de la proteina RhoA en estas células (fig. 9B).
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Figura 8. Distribucion de la proteina RhoA en cerebro de rata. Cortes parasagitales de 30
pm de espesor se analizaron por medio de inmunohistoquimica. El anticuerpo especifico para
la proteina RhoA (1:100) fue utilizado. Se muestra la corteza parietal (A,A"), corteza frontal
(B,B"), cuerpo estriado (C,C"), corteza occipital (D,D"), corteza piriformel (E, E"), tadlamo (F, F’),
regién perifornical del hipotadlamo (G, G), region tuberal (H,H"). Las imagenes fueron tomadas
con el objetivo de 10 X (A-H) y 100 X (A"-H"). Las barras representan 200 pum (A-H) y 20 um
(A"-H"), n=3.
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Figura 9 Distribucion de la proteina RhoA en cerebro de rata. Cortes parasagitales de 30
pm de espesor se analizaron por inmunohistoquimica empleando el anticuerpo especifico para
la proteina RhoA (1:100). Se muestra la coliculo superior (A,A), formacion reticular
mesencefalica (B,B"), nacleo facial (C,C"), nlcelo pontino (D,D’), nldcleo medial vestibular (E,
E"), nlcelo paragigantocelular (F, F’), ndcelo paraolivari (G, G"), bulbo olfatorio(H,H"). Las
imagenes fueron tomadas con el objetivo de 10 X (A-H) y 100 X (A’-H"). Las barras
representan 200 pm (A-H) y 20 um (A™-H"), n=3.

Respecto a la localizacion de la proteina RhoA en el romboencéfalo y en
el bulbo olfatorio, se encontr6 que 4 nucleos pertenecientes al tronco
encefalico, tales como el nucleo facial (fig. 9C), nicleo medial vestibular (fig.
9E), nucleo paragigantocelular (fig. 9F) y el nucleo superior paraolivari (fig. 9G),
presentaron células de gran tamafio marcados de forma muy intensa a nivel de

su cuerpo celular se observo que la marca es claramente a nivel de soma. Al
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observar con el objetivo de 100x se aprecia como el ndcleo de las células de la
region del ndcleo paraolivari y el nacleo facial no son tefidos, indicando
claramente que la marca es a nivel de citoplasma. También se pudo observar
como el patron de marcaje de los somas y las dendritas se mantiene en el
nacleo paraolivari (fig. 9G). En el caso del nucleo pontino (fig. 9D), estructura
perteneciente al tronco enceféalico, se observd que las dendritas presentan un
consistente patron punteado. En el caso del bulbo olfatorio (fig. 9H), RhoA se
localiz6 en los somas, los cuales se marcan de forma difusa, mientras que las

dendritas son marcadas de forma punteada.

Con estos resultados podemos concluir que la proteina RhoA esta
presente en todas las regiones del cerebro (telencéfalo, diencéfalo,
mesencéfalo y romboencéfalo) a nivel de somas y dendritas, siendo la marca
difusa en el caso de los somas neuronales y punteada en las dendritas,
sugiriendo la posible localizacion de esta proteina en vesiculas u organulos
celulares. Nuacleos neuronales de estructuras como el hipotalamo, coliculo
inferior y tronco encefalico mostraron grupos de células con una mayor

expresion de esta proteina.

8.4 Distribucion de la proteina RhoB en el cerebro de rata

La expresion de la proteina RhoB se observd de forma mas restringida
en el cerebro de rata (fig. 10). El patrén de tincidn encontrado para la proteina
RhoB fue muy diferente al observado para la proteina RhoA. La marca de la

proteina RhoB se observa de forma punteada en la periferia de las células
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neuronales, sugiriendo que la marca de esta proteina podria coincidir con algun
organulo o vesicula (fig. 10). RhoB se localizé a nivel del telencéfalo en toda la
corteza cerebral (corteza parietal (fig. 10A), frontal (fig. 10B), occipital (fig. 10C)
y restroplenial (fig. 10E)). Cabe sefalar que, a diferencia de RhoA y Racl, la
marca de RhoB so6lo se observo en la capa V de la corteza cerebral, la cual
corresponde a la capa de células piramidales. En el caso del cuerpo estriado
(fig. 10D), RhoB fue localizada en la red de fibras que se encuentra rodeando

la materia blanca.

