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1. Resumen

La degeneracion axonal corresponde a la etapa inicial de varias enfermedades neurodegenerativas
frecuentes, pero las causas y el mecanismo por los cuales un axén degenera es aun motivo de
discusion. Ante ello, la Degeneracion Walleriana (DW), proceso de degeneracion rapida y
progresiva que sufre la porcion distal de un axon cuando es seccionado y separado del soma
neuronal, representa un modelo Util para su estudio. A su vez, las condiciones experimentales de
las que se reporta un efecto neuroprotector, constituyen un abordaje valido para estudio de las
bases moleculares de este tipo de procesos degenerativos asi como para la busqueda de posibles
estrategias terapéuticas.

En este trabajo se hace referencia a dos de estas condiciones neuroprotectoras. Una de ellas es el
tratamiento con resveratrol, polifenol que ejerce un efecto favorable en varias situaciones
neuropatoldgicas, pero que sobre la DW se han registrado resultados dispares. Utilizando un
modelo in vitro de DW, se procedié a reevaluar los efectos del resveratrol en el curso de la
degeneracion axonal, observando una neuroproteccion en la que parece tener participacion la
desacetilasa dependiente de NAD", SIRT1. La otra condicién experimental abordada implica a
WId®, una proteina quimérica surgida por un rearreglo genémico fortuito, cuya expresién determina
un enlentecimiento del proceso de DW. Su estudio ha conducido a reconsiderar a la degeneracion
axonal como un mecanismo activo de autodestruccion intrinseco del axén, pero su mecanismo de
accién aun se desconoce. Como al dia de la fecha no se han descrito vias metabdlicas que tengan
en WId® un efector o un blanco, en esta pasantia se llevaron a cabo los pasos iniciales para
identificar interactores de WId°® que podrian estar involucrados en el mecanismo de neuroproteccién
descrito. Los resultados obtenidos muestran que ambos efectos neuroprotectores, aparentemente

independientes, podrian de hecho compartir los mecanismos subyacentes.

Palabras clave: Degeneracion Walleriana, neuroproteccion, resveratrol, SIRT1, WId®



2. Introduccion

2.1. Relevancia de la degeneracién axonal
Los axones son estructuras neuronales complejas cuyo mantenimiento es fundamental para el

normal funcionamiento del sistema nervioso. Dicho mantenimiento no sélo requiere el estimulo
trofico del soma, sino también el de la célula adaxonal -célula de Schwann u oligodendrocito, segun
se trate de sistema nervioso periférico (SNP) o sistema nervioso central (SNC), respectivamente-.
El desbalance de tales procesos puede implicar el inicio de un proceso degenerativo; de hecho, la
degeneracién axonal es el mayor cambio morfolégico observado en muchas de las neuropatias
centrales y periféricas, y corresponde a la etapa inicial de muerte neuronal observada en
enfermedades neurodegenerativas frecuentes, como son la enfermedad de Parkinson (Raff et al.,
2002), Alzheimer (Stokin et al., 2005) y Esclerosis Amiotrofica Lateral (Fischer et al., 2004). A su
vez, la correlacion de la degeneracién axonal con sintomas clinicos como el declive cognitivo,
colocan a este proceso como un componente importante de tales enfermedades y también un

blanco terapéutico para combatirlas.

2.2. La Degeneracion Walleriana como modelo de degeneracion axonal

2.2.1. Caracterizacion de la Degeneracion Walleriana
La Degeneracion Walleriana (DW), descrita en primera instancia por Augustus Waller (1850),

puede definirse como el proceso de degeneracion rapida y progresiva que sufre la porcion distal de
un axén cuando es seccionado y separado del soma neuronal. Sin embargo, también puede
observarse en axones sometidos a otro tipo de agresién, como traumatismos, alteraciones

metabdlicas o téxicas, procesos inflamatorios y sindromes hereditarios (Coleman & Perry, 2002).

En términos generales, la DW puede ser descrita como un proceso rapido y asincréonico que
avanza de manera progresiva y que puede transcurrir tanto en direccion anterégrada como
retrograda, dependiendo del tipo de lesion (Beirowski et al., 2005). Comienza con una Fase de
Latencia de 36 a 44 horas, en la cual el evento degenerativo mas temprano es la pérdida de la
conexién del terminal axonal con su 6rgano blanco (Miledi & Slater, 1970; Conforti et al., 2007a); a
partir de las 8 a 24 horas comienzan a formarse los llamados “beads” -distenciones localizadas del
axolema- (George et al., 1995; Sievers et al., 2003; Zhai et al., 2003). No obstante, la morfologia
general del axén se mantiene; este permanece continuo y aun puede conducir potenciales de
accion evocados (Lunn et al., 1989; Moldovan et al., 2009). Esta etapa es luego sucedida por una

repentina Fase de Fragmentacion (Lubinska 1977; Beirowski et al., 2005) en la que el citoesqueleto



del axén se desorganiza por el desensamble de microtibulos, neurofilamentos y otros de sus
componentes. En este procesos intervienen calpainas (proteasas moduladas por calcio) y otros
mecanismos dependientes del Sistema Ubiquitin-Proteasoma (UPS), y es conocido como
Desintegraciéon Granular del Citoesqueleto. Posteriormente ocurre la desintegracion del axon,
originando restos de mielina que luego células de la glia y macréfagos se encargan de remover
(Vargas & Barres 2007).

A pesar de este patrén general, numerosos estudios sobre DW han mostrado que su evolucion
espacio-temporal varia con muchos factores experimentales, como lo son los animales de
laboratorio utilizados y la edad de los mismos, el lugar neuroanatémico de estudio (SNC vs. SNP),
el tipo de fibra analizada (e.g. mielinica vs. amielinica; axones gruesos vs. delgados), el tipo de
lesion (seccidn, aplastamiento, ligadura, intoxicacién etc.), el largo de la porcién distal remanente

del axén y factores ambientales como la temperatura (Beirowski et al., 2005).

2.2.2. Consecuencias de la Degeneracion Walleriana
La Degeneracion Walleriana que sufre un axén tiene numerosas consecuencias que van mas alla

de su propia estructura. En muchos casos la neurona sufre una serie de cambios conocidos como
Reaccién Cromatolitica, en la que el cuerpo celular se hincha, el nicleo se desplaza a una posicién
excéntrica y el reticulo endoplasmico rugoso se fragmenta. La cromatolisis es acompafiada por
alteraciones metabdlicas como un aumento general de sintesis de ARN y proteinas y un cambio en
la expresion génica. Esto puede ser revertido si se logra una regeneracion exitosa del axén -con
previa remocion de la porcion distal “libre” de este-, de otro modo, la neurona eventualmente muere
(Kandel et al., 2000).

Las modificaciones recién mencionadas pueden conducir a que las neuronas vecinas que hacen
sinapsis con la neurona lesionada también se vean afectadas. Con frecuencia, las terminales
sinapticas que hacen contacto con somas o dendritas de neuronas cromatoliticas se retraen y son
remplazadas por procesos de células gliales, en un proceso conocido como Stripping Sinaptico.
Ademas, cuando el blanco postsinaptico del axén lesionado es una neurona, la pérdida de dicha
terminal sindptica puede provocar que esta se atrofie y hasta incluso muera. Como resultado de
estos efectos transinapticos, la DW puede provocar un proceso degenerativo que se propagara a lo
largo del circuito neuronal tanto en direccién anterégrada como retrégrada, con cambios que no
solo tienen repercusiones a nivel de las células neuronales sino también de las células de la glia
(Kandel et al., 2000). En la Figura 1 se muestra un esquema del proceso de Degeneracion
Walleriana (modificado de: Kandel et al., 2000)
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Figura 1. Proceso de Degeneracion Walleriana y sus efectos transneuronales. A. Neurona sana con sus
interconexiones intactas y funcionales. B. Neurona a la que se le induce Degeneracion Walleriana. Del (1) al (8) se
muestran los acontecimientos mas relevantes en orden temporal.

