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RESUMEN

El factor de crecimiento transformante  (TGF[) es una proteina de secrecion que lleva a cabo
diversas funciones en la célula, tales como el control del crecimiento celular, proliferacién
celular y diferenciacién. Por otro lado, participa también en procesos de tumorogénesis y actla
como un factor de crecimiento autocrino negativo. En este sentido, la desregulacion tanto de la
activacion como de la ruta de senalizacion del TGFB puede desencadenar muerte celular. La
activacion de la via de TGFB se produce en los endosomas tempranos (vesiculas que
participan del trafico de membranas), lugar donde se reclutan diversas proteinas que
participan de dicha sefializacion, tales como Smad Anchor for Receptor Activation (SARA, por
sus siglas en inglés), que se une y actla como un efector aguas abajo de la fusién de los
endosomas tempranos. SARA contiene dominios a través de los cuales interacciona con
proteinas que forman parte del complejo de TGFB tales como Smad 2 y 3, el receptor del
factor de crecimiento transformante | y la fosfatasa PP1lc. En sistema nervioso, ha sido
reportado que complejo de TGFB esta involucrado en el establecimiento de la polaridad
neuronal y por otro lado, el silenciamiento de SARA produce neuronas con varios axones;
fenotipo que se considera anormal para el desarrollo neuronal.

Objetivo: Caracterizar in vitro la funcion de la proteina SARA en la especificacion axonal a
través de la via de sefalizacién de TGFp.

Materiales y Métodos: Cultivo de neuronas hipocampales embrionarias transfectadas con los
constructos SARA-WT-GFP, shSARA-GFP, SARA-F728A-GFP 6 GFP sélo (como control) y
fijadas a los 3 dias in vitro (DIV). Luego se les realiz6 inmunofluorescencia contra diferentes
proteinas dependiendo el experimento.

Resultados: Utilizando la técnica de FRET AcceptorPhotobleaching pudimos observar
interaccion fisica entre SARA y el receptor | de TGFB (TBRI) de manera estadisticamente
significativa (0.25 para la condicién control vs 0.38 para SARA-WT). Ademas, encontramos
que la supresion de SARA (mediante la expresién de shRNA) genera un mayor crecimiento
axonal (400um en comparacién con el control, 150um) y pérdida de la especificacion axonal,
ya que las neuronas tienen mas de un axén en comparacién con la condicion de control.



Curiosamente, este mismo fenotipo se repite cuando usamos una forma mutante de SARA
(SARA-F728A) (320um de crecimiento axonal y presencia de 2 axones; ambos
estadisticamente significativos con la condiciébn control). Dicha mutante tiene como
consecuencia la hiperactivacion del receptor TBRI, es decir, la via TGF3 permanece activa.
Conclusiones: Los resultados obtenidos sugieren que SARA participa en la ruta del TGF§3 en
neuronas de hipocampo a través de la regulacién negativa, lo que parece ser un requisito
necesario para el correcto desarrollo neuronal. El grado de avance obtenido en el siguiente
proyecto es alto, dado que pudimos realizar diversos experimentos que nos permitieron
corroborar la hipétesis de trabajo. Consideramos que entender los componentes de la ruta de
sefalizacion y el tipo de participacion en la via de TGFB es crucial para poder generar
estrategias terapéuticas.
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