En el caso del romboencéfalo, RhoB se localizé sélo en tres ndcleos
neuronales pertenecientes al tronco encefalico (ndcleo medial vestibular (fig.
10F), ndcleo lateral paragigantoceluar (fig. 10G) y nucleo pontino (fig. 10H),
mostrando un patron de tincion igual al observado en las células de la corteza,
aunque en algunas células la marca se observé polarizada hacia un extremo
de la célula (fig. 10G). Con lo descrito anteriormente se concluye que la
proteina RhoB solo se localiz6 en el telencéfalo y en los nicleos del tronco

encefalico.

El patron de expresion de la proteina RhoB sugiere que se localiza a
nivel de membrana plasmatica aunque la marca punteada que presentan las
células neuronales hace suponer que su localizacién pudiera ser también a

nivel de vesiculas y/o organulos celulares.
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Figura 10. Distribucién de la proteina RhoB en cerebro de rata. Cortes parasagitales de 30
pm de espesor se analizaron por medio de inmunohistoquimica empleando el anticuerpo
especifico para la proteina RhoB (1:100). Se muestra la corteza parietal (A,A"), corteza
occipital (B,B"), corteza frontal (C,C"), cuerpo estriado (D,D"), corteza retrosplenial (E, E"),
nacleo medial vestibular (F, F’), nicleo lateral paragigantoceluar (G, G”), nicelo pontino (H,H").
Las imagenes fueron tomadas con el objetivo de 10 X (A-H) y 100 X (A"-H"). Las barras
representan 200 pm (A-H) y 20 um (A™-H"), n=3.

8.5 Distribucidon de la proteina Racl en el cerebro de rata

La proteina Racl se localiz6 en las 6 capas pertenecientes a la corteza
cerebral (I. capa molecular, Il. capa granular externa, lll. capa piramidal externa
IV. capa granular interna, V. capa piramidal interna y VI. capa multiforme).
Racl mostr6 un patron de tincién intenso a nivel de cuerpos esféricos

correspondientes a los somas neuronales, presentes en el tejido.
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La tincion se observo intensa y homogénea, a través de todo el tejido
(fig. 11). La presencia de esta proteina fue localizada en las areas parietal (fig.
11A), occipital (fig. 11B), frontal (fig. 11C) y retrosplenial pertenecientes a la
corteza cerebral. El tdlamo (fig. 11D) e hipotdlamo (fig. 11E), estructuras
correspondientes al diencéfalo, mostraron patrones similares de tincién a los
anteriores en los somas marcados de la misma forma. A nivel de cerebro
medio, esta proteina fue localizada en los coliculos superior (fig. 11F) e inferior
(fig. 11G). Para la zona correspondiente al romboencéfalo, Racl, se encontrd
distribuida en el soma de todas las células que corresponden a los nucleos
neuronales presentes en el tallo encefalico. En el caso del bulbo olfatorio los
somas de las células mitrales que se encuentran rodeando los glomérulos
olfatorios, mostraron también el mismo patron que en las estructuras anteriores

(fig. 11H).

Con estos resultados podemos concluir que la proteina Racl se
distribuye de forma ubicua en el cerebro de la rata adulta, ya que se encuentra
presente en todas las regiones del telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo y
romboencéfalo, siendo una marca uniforme e intensa a nivel de todas las
células neuronales del cerebro. La marca de la proteina Racl estuvo presente

anicamente a nivel del cuerpo celular (soma) de las neuronas.
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Figura 11. Distribucién de la proteina Racl en el cerebro de rata. Se analizaron cortes
parasagitales de 30 pum de espesor por inmunohistoquimica empleando el anticuerpo
especifico para la proteina Racl (1:1000). Se muestra la tincién especifica en la corteza
parietal (A,A"), corteza occipital (B,B"), corteza frontal (C,C"), tdlamo (D,D"), hipotalamo (E, E),
coliculo superior (F,F"), coliculo inferior (G, G") y bulbo olfatorio (H, H"). Las imagenes fueron
tomadas con el objetivo de 10 X (A-H) y 100x (A"-H"). Las barras representan 200 um (A-H) y
20 pm (A™-H"), n=3.