Estudios recientes han demostrado que varias axonopatias siguen un mecanismo de tipo
Walleriano, entre ellas, enfermedades motoneuronales, neuropatias periféricas y de dafio por
toxicos (Alvarez et al., 2008; Ferri et al., 2003; Wang et al., 2002), asi como también en afecciones
del SNC, como Enfermedad de Parkinson, Esclerosis Multiple y Distrofia Axonal del Fasciculo
Gracilis (Kaneko et al., 2006; Mi et al., 2005; Sajadi et al., 2004). En conjunto, dichas evidencias
colocan a la Degeneracién Walleriana como un modelo Gtil para entender y potencialmente tratar la

degeneracién axonal en diversos contextos, sea de traumatismo o de enfermedad.

2.3. Herramientas farmacoldgicas y moleculares para el estudio de la
Degeneracion Walleriana

2.3.1. Sobre las causas y mecanismos de la degeneracion axonal
La causa ultima por la cual un axon lesionado degenera ha sido, y es actualmente, motivo de

discusion. Pueden distinguirse dos grandes hipétesis; una de ellas coloca al bloqueo del transporte
axonal como el principal desencadenante y la otra al ingreso de sustancias desde el medio

extracelular, haciendo particular énfasis en el flujo entrante de calcio.

En cuanto al bloqueo del transporte axonal, se propone que este impediria que el segmento distal

del axon seccionado sea abastecido de ciertos factores imprescindibles para su supervivencia, o



por la incapacidad de remover sustancias dafiinas alli formadas (Hafezparast et al., 2003;
Chevalier-Larsen & Holzbaur, 2006). Quienes apoyan esta hipétesis argumentan que esto
explicaria la Fase Latente inicial y el hecho de que esta es aln mas larga cuando se trabaja con
temperaturas bajas o cuando se inhibe la actividad del proteosoma (Tsao et al., 1999; Zhai Q et al.,
2003; Macinnis & Campenot, 2005).

Respecto al ingreso de sustancias desde medio extracelular, se plantea que la lesion del axén
provocaria la disrupcién de estructuras que le dan soporte -como células de Schwann, matriz
extracelular, perineuro y vasos sanguineos- y que el axoplasma se encuentre totalmente expuesto
al ambiente i6nico externo. Se hace especial énfasis en la difusion de calcio hacia el interior del
axoén y la activacion de calpainas, con una consecuente degeneracion de proteinas axoplasmicas y
de membrana, que entonces conduciria a una progresiva permeabilizacién y degeneracion del
axon (Schlaepfer, 1974; George et al., 1995; Tsao et al., 1999).

Al dia de hoy existen controversias sobre cuestiones fundamentales del proceso de Degeneracion
Walleriana, y a pesar de que ha sido investigado desde hace mas de 150 afios, alun no se ha
desarrollado un modelo completo que logre explicar su naturaleza bifasica, qué es lo que sustenta
la Fase Latente, qué dispara la Fase de Fragmentacién o cuales son los mecanismos implicados

en la degeneracion.

2.3.2. Neuroproteccién mediada por resveratrol

2.3.2.1. Efectos del resveratrol

Ante una situacion como la recién descrita, los tratamientos farmacologicos que ejercen un efecto
neuroprotector en el proceso degenerativo representan un abordaje Gtil para estudiar las bases del

mismo, asi como también para la busqueda de posibles estrategias para su tratamiento.

Dentro de una amplia gama de farmacos neuroprotectores en esta pasantia se destaca al
resveratrol (3,4,5’ trihidroxistilbeno; RSV), un polifenol producido por el metabolismo secundario de
numerosos vegetales (Baur & Sinclair, 2006). Este ejerce una amplia gama de respuestas
fisiolégicas y retrasa el inicio de enfermedades asociadas con el envejecimiento, exhibiendo
efectos favorables en diferentes tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares y autoinmunes
(Baur & Sinclair, 2006; Fulda & Debatin, 2006). En cuanto a la neuroproteccion, el RSV ha
mostrado ejercer tal efecto en situaciones patolégicas como isquemia cerebral y enfermedades
degenerativas (Zhang et al.,, 2010); no obstante, en el caso de Degeneraciéon Walleriana los
resultados son contradictorios, reportandose un efecto tanto neuroprotector, como nulo o incluso
deletéreo (Araki et al., 2004; Conforti et al., 2007b; Suzuki & Koike 2007).
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2.3.2.2. Resveratrol y SIRT1
Los mecanismos moleculares mediante los que el RSV produce los efectos antes mencionados son

actualmente motivo de discusion. Recurrentemente se ha destacado la posible participacion de
SIRT1, uno de los 7 miembros de la familia de sirtuinas presentes en mamiferos. SIRT1 es una
desacetilasa de proteinas dependiente del dinucleétido de adenina y nicotinamida (NAD®), que
regula la acetilacién de histonas (Imai et al., 2000; Vaquero et al., 2004) asi como otras proteinas,
entre ellas, PGC1a (Rodgers et al., 2005), p53 (Vaziri et al., 2001), los factores de transcripcién
FOXO (Nakae et al., 2006), NfkB (Yeung et al., 2004), Ku 70 (Cohen et al., 2004), y MyoD (Fulco
et al., 2003). En suma, SIRT1 participa en una amplia gama de procesos fisioldgicos, que van
desde la diferenciacién celular, el control del ciclo celular, la resistencia al estrés, la senescencia y
la apoptosis, asi como también influye en los ciclos circadianos y el metabolismo de la glucosa y las
grasas (Nakahata et al, 2008; Kim et al, 2008a).

La relacién entre RSV y SIRT1 tomé relevancia a partir de observar que varios de los efectos
producidos por el tratamiento con RSV son similares a aquellos producidos por la activacion de
SIRTL1. Dicha asociacion se vio alentada por evidencias experimentales que sugerian que el RSV
induce la activacion de SIRT1 en forma directa in vitro (Howitz et al., 2003) y sus efectos in vivo

parecen ser SIRT1-dependientes (Boily et al., 2009; Price et al. 2012).

No obstante, el mecanismo de activacion de SIRT1 mediado por RSV es un tema controversial. A
pesar de lo que se propuso inicialmente (Howitz et al., 2003), la activaciébn no implicaria una
interaccion directa del polifenol con la enzima (Borra et al., 2005; Beher et al., 2009, Pacholec et
al., 2010). En 2012, Nin et al. proponen que la activaciéon de SIRT1 mediada por RSV involucraria
la disociacibn de SIRT1 de la proteina Delleted in Breast Cancer 1 (DBC1), de un modo
dependiente de AMP activated protein kinase (AMPK). Dasgupta y Millbrand (2007) fueron los
primeros en proponer a AMPK como blanco indirecto de RSV, lo cual fue sucedido por varios
trabajos en los que se planteaba a SIRT1 y AMPK como los que formaban el eje principal de las
acciones metabdlicas del RSV (Park et al., 2007; Fullerton & Steinberg, 2010; Lin et al., 2010;
Ruderman et al., 2010), destacandose el de Um et al. (2010), en el que se muestra como ratones
Knock Out (KO) para la subunidad catalitica de AMPK son resistentes a los efectos metabdlicos del
RSV. Por otro lado, DBC1 habia sido reportada como un regulador endégeno de SIRT1 que, a
través de un dominio cierre de leucina, se asociaba al dominio catalitico de esta inhibiendo su
actividad enzimatica (Kim et al. 2008b; Zhao et al., 2008). Lo que entonces se propuso fue que el
RSV inducia la fosforilacion y consecuente activacion de AMPK, y que dicha activacion induciria de
algtn modo la fosforilacién de SIRT1, provocando la disociacion del complejo SIRT1/DBC1 (Nin et
al., 2012). En otro trabajo se planteé que la activacion de AMPK induciria la disociaciéon del
complejo mediante un aumento en la relacion NAD*/NADH (Canté et al., 2009). La Figura 2

muestra un esquema de lo anterior mencionado.
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Figura 2. Posibles mecanismos de activacion de SIRT1 mediante resveratrol. Se muestran dos de las hipotesis que
involucran a AMPK y DBC1.

A nivel del sistema nervioso, SIRT1 ha mostrado ejercer efectos beneficiosos en una amplia gama
de condiciones neurodegenerativas, enlenteciendo el inicio de alteraciones especificas o
modulando el curso temporal de condiciones neuropatolégicas en modelos animales de
enfermedad de Alzheimer, Esclerosis Amiotrofica Lateral, Huntington, Parkinson, Esclerosis
Multiple, y otros (Zhang et al., 2011). De este modo, se posiciona como un candidato a verse
involucrado en los mecanismos de neuroproteccion y alrededor del cual establecer la busqueda de
posibles terapias.

