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La proteina MARCKS ha sido sefialada como centro de interaccién de varias vias de
transduccion de sefiales. Es sustrato de proteina quinasas como PKCs, MAPKs y CdKs y se
une a calcio-calmodulina, a actina-F y a PIP,. Hemos identificado una fraccion fosforilada de
MARCKS, exclusiva de neuronas, reconocida por un anticuerpo monoclonal generado en
nuestro laboratorio: el Acm3C3. Mediante espectrometria de masa y usando péptidos
sintéticos, identificamos el sitio de fosforilacion reconocido por el anticuerpo como una serina
ubicada en una secuencia consenso para quinasas dirigidas por prolina (PDKs). Encontramos
gue esta fosforilacion de MARCKS es regulada durante el desarrollo, siendo evidente en
neuronas desde muy poco después de su Ultima mitosis. Durante la histogénesis de la retina
neural, fosfo-MARCKS esta presente en todas las capas, pero mas tarde, en etapas finales del
desarrollo (embrionario y post-natal), sufre una restriccion a algunos tipos celulares. En los
fotorreceptores observamos, ademas, una desaparicion progresiva de MARCKS total. Tanto en
neuroblastos como en células gliales de retina en cultivo, encontramos que MARCKS es muy
abundante y se distribuye en parches en toda la superficie celular, que colocalizan con PIP..
Fosfo-MARCKS colocaliza con MARCKS total en neuroblastos, pero es indetectable en la glia.
Finalmente, detectamos la presencia de MARCKS total y fosforilada en fracciones subcelulares
enriquecidas en ‘rafts” de membrana. Nuestros hallazgos sugieren la existencia de un
mecanismo de activaciéon sostenida de PDKs, capaces de fosforilar MARCKS en neuronas, en
un sitio que no parece afectar la relacion de la proteina con la membrana.
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Los territorios citoplasmicos de una neurona son altamente dependientes de la sintesis de
macromoléculas del soma neuronal. Sin embargo, los territorios dendritico y axonal, poseen la
capacidad de sintetizar ciertas proteinas localmente. En el caso del axén, dicha capacidad a
sido demostrada por métodos bioquimicos. Sin embargo, el sitio o la distribucion de la
maquinaria traduccional en los axones permanecié elusiva hasta que Koenig & Martin
(J.Neurosci.16:1400) describieron una nueva estructura, a la que llamaron “Placa Peri-
Axoplasmica” (PPA), que poseia acimulos de ARN vy particulas tipo ribosomas. El objetivo del
presente trabajo era la caracterizacion estructural y funcional de estos nuevos dominios
axonales. Como modelo experimental se utilizaron “wholemounts” de axoplasma de axones
mielinicos de vertebrados adultos (peces dorados, rata y conejo). Mediante aproximaciones
inmunohistoquimicas se demostr6 que las PPA poseen ARN ribosomal y proteinas
ribosomales. Utilizando hibridizacion in situ y RT-PCR se ha demostrado que en estos lugares
se encuentra el ARNm codificante para la beta actina. ESTs generadas a partir de ARN de
axon indicarian la presencia de ARN ribosomal, ARNm mitocondriales y varios ARNmM
citoplasmicos. La dinamica de las PPA fue analizada buscando las proteinas motores Miosina
V, Kinesina y Dineina, mediante inmunohistoquimica. Hasta el momento se ha observado que
las dos primeras se localizan en las PPA. Tomando estas evidencias en conjunto, es altamente
probable que estas estructuras sean sitios de sintesis de proteinas axonales donde ocurre un
intercambio dindmico con el axoplasma, tanto para localizar los elementos necesarios para la
traduccion como para redistribuir sus productos.
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La estricta modulacién del transito intracelular, insercion superficial y vida media de los
receptores glutamatérgicos (GIuRs) es clave para el desarrollo y la funciéon del SNC. Aunque
se conocen numerosas proteinas intracelulares responsables del reclutamiento y anclaje
sindptico de los GIuRs, los factores extracelulares que inician su agregacion y facilitan la
formacion de las sinapsis centrales no han sido totalmente identificados. Dada la homologia
de la acetilcolinesterasa (AChE) con proteinas cruciales para la sinaptogénesis hemos
propuesto que las acciones sinaptogénicas que se le atribuyen a la AChE podrian explicarse
por interacciones con los GluRs. Empleando técnicas radioquimicas, quimeras adenovirus-
GFP-GIuR1-4, inmunocitoquimica con anticuerpos especficos y microscopia confocal,
hemos demostrado que la AChE: (1) aumenta selectivamente el binding de agonistas a los
receptores AMPA en forma dependiente de la concentracion, region cerebral y etapa del
desarrollo; (2) acelera su translocacion y expresion dendritica en neuronas en cultivo; (3)
aumenta su expresion sinaptica en neuronas postnatales; (4) incrementa la longitud y el
namero de dendritas en funcidbn de la concentracion y el desarrollo; y (5) potencia
significativamente la expresion de marcadores sinpticos. La interaccion AChE-receptor
AMPA gue aqui reportamos podria ser un mecanismo molecular subyacente a los aumentos
de expresion de los receptores AMPA que ocurren durante el “encendido” de las sinapsis
silenciosas, la plasticidad sinaptica dependiente de actividad, la formacion de memoria y la
neurotoxicidad. Nuestros resultados muestran ademas que la AChE posee acciones
morfogénicas y sinaptogénicas que podrian explicarse por interacciones proteina-proteina
con conocidas moléculas de adhesién neuronal.
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Los parasitos infectan millones de personas en el mundo, causando a menudo afecciones
cronicas asociadas con alta morbilidad. Por otra parte, algunos de ellos son altamente
prevalentes en animales importantes para el sector productivo, produciendo pérdidas anuales
estimadas en 10 mil millones de ddlares. Los glicoconjugados juegan un papel critico en la
interaccion de los parasitos con su huésped, por ejemplo, evadiendo la respuesta inmune,
inhibiendo la proliferacién celular T o promoviendo respuestas autoinmunitarias. Recientemente
hemos obtenido la primera evidencia de la presencia de O-glicosilacion incompleta (antigeno
Tn) y de actividad UDP-GalNAc-peptidil N-acetilgalactosaminiltransferasa (ppGalNAc-T) en
parasitos helimintos y protozoarios. El antigeno Tn (GalNAc-O-Ser/Thr), una de las estructuras
mas especificas asociadas a cancer en humanos, se expresa en cadenas O-glicosidicas de las
células cancerosas debido al bloqueo en la biosintesis de las mismas. Las ppGalNAc-Ts son
enzimas que atraen gran interés por ser las reguladoras del inicio de la O-glicosilaciéon de
proteinas. Algunas de estas enzimas podrian jugar un papel critico para la vida celular,
demostrandose que la ausencia de expresion de una ppGalNAc-T impide el desarrollo de la
Drosophila melanogaster. La caracterizacion funcional de ppGalNAc-Ts individuales, asi como
la identificacién de las secuencias peptidicas que constituyen sus sustratos naturales, deberia
aportar las bases para comprender la regulacion de la biosintesis de O-glicanos en parasitos
helmintos. En la dilucidacion de las bases moleculares del comportamiento parasitario se
sustentan las expectativas de mejores diagnosticos y, particularmente, del desarrollo de
tratamientos efectivos de estas enfermedades.