8.6 Determinacién de la pureza de las mitocondrias de cerebro de rata.

Debido a que las proteinas Rho se localizan en la membrana plasmética
y en el citosol de las células, se consideré investigar el grado de pureza de las
mitocondrias aisladas, mediante la técnica de Western blot. Se utilizaron dos
marcadores mitocondriales: citocromo ¢ oxidasa y citocromo c, con esto se
verificd que las fracciones obtenidas correspondieran a las mitocondrias y que
el grado de enriguecimiento de éstas fuera el adecuado. Con el fin de

determinar la posible contaminacion de las mitocondrias con otros organulos se
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usaron como control los anticuerpos anti-LAMP2 (marcador especifico de
lisosomas) y anti-calnexina (marcador especifico de reticulo endoplasmico).
Adicionalmente, se analizé el grado de contaminacion debida a componentes
citosdlicos, utilizando dos marcadores especificos para proteinas constitutivas

del citosol, como son la actina y la tubulina.

Los resultados obtenidos de este ensayo se muestran en la figura 12, en
la cual se pueden observar bandas de 57 y 12 kDa correspondientes a las
proteinas citocromo ¢ oxidasa y al citocromo c; respectivamente, apreciandose
una mayor intensidad en la fraccion mitocondrial en comparacién con los
homogenados totales (12A y 12B). Estos datos indican que se obtuvieron
fracciones mitocondriales enriquecidas. Para el caso de la proteinas calnexina
y LAMP2, unicamente fueron detectadas en el homogenado total (12C y 12D),
indicando que las mitocondrias aisladas no presentan contaminacion
significativa por lisosomas y reticulo endoplasmico. En el homogenado total se
detecto la presencia de bandas correspondientes a actina (43 kDa) y tubulina
(56 kDa) (12E y 12F); dichas bandas no se detectaron en la fraccion
mitocondrial indicando que las mitocondrias obtenidas estan libres de
contaminantes citosolicos. En conjunto, estos resultados indican que las
fracciones mitocondriales obtenidas presentan un alto grado de

enriquecimiento y un alto grado de pureza.
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B) C)
¢ Citocromo
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Figura 12. Determinacion de la pureza de las mitocondrias aisladas. Se analizaron
cantidades iguales de proteina (30ug) de los homogenados totales (H) y de la fraccion
mitocondrial (M) por Western blot. Se utilizaron anticuerpos especificos para citocromo ¢
oxidasa (A), citocromo ¢ (B, marcadores mitocondriales), calnexina (C, marcador de reticulo
endoplasmico), LAMP2 (D, marcador de lisosomas) actina y tubulina (E y F, marcadores

citosélicos), n=3.
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8.7 Inmunodeteccidén de las proteinas Racl, RhoA y RhoB en las
mitocondrias de cerebro de rata.

Para determinar la presencia de las proteinas de Racl, RhoA y RhoB en
las mitocondrias de cerebro de rata, se realizaron ensayos de Western blot,

empleando los anticuerpos especificos: anti-RhoA, anti-RhoB y anti-Rac1.

Bandas correspondientes a las proteinas RhoA (24 kDa), RhoB (25 kDa) y
Racl (22kDa), se localizaron tanto en el homogenado total como en la fraccion

mitocondrial (figura 13).