Dado que la influencia del resveratrol en el curso de la degeneracion axonal y la posible
participacién de SIRT1 es aun un tema controversial, resulta necesario llevar a cabo nuevos
estudios para clarificar este asunto. Parte de esta pasantia se concentra en ello, mediante la
utilizacién de un modelo in vitro de Degeneracion Walleriana basado en cultivos de ganglio de raiz

dorsal.

2.3.3. Neuroproteccion mediada por Wid®

2.3.3.1. El fenotipo wid®

Otro de los abordajes para el estudio de la Degeneracion Walleriana surgié a partir del
descubrimiento de una cepa de ratén C57BL mutante, en la cual la DW progresa de manera mucho
mas lenta (Lunn et al., 1989). Los ratones de esta cepa mutante, a la cual se le llamé C57BL/wld®
-Wallerian Degeneration Slow-, son indistinguibles de los ratones Wild Type (WT), excepto por su
peculiar fenotipo degenerante y consecuente con ello, por un retraso en la regeneracion axonal
(Brown et al., 1994).
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Los axones derivados de esta cepa presentan varias diferencias en el patrén topografico y
morfologico de la DW con respecto al de los axones WT. La mas evidente es que el progreso de la
degeneracién es alrededor de 10 veces mas lenta, con una velocidad estimada de 2.2 mm/dia en
nervios periféricos. De este modo, adn después de 15 dias de ser seccionados, la fragmentacion
de los axones todavia es mayormente incompleta (Lunn et al., 1989; Ribchester et al., 1995; Mack
et al., 2001; Beirowski et al., 2005) e incluso mantienen la capacidad de conducir potenciales de
accion (Tsao et al., 1999). Por otro lado, la degeneracién en estos axones siempre transcurre en
direccién anterégrada, cualquiera haya sido el tipo de lesion. La Fase Latente es mas duradera y el
proceso en general es mas sincronico; no existe un limite claro que separe las regiones
degeneradas de las intactas, sino mas bien un gradiente de degeneracion a lo largo del axon
(Beirowski et al., 2005).

2.3.3.2. La proteina WId®y el replanteo sobre la degeneracién axonal
El fenotipo recién descrito es semidominante y se hereda a través de un solo locus (Perry et al.,

1990b), el cual surgié por un rearreglo genémico espontaneo en el cromosoma 4 de ratén (Lyon et
al., 1993); se trata de una triplicacion en tandem de 85 kb cuya secuencia codifica para una

proteina quimérica que no esta presente en el raton WT: WIid®.

La secuencia total de WId® consta de 373 aminoacidos; los 70 aminoacidos N-Terminales (N70)
corresponden a la regién N-terminal de Ube4b (Ubiquitination factor E4B o Ufd2a) -desde el codon
de inicio, un 6% de su secuencia total-; los 285 aminoacidos C-Terminales corresponden a la
secuencia completa de NMNAT-1 (Nicotinamide Nucleotide Adenylyltransferase 1); y entre ambos
existe una region unica de 18 aminoacidos, generada por la transcripcion del UTR 5 de la
secuencia de NMNAT-1 (Coleman et al.,, 1998). La Figura 3 muestra un esquema de dicha

secuencia (modificado de Coleman et al., 2010).

wid18
N70 | Nmnat1

WidS

Figura 3. Esquema de la secuencia de WId®. N70: 70 aminoacidos N-Terminales de WIds, que corresponden a la
region N-terminal de Ube4b. WIds18: regién de 18 aminoacidos generada por la transcripcion del UTR 5’ de la secuencia
de NMNAT-1. Nmnat1: 285 aminoéacidos C-Terminales de WId® que corresponden a la secuencia completa de NMNAT-1.
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La relevancia de la proteina WId® en el enlentecimiento de la DW queda evidenciada por el hecho
de que axones WT a los que se le induce su expresion y son seccionados, reproducen el fenotipo
caracteristico de los axones derivados de las cepas mutantes wld® (Mack et al., 2001; Araki et al.,
2004). Tal efecto ha sido descrito en ratones, ratas, moscas y modelos de cultivo de células (Wang
et al., 2001; Araki et al., 2004; Adalbert et al., 2005; Hoopfer et al., 2006; Macdonald et al., 2006;).
Se ha observado que la mutacion también protege a axones del SNC en varios modelos animales
de enfermedades neurodegenerativas humanas (Ferri et al., 2003; Gillingwater et al., 2004 y 2006;
Sajadi et al., 2004; Fischer et al. 2005). Ademas, a diferencia de otras mutaciones que también
influyen en el proceso de DW, el enlentecimiento de la DW en mutantes wid® es intrinseco de los
axones y no debido a una respuesta de los macréfagos (Perry et al., 1990a), o de la glia (Glass et
al., 1993).

En conjunto, estos datos sugieren que los axones probablemente compartan mecanismos similares
de degeneracion, mas alla de su origen y localizaciéon; y que no se trataria, como se creia
inicialmente, de degeneracién causada por el bloqueo del transporte axonal y la privacion del
abastecimiento de factores imprescindibles para la supervivencia (Zhai Q et al., 2003; Macinnis &
Campenot, 2005), ni tampoco Unicamente por el ingreso de sustancias desde el medio externo
mediante el sitio de lesion (Schlaepfer, 1974; George et al., 1995; Tsao et al.,1999). Al contrario,
invita a pensar en la existencia de un mecanismo activo de autodestruccion intrinseco del axén
(Buckmaster et al., 1995; Raff et al., 2002; Tsao et al., 1999). Esta condicion de proceso activo
promovié la idea de que el mecanismo subyacente a la DW quizas compartiera algunos principios
con la apoptosis (Perry et al., 1990a; Buckmaster et al., 1995; Raff et al., 2002); sin embargo, existe
evidencia que sugiere lo contrario, principalmente, porque no requiere sintesis de proteinas (Gilley
& Coleman, 2010), ni parecen estar involucrada la activacion de caspasas ni de cistein-proteasas
(Finn et al., 2000). Ante ello, la DW resulta un proceso cuyas bases moleculares aun no estan del

todo comprendidas.

2.3.3.3. La participacién de cada dominio
El rearreglo genémico de los C57BL/wlid® retiene los genes enddégenos de NMNAT-1 y Ube4b, y las

proteinas codificadas por estos se expresan en niveles normales, descartando una pérdida de
funcién (Gillingwater et al.,, 2002; Conforti et al.,, 2007b). Al contrario, se propone que
probablemente la presencia de WId® impliqgue una ganancia de funcién, aunque aln se desconoce
si se trata de una funcién totalmente nueva o si en realidad fortalece o imita la de una proteina

enddgena.
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Al tratarse de una proteina fusion, una de las mayores discusiones recae sobre la participacion de
cada dominio en el efecto neuroprotector. Ube4b es un factor de ubiquitinacion responsable del
ensamblaje secuencial de moléculas de ubiquitina (Hatakeyama et al., 2001); no obstante, los 70
aminoacidos expresados en la proteina WId® solo representan un 6% de su secuencia total y
carecen de la actividad para multiubiquitinacion (Mack et al., 2001; Coleman & Perry 2002). Se ha
propuesto que la fraccion de Ube4b podria contribuir mediante una inhibicion dominante negativa
del Ube4b enddgeno y una consecuente disrupcion del UPS -importante para la regulacion de la
degeneracion del axon- (Zhai et al., 2003; Macinnis & Campenot, 2005); o alternativamente, que
podria influir en la localizaciéon de WId®, dirigiendo la sintesis de NAD" llevada a cabo por la
NMNAT-1 o de maquinaria del UPS con las que podria asociarse (Beirowski et al., 2009; Avery et
al., 2009).