Rho G
(22 kDa)

RhoB
€ (25 kDa)

<€— RhoA
(24 kDa)

Figura 13. Inmunodeteccion de las proteinas Racl, RhoA y RhoB en mitocondrias
cerebro de rata. Se cargaron 30 ug de proteina del | homogenado totale (H) y de la fraccién
mitocondrial (M) y se analizaron por Western blot utilizando los anticuerpos especificos para
RhoA, RhoB, Racl y RhoG (1:2000), n=3.

Este resultado indica que las proteinas Racl, RhoB y RhoA se
encuentran presentes en las mitocondrias de las células de cerebro. Estudios

previos determinaron la presencia de RhoG en hipocampo y cerebelo de ratas
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adultas (O’Kane y col.,, 2003). Con la finalidad de determinar la posible
presencia de esta proteina a nivel mitocondrial, el anticuerpo especifico anti-
RhoG fue utilizado en muestras de homogenado total y en las fracciones
mitocondriales. En la figura 13D se puede observar la presencia de una banda
de aproximadamente 22 kDa, correspondiente al peso molecular de RhoG en
el homogenado total, mientras que en la fraccion mitocondrial dicha banda esta
ausente. Este resultado indica que las proteinas RhoA, RhoB y Racl estan

presentes en las mitocondrias de cerebro de rata de forma especifica.

8.8 Localizacion mitocondrial de RhoA, RhoB y Racl

Con el propésito de determinar la sub-localizacion mitocondrial de las
proteinas RhoA, RhoB y Racl, se realiz6 un subfraccionamiento mitocondrial
de acuerdo al protocolo descrito por Holger y col. (2007). A partir de las
mitocondrias aisladas de cerebro se obtuvieron las siguientes subfracciones:
membrana externa (ME), mitoplastos (Mt, estructura que contiene la membrana
interna y la matriz), membrana interna (MI) y matriz mitocondrial (MA). Las
fracciones obtenidas fueron analizadas para determinar la presencia de las
proteinas Rho por medio de Western blot. El enriquecimiento de cada
subfraccion mitocondrial fue evaluada usando marcadores especificos para
cada fraccion como son la monoamino oxidasa (MAO) para la membrana
externa ME, la superoxido dismutasa 2 (SOD2) para la matriz (MA) y la

citocromo ¢ oxidasa como marcador de la membrana interna. La contaminacion
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citosdlica y el enriquecimiento de cada fraccion mitocondrial fueron evaluados

por medio de tubulina y la citocromo ¢ oxidasa, respectivamente.

Como se muestra en la figura 14, RhoA, RhoB y Racl fueron detectadas
en la fraccion mitocondrial total (M). RhoA, RhoB y Racl fueron localizadas en
la membrana interna (MI), estando ausentes en la membrana externa (ME).
Unicamente en el caso de la proteina RhoA, ademéas de determinar su
presencia en la membrana interna, también fue encontrada en la fraccion
correspondiente a la matriz mitocondrial (MA). Estos resultados indican que las
proteinas RhoA, RhoB y Racl estan presentes en los compartimentos internos
de la mitocondria tales como la Ml y la MA y que pueden ser transportadas a
través de la membrana externa, siendo su destino final el interior de la
mitocondria, sugiriendo que pueden participar en algunas de las funciones de

la mitocondria.
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Figura 14. Localizacion mitocondrial de las proteinas RhoA, RhoB y Racl. Se cargaron 30
Hg de proteina de cada subfraccién mitocondrial (membrana externa (ME), mitoplastos (Mt),
membrana interna (MI) y matriz mitocondrial (MA)) y las proteinas se separaron por SDS-PAGE
al 13%. Las proteinas fueron transferidas a membranas PVDF e incubadas con los anticuerpos
especificos para determinar el enriquecimiento de las fracciones: MAO (monoamino oxidasa)
para ME, SOD2 (superéxido dismutasa 2) para la MA y citocromo ¢ oxidasa para MI. Ademas
se emplearon los anticuerpos contra RhoA, RhoB y Racl. La interaccion antigeno-anticuerpo
se determind mediante quimioluminiscencia, n=3.

8.9 Efecto de la inhibicién de las proteina Rho y Rac sobre el consumo de
oxigeno mitocondrial

Uno de los métodos mas comunes y sencillos para estudiar el

funcionamiento la cadena respiratoria mitocondrial y su acoplamiento a la
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fosforilacion oxidativa, es el de cuantificar los cambios en el consumo de
oxigeno (cociente respiratorio). Esto se logré usando un electrodo de oxigeno
tipo Clark. El uso de diferentes concentraciones (4.70, 5.88, 11.7 y 23.5 mM)
del compuesto NSC26763 un inhibidor especifico para Racl, no causo
cambios importantes en el CR, con respecto a las mitocondrias control (tabla
1). De igual forma, al inhibir a las proteinas Rho con la exoenzima C3 (0.05,
0.10, 0.25 y 0.5 ng/ul), no se presentd ningun cambio en el CR con respecto a
las mitocondrias control (tabla 2), sugiriendo que las proteinas Rho y Racl no

participan regulando el consumo de oxigeno mitocondrial.

Tabla 1. Efecto de la inhibicion de Rac sobre el consumo de oxigeno en
mitocondrias de cerebro de rata

Condicion experimental Cociente respiratorio
+ NSC23766 (mM) (nanoatomos O2/mg prot/min)
Control (0.0) 56+0.3
4.70 5.6+0.2
5.88 5.7+0.2
11.7 5.0+£0.3
23.5 54+0.2

El resultado es representativo de tres experimentos individuales.
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Tabla 2. Efecto de la inhibicion de Rho sobre el consumo de oxigeno en

mitocondrias de cerebro de rata.

Condicion experimental

+ exoenzima C3 (ng/ul)

Cociente respiratorio

(nanodtomos O2/mg prot/min)

Control (0.0) 57+05
0.05 52+0.3
0.10 5.6+0.2
0.25 5.2+0.2
0.5 6.0+0.2

El resultado es representativo de tres experimentos individuales.

8.10 Efecto de la inhibicion de las proteinas Rho y Rac sobre la sintesis

de ATP.

Con el objetivo de determinar si las proteinas Rho intervienen en la

sintesis de ATP, se midieron los niveles de ATP en las mitocondrias de cerebro

previamente incubadas en presencia y ausencia de inhibidores especificos de

las proteinas Rho. Mediante espectrofotometria se cuantificd la formacién de

NADPH a una longitud de onda de 360 nm. Los resultados indican que en el

caso de la inhibicién de la proteina Racl con el compuesto NSC26763 utilizado

a las concentraciones de 4.70, 5.88, 11.7 y 23.5 mM, no se observd ningun

cambio significativo sobre la sintesis de ATP (fig. 15A). De igual forma, al

inhibir a las proteinas RhoA y RhoB con diferente concentraciones de C3 (0.05,
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0.10, 0.25 y 0.5 ng/ul). Los datos obtenidos fueron semejantes al control,

indicando que ninguna concentracion utilizada generdé un cambio importante

sobre la sintesis de ATP (fig. 15B). Estos datos nos sugieren que las proteinas

RhoA, RhoB y Racl no participan en la sintesis de ATP.

A)

0.25

0.2

Absorbencia

0.3

0.25

0.2

Absorbencia

-0.05

NSC23766

=—sin ADP

Control

470 mM
—5.88 mM
1177 mM
m—23.5 mM

4 6 8 10
Tiempo {min)

Exoenzima C3

—sin ADP

Control

e (0,05 g/l
—0.10 ng/ul
—(.25 ng/ul

0.5ng/ul

Tiempo {min)