A pesar de esto, la sobreexpresion individual del N70 in vitro ha mostrado no ejercer un efecto
neuroprotector (Araki et al., 2004; Wang et al., 2005), lo cual condujo mayor atencion a NMNAT-1.
Esta es una enzima de localizacion nuclear, responsable del ultimo paso en la via de biosintesis del
NAD", para lo cual utiliza mononucledtido de nicotinamida (NMN) como sustrato (Magni et al.,
2004). NMNAT-1 también puede catalizar la formacién de acido nicotinico adenina dinucledtido
(NaAD) a partir de acido nicotinicomononucleétido (NaMN) (Magni et al., 2004), aunque esta
reaccion parece tener menor relevancia a nivel celular. En la proteina WId®, su secuencia y
actividad estan intactas (Coleman et al.,, 1998), y se ha propuesto que podria actuar como una
chaperona (Zhai et al., 2006 y 2008) o mediante su actividad biosintética de NAD" (Araki et al.,
2004; Wang et al., 2005). No obstante, experimentos donde NMNAT-1 fue sobreexpresada
condujeron a resultados controversiales: mientras in vitro si ejerce un efecto neuroprotector,
aungue con un grado significativamente menor que WId® (Araki et al., 2004; Wang et al., 2005;

Sasaki et al., 2009), in vivo mostr6 no hacerlo (Conforti et al., 2007a; Yahata et al., 2009).

Tales diferencias, junto con resultados que muestran que el efecto neuroprotector depende del
nivel de expresion de la proteina (Yahata et al., 2009), llevaron a reconsiderar la importancia de la
localizaciéon de la proteina. Tanto NMNAT-1 como WId® son principalmente nucleares (Mack et al.,
2001; Magni et al., 2004), no obstante, la localizacion ectdpica que estas presentan debido a la
sobreexpresion podria estar favoreciendo la neuroproteccion (Yahata et al., 2009; Beirowski et al.,
2009). Ademas, se ha demostrado que la presencia de WId® en axones es necesaria para ejercer
su efecto neuroprotector (Cohen et al., 2012). Por otra parte, no se observo neuroproteccion in
vivo cuando la proteina sobreexpresada era una WId® carente de la actividad catalitica de NMNAT-
1 (Yahata et al., 2009; Avery et al., 2009); y consistente con la idea de la localizacion ectopica
previamente mencionada, si se observo efecto neuroprotector in vivo mediante la expresion a bajos
niveles de NMNAT-2, una version citosolica de NMNAT (Sasaki et al., 2009) o la sobreexpresion de

NMNAT-3, una versién mitocondrial de la misma (Yahata et al., 2009).
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Estos datos apoyan la idea de que NMNAT-1 tiene una participacion crucial en la funcién
neuroprotectora de WId®, y en particular mediante su actividad biosintética de NAD". No obstante,
NAD* presenta un rol importante en el metabolismo bioenergético, es sustrato para la
desacetilacién de proteinas por sirtuinas, para la sintesis de Adenosin difosfato (ADP) ciclica y
ribosa -ambos reguladores del almacenamiento interno de calcio-, para la mono y poli ADP-
ribosilacién de proteinas (Hassa et al. 2006, Pollak et al. 2007), y para sintetizar NADP* -cuya
forma reducida tiene un papel importante en la detoxificacién y la defensa oxidativa- (Pollak et al.
2007); por lo que el mecanismo mediante el cual podria ejercer la proteccion aun no esta claro.

2.3.3.4. Laidentificacion de interacciones proteina-WId® para entender su funcién
En sintesis, puede decirse que WId® forma parte del grupo de otras proteinas quiméricas cuya

actividad es mas que la suma de sus partes (Campbell et al., 1997; Fujimoto et al., 1996). No basta
con la actividad individual de cada una de ellas, sino que varios dominios de la proteina podrian
estar involucrados en el proceso de neuroproteccion. De hecho, no solo mediante su propia
actividad, sino también al interactuar con otras proteinas que podrian estar afectando su actividad,

la actividad de otros dominios o incluso determinando la localizacién de la proteina.

Por ejemplo, se ha demostrado que aunque la sobreexpresion individual de Ube4b no produce
neuroproteccion (Araki et al., 2004; Wang et al., 2005), la deleciéon del N70 de WId® determina la
supresion completa de la neuroproteccién en ratones (Conforti et al., 2009) y una disminucién
pronunciada en Drosophila, hasta niveles similares a los encontrados por la sobreexpresion
individual de NMNAT-1 (Avery et al., 2009). En particular, se propuso que el fragmento de 16
aminoéacidos N-Terminales de WId® que forman parte de N70 (N16) interacciona con VCP (Valosin-
Containing Protein), una ATPasa de la familia AAA con un rol clave en el UPS (Dai & Li, 2001;
Jarosch et al., 2002; Wang et al., 2004). Conforme a esto, el reemplazo de N16 de WId® con un
dominio de unién a VCP en ratones, conduce a una neuroproteccion a nivel de la ejercida por Wid®;
y por otro lado, el silenciamiento de VCP por ARN de interferencia en moscas es suficiente para
suprimir la proteccién axonal por WId® a niveles indistinguibles de los alcanzados por la
sobreexpresion individual de NMNAT-1 (Conforti et al., 2009).

Es interesante destacar que a excepcion de VCP, no se han descrito mecanismos de regulacion
metabdlica que tengan en WId® un efector o un blanco, ni tampoco ha habido estudios tendientes a
identificar interacciones proteicas con WId® que impliquen regulacién y/o sefializacion metabdlica.
La Unica descrita es la interacciéon WId*-VCP, dato que surge a partir de ensayos de interaccion in
vitro y utilizando WId® expresada en bacterias, una aproximacién que, si bien es valida, también

pierde mucha informacion relativa a interacciones proteicas que ocurren en un sistema eucariota.
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Esta pasantia parte la hipétesis de que deben existir mas interactores de WId® que los actualmente
descritos, y que su identificacibn es un paso importante para entender el mecanismo por el cual
esta proteina ejerce la neuroproteccion. En ese sentido, se propone expresar transitoriamente Wid®
en un sistema eucariota (células HEK-293) con el objetivo de recrear las interacciones WId®-

proteina en la célula y entonces luego purificar los complejos formados.

Es decir, se pretende llevar a cabo los pasos iniciales de un proyecto mayor cuyo objetivo es la
identificacion de proteinas potencialmente involucradas en el mecanismo de neuroproteccion
mediada por WId®. Si bien la linea celular a utilizar representa un modelo relativamente alejado de
la neurona, consideramos que es altamente probable que algunos interactores estén conservados,
sea aquellos involucrados en el transporte de la proteina, u otros que participen en vias

metabdlicas que podrian estar involucradas en la neuroproteccion.

2.4. Expectativas de esta pasantia
En conclusién, la Degeneracién Walleriana se presenta como un modelo Gtil para el estudio de

varios procesos patoldgicos que involucran a los axones, y en ese contexto, las condiciones
experimentales de las que se reporta un efecto neuroprotector, sean intervenciones farmacoldgicas
como el tratamiento con resveratrol, asi como intervenciones moleculares como la expresion de la
proteina WId®, constituyen herramientas importantes que podrian colaborar en el entendimiento de
algunos mecanismos subyacentes a los procesos degenerativos, asi como para la busqueda de
nuevas estrategias para su tratamiento. Sus mecanismos de accién no estan claros y muy
probablemente encierren alguna clave funcional, ignorada hasta el presente, que ayude a
comprender mejor no solo la etiopatogenia de muchas degeneraciones, sino también la fisiologia

axonal normal.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general
Estudiar el proceso de Degeneracion Walleriana como modelo para entender y potencialmente

tratar la degeneracién axonal en diversos contextos, sea de traumatismo o de enfermedad,
considerando fenbmenos de neuroproteccion ya descritos como un abordaje Gtil para lograr un

acercamiento a las bases moleculares del mismo.

3.2. Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto neuroprotector del resveratrol en un modelo in vitro de Degeneracion

Walleriana y la posible participacion de SIRT1 en dicho efecto.
2. Inducir la expresion de la proteina WId® en un sistema eucariota en pos de identificar proteinas

gue se asocian a ella y que potencialmente estén involucradas en el efecto neuroprotector esta
ejerce.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Estudio del efecto del resveratrol en la Degeneracién Walleriana

4.1.1. Cultivo de explantos de ganglios de laraiz dorsal (DRG)
Se extirpan DRG de ratones de 0 a 7 dias de vida, se colectan en Hanks’ Salt Balanced Solution

(HBSS) y se los lava con medio Neurobasal (Gibco) suplementado con B27 y Glutamax
(Invitrogen). Luego los ganglios son colocados en placas de 35 mm tratadas con poli-L-lisina y se
mantienen durante 2 a 3 dias en medio Neurobasal suplementado con B27, Glutamax, penicilina/
estreptomicina (Invitrogen) y Nerve Growth Factor (NGF-2s a 50 ng/ml, Invitrogen). Una vez que los
cultivos alcanzan un campo axonal de aproximadamente 2 mm de didmetro, se procede a realizar
la seccion de los axones mediante una hoja de bisturi quirdrgico n°® 15. Los tratamientos
farmacoldgicos se llevan a cabo previo o inmediatamente después de la seccion de los axones,

como se describe a continuacion.