Figura 15. Efecto de la inhibicion de las proteinas Rho sobre la sintesis de ATP.
Utilizando inhibidores especificos para las proteinas Rac (NSC23766) (A )y Rho (exoenzima
C3) (B) se analiz6 la cantidad de ATP producido por las mitocondrias aisladas de cerebro de

rata; n=3.
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9.-Discusion

La finalidad de nuestro trabajo fue investigar la presencia y localizacién
de las proteinas Rho y Rac a nivel cerebral y mitocondrial, asi como la relacién
que tienen estas proteinas sobre la sintesis de ATP. Como se mencioné en los
antecedentes, la presencia de las proteinas Rho fue estudiada por O"Kane y
col. (2003), quienes analizaron la presencia y localizacion de estas proteinas
Unicamente a nivel de hipocampo y cerebelo de rata, dejando pendientes todas
las demas estructuras que conforman el cerebro. Por lo anterior, el primer paso
fue determinar la localizacién de las proteinas Rho y Rac en las diferentes
regiones del cerebro de rata mediante un analisis inmunohistoquimico. Este
analisis nos permitié detectar la presencia de las proteinas Rho y Rac en todas
las estructuras del cerebro de rata. Los resultados obtenidos claramente
muestran que las GTPasas de la familia Rho no son distribuidas de manera
idéntica, lo que concuerda con lo descrito por O’Kane y col., (2003), ya que en
su trabajo ademas de la inmunohistoquimica, realizaron ensayos de Western
blot determinando que las proteinas RhoA, RhoB, RhoG, Cdc42 y Racl se

expresan diferencialmente en el hipocampo y cerebelo de rata.

La localizacién de la proteina RhoA en las dendritas de las neuronas de
la mayoria de las regiones del cerebro sugiere que RhoA esta asociada con
moléculas efectoras, tales como la Rho cinasa, cuya presencia fue reportada

en las dendritas de neuronas de cerebro de bovino (Hashimoto y col., 1999).

La localizacion de la proteina RhoB en las células piramidales puede ser de

interés funcional, dado que las dendritas, especificamente las espinas de las
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dendritas de estas neuronas, son el sitio primario excitatorio de la sinapsis y
puede funcionar como la unidad basica de la integracion sinaptica (Harris y

Kater 1994; Yuste y Tank, 1996).

Para el caso de Racl, en este trabajo se localizé en los somas
neuronales y su distribucion se determiné en las cuatro regiones del cerebro
telencéfalo, mesencéfalo, diencéfalo y romboencéfalo, mostrando una alta
expresion. Cabe mencionar que esta expresion fue observada en ratones en
edad adulta, contrario a lo observado por Komagome y col. (2000), durante el
desarrollo post-natal donde reportaron la expresion de Racl a nivel de axones
y dendritas, lo que hace suponer que la localizacion de esta proteina a nivel

neuronal varia conforme a la edad.

Con los resultados anteriores podemos mencionar que, desde el punto
de vista funcional, las proteinas Rho pueden actuar principalmente en el soma
y en las dendritas, mas que en los axones, debido a que una de sus principales
moléculas efectoras, como la Rho cinasa, se encuentra en mayor cantidad en
la materia gris (somas y dendritas), con respecto a la materia blanca (axones)

(Hashimoto y col., 1999).

La localizacion dendritica de RhoA y RhoB puede reflejar una importante
funcién en la plasticidad sinaptica, mientras que la identificacién de Racl en los
cuerpos celulares puede indica su participacibn en procesos como la
transcripcion de genes (Takai y col., 2001; Etienne y Hall, 2002; Wennerberg y

col., 2005; Bustelo y col., 2007).
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La localizacion subcelular de las proteinas Rho es critica para su
actividad bioldgica y asi asegurar una apropiada respuesta sefializadora a un
estimulo extracelular. Esta familia de proteinas estan localizadas en la
membrana plasmatica (RhoA, RhoB, RhoC y Racl), citosol (RhoA, RhoC y
Racl) o endosomas (RhoB) (Bustelo y col., 2007). Como se mencioné en los
antecedentes, hay fuertes evidencias que indican la presencia de este grupo de
proteinas a nivel mitocondrial y dado que el cerebro es uno de los 6rganos que
necesita de grandes cantidades de energia, las células que lo forman
contienen una gran cantidad de mitocondrias. Por lo cual, la siguiente parte de
este trabajo fue determinar la presencia de las proteinas RhoA, RhoB y Racl,
en las mitocondrias de cerebro de rata. Cabe destacar que en trabajos
realizados anteriormente se localiz6 a la proteina RhoB en las mitocondrias de
espermatozoides de erizo de mar (Castellano y col.,, 1997), Racl en
mitocondrias de riidn de rata (Boivin y Beliveau, 1995) y en mitocondrias
aisladas de pancreas de rata (Kowluru y col., 2003). Con excepcion de RhoA,
no existen reportes de la presencia de esta proteina en las mitocondrias de
cualquier 6rgano u organismo, por lo que en este trabajo resulté de suma
importancia investigar su localizacién, junto con el resto de las proteinas
reportadas como son RhoB y Racl, pero ahora en mitocondrias de cerebro de
rata. Para cumplir con este objetivo, las mitocondrias de cerebro de rata fueron
aisladas empleando el protocolo descrito por Sims (1990), el cual nos permitié
obtener fracciones mitocondriales con un alto grado de pureza y con

propiedades metabdlicas adecuadas (fig 10). Posteriormente, utilizando la
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técnica de Western blot, nos permitié observar que las proteinas RhoA, RhoB y
Racl, estan presentes en las mitocondrias de cerebro de rata. La proteina
RhoG, de la cual se tienen reportes de su presencia en cerebro de rata (Olenik
y col., 1997; O’Kane y col., 2003), también fue analizada, encontrado que esta
proteina no esta presente en las mitocondrias de cerebro de rata (fig.11). Como
resultado de los ensayos realizados en este trabajo, se demostré que las
proteinas RhoA, RhoB y Racl se localizan principalmente en la membrana
interna, mientras que RhoA también se localiza en la matriz de mitocondrial (fig

12).

Considerando que el DNA mitocondrial codifica para 13 proteinas
involucradas en el transporte de electrones y fosforilacion oxidativa (Scheffler,
2008) y que las proteinas Rho son codificadas a nivel nuclear (Takai y col.,
2001), la localizacion de las proteinas RhoA, RhoB y Racl en la membrana
interna y en la matriz mitocondrial, sugiere que estas proteinas utilizan un
sistema de transporte especifico que les permite internalizarse en la
mitocondria. Existen evidencias de que existen sitios de contacto entre las
membranas mitocondriales denominadas “zonas densas” cuyos componentes
proteicos son capaces de interaccionar y dar lugar a la formacion de canales,
de los que también forman parte proteinas del citoplasma y de la matriz
mitocondrial (Jonhson y col, 1999). Ademas, las modificaciones
postraduccionales, tales como la geranilacion y/o farnesilacion, que sufren
estas proteinas les permiten asociarse con las membranas, por lo que era de

esperar encontrarlas asociada a alguna de las membranas mitocondriales. En
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este caso, las proteinas Rho y Rac se ubicaron en la membrana interna
mitocondrial, mientras que las proteinas Miro (subfamilia de proteinas Rho) se
localizan a nivel de la membrana externa (Fransson y col., 2003) (fig.12)
Aunque la técnica empleada no nos permitio determinar el lado hacia el cual se
encuentran ancladas las proteinas Rho, el hecho de que la proteina RhoA se
encuentre en la matriz mitocondrial, sugiere que se encuentran ubicadas en la

parte interior de la membrana mitocondrial interna.