4.1.2. Tratamientos farmacoldgicos
Los tratamientos con NAD" (Sigma) son en concentracion 1 mM o 10 mM y se lo afiade al medio de

cultivo 24 horas antes de la seccién de los axones, 0 en caso de especificarlo, inmediatamente
después de esta. Los tratamientos con resveratrol (Enzo Life Sciences International) son en
concentracion 50 uM y se lo afiade al medio de cultivo 4 horas previo a la seccién de los axones
(con reposicién a las 2 horas para evitar la total deplecién del farmaco), o en caso de especificarlo,
inmediatamente después de esta. Los tratamientos con Suramina (Biomol International) son en

concentracion 100 uM y se la afiade junto con el resveratrol.

4.1.3. Cuantificacion de la degeneracion axonal in vitro
La cuantificacion de la degeneracion axonal se llevé a cabo mediante dos criterios alternativos: a)

contando el numero de axones en el campo del microscopio inmediatamente después de la seccion
y expresando la degeneracion como el porcentaje de axones remanentes en la placa que no
presentan evidencia de fragmentacion; y b) expresando la degeneracion como el nimero de beads
-distenciones localizadas en el axolema- a lo largo de 100 um de axén. El numero de beads fue
medido en aquellos axones que son identificables en toda su longitud (mayor a 70 um) en los
sucesivos registros. Para ambos criterios se registran medidas de degeneracion correspondiendo a
las 0, 12, 24 y 36 horas post-seccion. Los axones fueron observados utilizando un microscopio
Nikon Diaphot-300 con objetivo de contraste de fase 10 X y fotografiados con una camara digital

Micrometrix.
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4.1.4. Estadistica
Los valores que corresponden a la cuantificacion de degeneracion axonal estan presentados como

la media + error estandar de la media (EEM). Cada condicién experimental comprende al menos 5
experimentos independientes (5 animales diferentes). A su vez, de cada animal se analizan al
menos 10 campos axonales por condicion experimental y se registraron 3 medidas de
degeneracion por campo. Las significancia de las diferencias entre las medias fueron estudiadas
mediante Test de Student de 2 colas o ANOVA de una via. Los valores se consideran significativos

cuando el p-valor es menor a 0,05.

4.2. Expresion y purificacion de la proteina WIds en HEK-293

4.2.1. Caracterizacién del plasmido
El vector plasmidico que contiene la secuencia codificante para la proteina WIds fue gentileza de

Zhigang He (Division of Neuroscience, Children’s Hospital, Harvard Medical School; Wang et al.,
2005). La secuenciacion de la region codificante contenida entre los sitios de clonado fue llevada a
cabo en Mayo Clinic DNA Sequencing Core Facility, Rochester, MN, USA. Los primers (cebadores)
utilizados fueron los siguientes: Forward primer: 5AGCGCTTGGTTTAATGACGGCTTGS',
perteneciente a la region CAG;Reverse primer: 5CATAGCGTAAAAGGAGCAACAZJ', perteneciente
a la region WPRE. La alineacion del fragmento secuenciado se llevé a cabo en la plataforma del
National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast). Las
secuencias contra las que se alineé el fragmento secuenciado son: secuencia codificante (CDS) de
Wids (GenBank: AF260924.1), CDS de Ube4b (NCBI: NM_022022.3) y secuencia completa de
NMNAT-1 (NCBI: NM_133435.1). La Figura 4 muestra un esquema del vector utilizado.

4.2.2. Produccion del plasmido
Se llevé a cabo la transformacion de células competentes E.coli MAX Efficiency® Stbl2™

(Invitrogen), segun las indicaciones del fabricante. Las células transformadas son plaqueadas en
un medio sélido de agar con medio Luria-Bertani (LB) y ampicilina (Gibco), e incubadas 16 horas a
30 °C. Se elige una colonia entre las que crecieron en las condiciones anteriormente descritas y se
la re-siembra en 200 ml de medio liquido LB con ampicilina a 30 °C durante 16 horas en agitacion
constante. Las bacterias son purificadas mediante centrifugacion a 5000 g durante 15 minutos y
conservadas a -20°C o inmediatamente procesadas. La purificacion del plasmido se llevé a cabo
utilizando el kit PureLink™ Hi Pure Plasmid Maxiprep Kit (Invitrogen). Por ultimo, se cuantifica y
verifica el grado de pureza y calidad del plasmido mediante espectrofotometria y se conserva a -

20°C hasta su posterior utilizacion.
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Figura 4. Esquema del vector plasmidico. WIds-HA: secuencia codificante para la proteina WId® con tag HA
(Hemaglutinina) incorporado. CAG: CMV IE enhancer - Chicken b-actin promoter. WPRE: Woodchack post-transcriptional
regulatory element. PolyA: Human growth hormone poly-A. LITR: left AAV-2 inverted terminal repeat. RITR: right AAV-2
inverted terminal repeat. Amp+: gen de resistencia a la ampicilina. A ambos lados de la secuencia codificante se
muestran las enzimas de restriccion que poseen sitios de corte en los sitios de clonado.

4.2.3. Transfeccion de células HEK-293
Células HEK-293 son cultivadas en placas de 100 mm, mantenidas con Dulbecco's Modified Eagle

Medium (D-MEM) suplementado con Suero Fetal Bovino (FBS, Gibco) al 10%, Glutamax
(Invitrogen) y antibiéticos (Penicilina-Estreptomicina-Neomicina, Invitrogen). Una vez que los
cultivos alcanzan una confluencia del 70%-80%, se procede con el protocolo de transfeccion
mediante Lipofectamine LTX™ Reagent (Invitrogen), segun las indicaciones del fabricante: se retira
el medio de cultivo de cada placa y en su lugar se afilade D-MEM sin complementos; luego se
agrega por goteo 400 pl de la solucién de plasmido-Lipofectamine (8 ug de plasmido y 16 ul de
Lipofectamine por placa) y las células son incubadas a 37°C en un incubador de CO,.
Transcurridas 6 horas, el medio se reemplaza por nuevo medio D-MEM suplementado y las células

vuelven a ser incubadas durante 24 horas mas para que continien expresando la proteina.

La optimizacién del protocolo de transfeccion fue llevada a cabo a partir de células HEK-293
cultivadas en placas de 35 mm. Se mantuvo constante el volumen de Lipofectamine utilizado (2 pl)
y se vario la cantidad de plasmido. Fueron testeadas 8 condiciones: 0.17, 0.33, 0.5, 0.67, 1, 1.3 1.5
y 2.6 pg de plasmido. La evaluacién de la eficacia de transfeccién se llevd a cabo mediante
ensayos de inmunofluorescencia segun lo descrito en la siguiente seccion. Una vez obtenidos los

valores del protocolo optimizado, estos fueron adaptados al volumen de las placas de 100 mm.
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4.2.4. Ensayos de inmunofluorescencia
Previo a sembrar las células HEK-293 en las placas, en el interior de estas se colocan vidrios

tratados con poli-L-lisina. Finalizado el protocolo de transfeccién y habiendo permitido que las
células expresasen la proteina, los vidrios son retirados de la placa y lavados brevemente con
HBSS con calcio. Luego se procede a incubarlos en paraformaldehido al 4% (v/v), a 37°C durante
15 min, para la fijacion de las células. Se procede con un lavado de 5 minutos con una solucion de
Buffer Fosfato Salino (PBS) y Triton al 0.05% (v/v) y luego tres lavados de 5 minutos con PBS
.Posteriormente se lleva a cabo la etapa de bloqueo incubando los vidrios en una solucién de PBS
y FBS al 10% (v/v), durante 30 min. Luego se procede con la incubacién con el anticuerpo primario
anti-tag HA policlonal hecho en conejo (Invitrogen, n° de catalogo: 71-5500) en concentracion
1:250, overnight a 4°C. Luego se procede con tres lavados de 5 minutos con PBS y posteriormente
con la incubacion con el anticuerpo secundario conjugado Alexa 488 anti IgG de conejo (Invitrogen,
n° de catédlogo: 11008) en concentracion 1:3000, durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez
finalizada la incubacién se realizan tres lavados de 5 minutos con PBS y se procede a incubar con
Hoechst (Sigma) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se realiza un lavado por
inmersion en H,O mQ y por ultimo se procede a montar los vidrios en Gold Antifade (Invitrogen).
Los preparados fueron observados mediante un microscopio Invertido Olympus BX61 con un
objetivo de 60 X y 1,4 de apertura numérica. Las fotografias fueron tomadas mediante una camara
digital Olympus DP70 utilizando los mismos parametros de exposicion para todas las condiciones

comprables.

4.2.5. Inmunoprecipitaciones
Cada inmunoprecipitacion fue llevada a cabo a partir de células HEK-293 transfectadas recogidas

de dos placas de 100 mm con una confluencia aproximada del 90%. Las células plagueadas son
lavadas con HBSS sin calcio y luego despegadas mecanicamente mediante una pipeta Pasteur
pulida a fuego. Las células en suspension son posteriormente centrifugadas y lavadas con HBSS
sin calcio. Se realiza una nueva centrifugacion y finalmente se las resuspende en buffer NTEN (Tris
pH 7.4 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, NP40 0.5%) suplementado con un coctel de inhibidores
de proteasas (5 mg/ml, Roche), nicotinamida (50 mM, Sigma) y Tricostatina (5 mM Enzo Life
Sciences International). Luego se procede a homogeneizar las células para entonces centrifugar el
homogenado a 10000 rpm, durante 10 min a 4°C. Se conserva el sobrenadante, del cual se
cuantifica la proteina total recuperada mediante espectrometria (Pierce™ BCA Protein Assay Kit).
Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo incubando un volumen suficiente de sobrenadante
para que hubiese 1 mg de proteina total, junto con 50 pul de proteina A-G Sepharosa (Santa Cruz
Biotechnology Inc.) y 5 pg anticuerpo anti-tag HA monoclonal hecho en raton (Abcam, n° de

catalogo: ab18181), durante una hora a 4°C en agitacién constante. Una vez finalizada la
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inmunoprecipitacion, se procede centrifugar brevemente y conservar el sobrenadante; esta fraccion
sera el Post IP que permite evaluar la eficacia de la inmunoprecipitacién. El inmunoprecipitado es
lavado con buffer NETN para desestabilizar interacciones inespecificas. Se centrifuga brevemente
y descarta el sobrenadante. Se repite lo anterior tres veces. El Post-IP e inmunoprecipitado son

procesados inmediatamente como se describe a continuacion.

4.2.6. Western Blots
Para confirmar la presencia de WId®en las fracciones de los homogenados (sobrenadante y pellet),

en los inmunoprecipitados y en el sobrenadante recogido luego de la inmunoprecipitacién, dichas
muestras son eluidas en amortiguador de carga (Tris 62,5 mM pH 6.8, 2% Dodecil Sulfato de Sodio
(SDS), 10% glicerol, 10% B-ME, 0,01% azul de bromofenol) y calentadas a 100°C durante 1 minuto.
Luego son cargadas gel de poliacrilamida discontinuo (SDS-PAGE) para electroforesis
desnaturalizante con entrecruzamiento del 10% para el gel resolutivo y de 5% para el gel
concentrador. Una vez finalizada la corrida se procede a realizar la transferencia de proteinas a
una membrana de Polifluoruro de Vinilideno (PVDF). La membrana es bloqueada mediante
incubacién en solucién de Tris-buffered saline with Tween (TBST) y leche en polvo descremada al
5% durante una hora. Posteriormente se procede con un lavado de 5 minutos con TBST y con la
incubacién con anticuerpo primario anti-tag HA policlonal hecho en conejo (Invitrogen, n° de
catalogo: 71-5500), en concentracién 1:1000, overnight a 4°C en agitacion constante. A ello le
suceden tres lavados de 5 minutos con TBST y luego la incubacion con proteina A-HRP (GE
Healthcare, Amersham) en concentraciéon 1:5000 durante una hora. Luego de tres lavados de 5
minutos con TBST se procede a revelar con Novex® ECL Chemiluminescent Substrate Reagent Kit

(Invitrogen) segun las indicaciones del fabricante.

Para verificar la presencia de SIRT1 en los inmunoprecipitados se llevé a cabo el stripping de una
membrana para la cual se habia confirmado la presencia de WId®. Para ello la membrana es
incubada con guanidina 7 M, durante 15 minutos agitacion constante a temperatura ambiente.
Finalizada la incubacion, se lava la membrana con abundante H,O mQ y posteriormente con TBST.
A continuacion se procede con el Western Blot pero utilizando como anticuerpo primario un anti-

SIRT1 policlonal hecho en conejo (Abcam, n° de catalogo: ab12193).
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5. Resultados y discusion

5.1. Estudio del efecto del resveratrol en la Degeneracion Walleriana

5.1.1. Cuantificacién de la degeneracion axonal
En lo que refiere a la Degeneracién Walleriana (DW), un posible efecto neuroprotector se evalla en

base a diferencias en el grado de degeneracién axonal. Siendo asi, resulta imprescindible
especificar el método mediante el cual se cuantificara dicho pardmetro y si es posible, las

consideraciones que deben tenerse para con este a la hora de interpretar los resultados.

Estudios previos han demostrado que el tratamiento con NAD" a concentraciones elevadas (e.g. 5
y 20 mM) ejerce un efecto neuroprotector en modelos de DW in vitro (Wang et al, 2005). En esta
pasantia, dicha condicién fue utilizada como referencia de efecto neuroprotector, a partir de la cual

se evalud la precision de los posibles métodos de cuantificacion de degeneracion axonal a utilizar.

Se cultivaron ganglios de la raiz dorsal (DRG) in vitro y se les indujo DW, segun lo descrito en
Materiales y Métodos. La Figura 5 muestra el seguimiento temporal de la degeneracion axonal de
neuronas no tratadas (Control) y de neuronas tratadas con NAD* 10 mM. Para cada condicién se
muestra un mismo campo axonal fotografiado en los tiempos 0, 12, 24 y 36 horas post- seccién de

los axones.

Figura 5. Seguimiento temporal de Degeneracién Walleriana de neuronas cultivadas in vitro. Se compara la
degeneracién en neuronas no tratadas (Control) y tratadas con NAD* 10 mM. Obsérvese el efecto neuroprotector ejercido
por el tratamiento con NAD". La barra representa 50 pm.

En la Figura 5 es posible observar los cambios morfolégicos que sufren los axones en proceso de
DW, en las primeras horas post-seccion. En particular, se destaca el efecto neuroprotector del
tratamiento con NAD" a concentracion elevada.
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El grado de degeneracion axonal fue medido mediante dos criterios diferentes. Uno de ellos se
basa en la distincidon entre “axones sanos” y “axones degenerados” segun parametros morfolégicos
(Araki et al, 2004; Wang et al, 2005). El otro se basa en la presencia de beads a lo largo de una
cierta distancia del axon -distenciones locales del axolema que representan uno de los primeros
signos de degeneracion axonal (Kilinc et al, 2008)-. Las Figuras 6 A y B representan la

cuantificacion de la degeneracion axonal llevada a cabo segun uno y otro criterio, respectivamente.
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Figura 6. Cuantificacion de la degeneracion axonal segun dos criterios alternativos. A. Grado de degeneracion
axonal expresada como porcentaje de “axones sanos” remanentes post-seccién respecto al nimero de axones pre-
seccion; cada punto en el grafico representa el valor de la media de un grupo de axones representativos a diferentes
tiempos. B. Grado de degeneracion axonal de los mismos campos axonales pero en base a la presencia de beads; cada
punto en el gréafico representa el nimero de beads presentes en 100 pm del largo de un grupo de axones representativos.
Las barras en Ay B representan el EEM.
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Si bien se observa una clara correlacién entre los resultados obtenidos por ambos criterios, el que
se basa en el nimero de beads a lo largo del axon presenta ciertas ventajas. Primero, la
cuantificacibn de beads permite que en un mismo “axén degenerado” puedan identificarse
diferentes grados de degeneracién. Esto permite diferenciar con mayor eficiencia eventos
degenerativos tempranos; de hecho, en las Figuras 6 A y B se observa que las diferencias entre el
grado de degeneracién que presentan los axones de neuronas no tratadas y los de neuronas
tratadas con NAD", resultan mas significativas -presentan un p valor menor- cuando se utiliza el

criterio en base a la presencia de beads.