La localizacién mitocondrial de las proteinas Rho y Rac sugiere que
estas proteinas pueden participar en la regulacion de alguna(s) de las
funciones de la mitocondria, entre las que se incluyen la respiracion y la
obtencion de ATP mediante la fosforilacion oxidativa. Existen evidencias de
que las proteinas que participan en ambos procesos se localizan también en la
membrana interna mitocondrial (Scheffler, 2008) al igual que las proteinas Rho.
Por lo anterior, se plante6 como objetivo determinar si las GTPasas Rho
participan en la sintesis de ATP (tablas 1 y 2). Los resultados obtenidos
mostraron que la inhibiciébn de las proteinas Rho y Racl no causé cambios
significativos en el consumo de oxigeno ni en la sintesis de ATP. Lo anterior
sugiere que las proteinas Rho mitocondriales no participan en la funcién
energética de la mitocondria, aunque se requieren estudios mas finos para
descartar totalmente la no participacion de estas proteinas en esta funcion
primordial. Ademas cabe la posibilidad de que los inhibidores utilizados para
determinar la funcion, no lleguen hasta donde se localizan las proteians

estudiadas.
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Ademas de ser el sitio donde se lleva a cabo la produccion de ATP, las
mitocondrias llevan a cabo una variedad de procesos bioquimicos tales como
la sintesis de nucleétidos, aminoacidos, lipidos y vitaminas, importan
activamente metabolitos y proteinas del citosol por un complejo conjunto de
transportadores y canales de membrana; participan en la regulacién
citoplasmatica de segundos mensajeros como el ion Ca®*" y las especies

reactivas de oxigeno (Holger y col., 2007; Tornero y col., 2002).

A nivel mitocondrial, las proteinas G han sido implicadas en los procesos de
fusion y fision. En la levadura, la fision mitocondrial esta mediada por una
proteina relacionada con la dinamina o Dnm1p27, mientras que Mgmlp es

requerida en los procesos de fision (Zorzano y col., 2004).

Por otro lado se ha relacionado a la proteina RhoA con la movilidad
mitocondrial. Estudios realizados por Minin y col. (2005) han propuesto
novedosos mecanismo en los que se involucra a esta proteina y a su efector
mDial/diaphanous. La accion de este efector es altamente especifico de la
mitocondria ya que no se observa que haya transporte de lisosomas y/o

peroxisomas.

Fransson y col. (2003) cuando describen la familia de proteinas Miro
proponen que estas Rho GTPasas desempefian papeles importantes en la
homeostasis mitocondrial, asi como en la apoptosis. Por su parte Saotome
(2008) utilizando cultivos neuronales, concluye que las proteinas Miro

participan en la distribucion de las mitocondrias en las dendritas en los sitios de
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entrada de Ca** y promueven la propagacion de las sefiales de calcio a la
mitocondria. Indicando también que la transferencia del Ca®* por la mitocondria
proporciona un aumento significativo en la regulacion y estimula las reacciones
dependientes de Ca** en la produccién de energia mitocondrial. Es probable
que las proteinas Rho mitocondriales participen regulando la liberacion de
neurotransmisores dependientes de Ca®*'. El calcio, ademas de iniciar la
exocitosis, activa el traslado de las vesiculas a los lugares de su liberacion con
la ayuda de proteinas de membrana plasmatica y de la membrana vesicular,
como las proteinas Rho. Cuando entra el calcio en la neurona, se activa una
enzima llamada calmodulina que es una proteina cinasa, encargada de
fosforilar a la sinapsina |, situada en la membrana de las vesiculas y que las
une a los filamentos de actina. Este conjunto de proteinas forman el complejo
SNARE que forma un poro en la membrana plasmatica y permite la fusion de
ambas membranas y la salida de la sustancia como el contenido vesicular al
espacio sinaptico (Lu y col., 2010). Por lo tanto es importante tener en cuenta
la relacién entre el ion Ca?*, la mitocondria y las Rho GTPasa para posteriores
estudios. Considerando la versatilidad funcional de este organulo existe un
amplio campo de estudio sobre la funcibn de estas proteinas a nivel

mitocondrial.
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10.- Conclusiones
1.-La localizacion diferencial de las Rho GTPasas en las diferentes regiones
del cerebro de rata indica diferentes papeles de estas proteinas dentro de este

organo.

2.-Las GTPasas Rho aunque estan presentes en la mitocondria no influyen en

la sintesis de ATP.
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