Por otro lado, la degeneraciébn axonal suele verse influenciada por varias condiciones
experimentales como los componentes del medio de cultivo, la edad de los animales a partir de los
cuales se obtuvieron las neuronas o el tiempo de su cultivo in vitro, entre otros. Esto hace que se
dificulte la comparacion de resultados; no obstante, incluso si las condiciones fueran las mismas,
diferencias en el criterio utilizado para evaluar la cuantificacién axonal o incluso en lo que se
considera como un axon “sano” o uno “degenerante”, pueden llevar a resultados contradictorios.
Podria este ser el caso del efecto del resveratrol en el curso de la DW, del cual se ha reportado un
efecto tanto neuroprotector, como nulo o incluso deletéreo (Araki et al., 2004; Conforti et al., 2007b;
Suzuki & Koike, 2007). Ante ello, la definicion de “bead” resulta menos ambigua y de este modo, se
trata de un criterio no tan subjetivo, permitiendo una comparacion mas valedera de datos

registrados por observadores diferentes.

5.1.2. Evaluacién del efecto neuroprotector del resveratrol
Dado que el efecto del resveratrol en la Degeneracion Walleriana es aun un tema controversial,

resulta pertinente llevar a cabo nuevos estudios sobre este asunto. Se procedié entonces a evaluar
el posible efecto neuroprotector del resveratrol tomando como referencia al efecto neuroprotector

gjercido por el tratamiento con NAD" a concentracion elevada, registrado anteriormente.

Se trabaj6é con explantos de DRG cultivados in vitro tratados con RSV 4 horas previo a la seccion
de los axones, en tres condiciones: sin tratamiento con NAD"; tratamiento con NAD* 1 mM, cuyo
efecto neuroprotector es controversial (Araki et al., 2004; Wang et al, 2005, Conforti et al., 2007b); y
tratamiento con NAD" 10 mM, cuyo efecto neuroprotector se registré anteriormente (Wang et al,

2005; véase Figura 5). Para los detalles de cada tratamiento, véase Materiales y Métodos.

La Figura 7 muestra el grado de degeneracion axonal a las 12 horas post-seccion de los axones
cultivados en las condiciones recién descritas, en funcion del nimero de beads presentes a lo largo

del axon.
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Figura 7. Efecto del resveratrol en la degeneracion Walleriana. Se muestra la cuantificacion de la degeneracion
axonal 12 horas post-seccién de DRG tratados con diferentes concentraciones de NAD™: 0 mM, 1 mM y 10 mM. En cada
grupo se compara la degeneracion axonal observada cuando los DRG ademas fueron tratados con RSV 50 uM durante 4
horas previo a la seccién de los axones. Las barras corresponden al EEM.

En la Figura 7 se observa como, en concordancia con lo descrito por Wang et al. (2005), el
tratamiento con NAD+ solo ejerce un efecto neuroprotector cuando es en concentracion elevada.
Se observa ademas que el tratamiento con RSV a 50 uM ejerce un efecto neuroprotector por si
mismo: tanto en neuronas que no fueron tratadas con NAD" como en aquellas tratadas con NAD" a

baja concentracion se observa una disminucion significativa del grado de degeneracion axonal.

Por otra parte, cuando los explantos fueron tratados con NAD" 10 mM y RSV, el efecto
neuroprotector observado no es significativamente diferente al ejercido por el tratamiento con NAD*
10 mM solo. A pesar de que cuando se realizan ambos tratamientos se observa una cierta mejora
del efecto neuroprotector del tratamiento con RSV, definir qué tipo de relacion existe entre ambos
tratamientos, si uno enmascara al otro o0 si en cambio resultan en un efecto sinérgico, requiere de

otros experimentos que exceden las expectativas de esta pasantia.

El efecto neuroprotector de RSV observado en la Figura 7 no concuerda con el efecto nulo descrito
por Conforti et al. (2007b). Dicho estudio fue llevado a cabo utilizando el mismo modelo aqui
planteado (neuronas de DRG cultivadas in vitro e induccion de DW por seccion de axones) pero el
tratamiento con RSV se realizé a concentracién 100 uM y 24 horas previo de la seccion de los
axones. Las diferencias observadas podrian entonces deberse a las diferencias en la

concentracion y el tiempo del tratamiento.
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En cuanto a la concentracion; se ha observado que el tratamiento con RSV en concentracion 100
UM afecta la respiracion mitocondrial, disminuyéndola a un 60% de la capacidad total; valor
cercano al observado por tratamiento con el inhibidor de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial Oligomicina, en concentracion 5 uM (Nin et al., 2012, Material Suplementario). En
particular, se ha mostrado que el RSV inhibe la actividad de la ATPsintasa (F1Fo-ATPasa) al unirse
a la subunidad y del complejo F1 (Zheng & Ramirez, 2000, Gledhill et al., 2007). El efecto de RSV
sobre la respiraciéon mitocondrial tiene como resultado la disminucion de la relacion ATP/AMP, con
la consecuente la activacion de AMPK, proteina clave en la respuesta al estrés celular. Sin
embargo, este efecto de RSV sobre AMPK depende de la dosis administrada; cuando la
concentracion de RSV es menor a 10 uM, no ocurre la activacion de dicha quinasa, pero si de otros
blancos de este compuesto (Price et al., 2012). Estos datos sugieren que el efecto neuroprotector
del RSV podria ser dependiente de la concentracion utilizada, segun si esta es o no suficiente para
activar AMPK, y brinda una explicacién a las diferencias encontradas entre los resultados aqui
observados y los reportados por Conforti.

Sobre el tiempo del tratamiento, Suzuki & Koike (2007) observaron que el tratamiento con RSV con
mas de 24 horas de incubacion resulta adverso. Aunque estos resultados fueron obtenidos a partir
de otro modelo (neuronas granulosas de cerebelo cultivadas in vitro e induccién de DW mediante
tratamiento con colchicina), son datos que sugieren una relacion entre el efecto del RSV en la DW
y la duracion del tratamiento. Por ejemplo, los resultados observados en la Figura 7 coinciden con
los reportados por Araki et al. (2004); pero esta concordancia es dificil de analizar de forma estricta
si consideramos lo recién discutido. En el mencionado trabajo, se plantea que el tratamiento con
RSV (10, 50 y 100 yM) “previo a la seccién de los axones” ejerce un efecto neuroprotector, pero no

se especifica el tiempo de incubacion, haciéndose imposible una adecuada comparacion de datos.

Dado que las bases moleculares de los efectos ejercidos por resveratrol se desconocen,
especificar las condiciones en las que se llevan a cabo cada tratamiento resulta imprescindible para
una primera aproximacion a las mismas. Las diferencias en el efecto observado segun el tiempo
de incubacion pueden dirigir la atencion a vias cuya madificacion durante determinado tiempo se
vuelva adversa. También surge la interrogante de si diferencias en el momento del tratamiento
también influya en el efecto del resveratrol, lo cual podria sugerir si estan o no involucrados

cambios en la expresion génica.

Ante esta interrogante en particular, se procedié a evaluar si el efecto neuroprotector del RSV a 50
UM también se observaba si el tratamiento era realizado después de la seccion de los axones. La
Figura 8 muestra el grado de degeneracion axonal a las 12 horas post-seccion de los axones de
neuronas tratadas con NAD® 1 mM y con RSV 50 uM previo a la seccién de los axones o

inmediatamente después de la misma.
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Figura 8. Influencia del momento del tratamiento con resveratrol sobre el efecto neuroprotector observado.
Cuantificacién de la degeneracién axonal 12 horas post-seccién de axones de neuronas tratadas con NAD" 1mM. Se
evalud el efecto del tratamiento con RSV 50 uM inmediatamente después de la seccién de los axones respecto al
tratamiento previo a la seccion ya registrado. Las barras representan el EEM.

En la Figura 8 es posible observar como el efecto neuroprotector del tratamiento con RSV previo a
la seccion de los axones no presenta diferencias significativas del efecto del tratamiento
inmediatamente después de esta. Esto sugiere que el RSV deberia estar ejerciendo un efecto local,
independiente de cambios en la expresién génica o de un posible efecto sobre proteinas presentes

en el ndcleo o soma neuronal.

5.1.3. Participacion de SIRT1 en el efecto neuroprotector ejercido por resveratrol
Como se describié en la seccion Introduccion, entre los diversos mecanismos propuestos para

explicar los efectos del resveratrol, recurrentemente se hace referencia a SIRT1, una desacetilasa
dependiente de NAD*. Como a nivel del sistema nervioso la activaciéon de SIRT1 ha mostrado
ejercer efectos beneficiosos en wuna amplia gama de modelos de enfermedades
neurodegenerativas (Zhang et al., 2011), representa un candidato interesante en cuanto a
participar en la neuroproteccion ejercida por resveratrol. Para evaluar tal hipétesis, se procedié a
estudiar qué sucedia con el efecto neuroprotector de resveratrol cuando los cultivos de DRG eran

simultdneamente tratados con suramina (SUR), un inhibidor de SIRT1 (Trapp et al, 2007).

La Figura 9 muestra fotografias al momento y a las 12 horas post-seccién de los axones, de los
tres grupos de DRG evaluados: unas tratadas solo con NAD" 1 mM, tratamiento que no ejerce
neuroproteccion (Wang et al., 2005, Conforti et al. 2007, véase Figura 7); otras con NAD" 1 mM y
RSV, condiciéon en la que previamente se registr6 neuroproteccion (véase Figura 7); y otras
tratadas con NAD" 1 mM, RSV y SUR. Adyacente se muestra la cuantificaciéon del grado de

degeneracion axonal a las 12 horas post-seccion de los axones.
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Figura 9: Participacién de SIRT1 en el efecto neuroprotector de resveratrol. A. Campos axonales fotografiados a las
0 y 12 horas post-seccién de axones de neuronas tratados con NAD" 1 mM, tratados con NAD* 1 mM y RSV 50 uM y
tratados con NAD* 1 mM, RSV 50 uM y suramina 100 puM. La barra corresponde a 50 um. B. Cuantificacién de la
degeneracion axonal 12 horas post-seccion de 10 a 16 campos axonales diferentes para cada condicion (de 4 a 6
animales diferentes). Las barras representan el EEM.

En la Figura 9 queda evidenciado como el tratamiento con suramina revierte de forma considerable
el efecto neuroprotector ejercido por RSV, registrdndose una degeneraciéon axonal similar a la
observada en axones de neuronas control. Esto sugiere que SIRT1 podria estar involucrada en el
efecto neuroprotector que ejerce el resveratrol en la Degeneracion Walleriana.

Dado que el efecto neuroprotector del resveratrol mostro tener un caracter local (véase Figura 8), la
participaciéon de SIRT1 entonces deberia involucrar la actividad desacetilasa sobre blancos
citosolicos. A pesar de que este tipo de blancos aun no han sido identificados y de que esta enzima
normalmente se reporta como una proteina exclusivamente nuclear, observada principalmente en
la cromatina y excluida del nucléolo (Langley et al, 2002; Sundararajan et al, 2005), es necesario
destacar que SIRT1 si ha sido observada fuera del nacleo (Aquilano et al, 2010) y en particular,
nosotros logramos observarla en el citoplasma de explantos de DRG cultivados in vitro, tanto a
nivel del soma como del axén (Calliari et al., 2013).
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En este mismo trabajo encontramos que el resveratrol induce la disociacién de SIRT1 de su
inhibidor endégeno DBC1 en neuronas de DRG, y que el efecto neuroprotector observado puede
ser recapitulado por el KO de DBCL1. En esta situacion, SIRT1 se encuentra constitutivamente
activa (Escande et al., 2010) y pudimos observar que el tratamiento con resveratrol no tiene un
efecto aditivo en la neuroproteccién. En suma, estos datos nos llevan a pensar que el resveratrol
podria ejercer su efecto neuroprotector mediante la activacion de SIRT1 al promover la disociacion
de su inhibidor DBC1, y que este hecho debe ocurrir a nivel de los axones. El trabajo completo que
incluye los resultados hasta aqui mostrados en este informe, junto con los recién mencionados, se

encuentra en el Anexo 1.

5.2. Expresion y purificacion de la proteina WId® en un sistema
eucariota: primera etapa en el estudio de su efecto neuroprotector

5.2.1. Caracterizacion y produccién del vector plasmidico
Como se describié anteriormente, la expresion de la proteina WId® determina un enlentecimiento de

la Degeneracion Walleriana. Dado que al dia de la fecha no se han descrito vias de regulacién
metabdlica que tengan en WId® un efector o un blanco, en esta pasantia se aspiré a llevar a cabo
los pasos iniciales para la identificacion de interactores de WId® que estén potencialmente

involucrados en el mecanismo de neuroproteccion mencionado.

La expresion de WId® en el sistema eucariota (células HEK-293) se llevd a cabo mediante la
transfeccién de un vector plasmidico, cortesia de Zhigang He (Division of Neuroscience, Children’s
Hospital, Harvard Medical School; Wang et al., 2005). Para confirmar que el plasmido contenia
efectivamente la secuencia correspondiente a WId®, se llevé a cabo la secuenciacién de la region

codificante ubicada entre los sitios de clonado, segun lo descrito en en Materiales y Métodos.

La region codificante resultd ser una secuencia de 1146 pares de bases. Esto coincide con el
nuimero esperado para la proteina WId® junto al tag-HA que tiene afiadido. De todos modos, se
procedi6 a alinear la secuencia obtenida con la secuencia codificante (CDS) de WId® contenida en
la base de datos del GenBank. La Figura 10 muestra una porcion de dicho alineamiento, asi como
también el alineamiento de la secuencia obtenida con la CDS de Ube4b y con la secuencia
completa de Nmnatl. Se verifica que el fragmento secuenciado del vector corresponde a la
secuencia de WId®, con un porcentaje de coincidencia del 99%. A su vez, el alineamiento con las
secuencias de Ube4b y Nmnatl, ambos con una coincidencia de 99%, permite identificar qué parte
de la secuencia de WId® corresponde a dichas proteinas. Tal andlisis concuerda con lo descrito en

la literatura (Coleman et al., 1998) y se muestra en el Anexo 2.
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Figura 10: Confirmacion de la secuencia de WId® en el vector plasmidico. Fraccion de alineamientos del fragmento
secuenciado con secuencias contenidas en bases de datos. A. Query: CDS de WId® (GenBank); B. Query: CDS de Ube4b
(NCBI). C. Query: Secuencia completa de Nmnatl (NCBI). En A, By C. Subject: Fragmento secuenciado.

Una vez confirmada la secuencia se procedi6 a transformar bacterias con el vector plasmidico, con

el fin de obtener una cantidad suficiente para realizar los experimentos de transfeccion. La

transformacioén y posterior purificacion del plasmido se llevé a cabo segun lo descrito en Materiales

y Métodos. A partir de varias purificaciones, se obtuvo un total de 456 pg de plasmido con

considerable pureza, mostrando un Axeo/Azgo de 1,96 y un Aggol/Azzg de 2,33.
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5.2.2. Transfeccion de células HEK-293 con el vector producido
Una vez que los cultivos de HEK-293 alcanzaban una confluencia del 70%-80%, se procedia a

realizar el protocolo de transfeccion con el vector plasmidico mediante Lipofectamine. La cantidad
de plasmido necesaria para lograr una eficiencia de transfeccién éptima se obtuvo variando las
condiciones experimentales y evaluando la eficiencia mediante ensayos de inmunofluorescencia.
Fueron testeadas 8 condiciones: 0.17, 0.33, 0.5, 0.67, 1, 1.3 1.5y 2.6 pg de plasmido. La Figura 11
muestra campos representativos de las células transfectadas con diferentes cantidades de
plasmido.

Hoechst HA-WIds Superposicion

Figura 11: Evaluacion de eficacia de transfeccion mediante ensayos de inmunofluorescencia. Fotografias
representativas de HEK-293 transfectadas segun 4 condiciones experimentales: 0 pg de ADN (Control), 0.67 pg de ADN,
1 ug de ADN y 1.3 ug de ADN. El volumen de Lipofectamine siempre fue 2 pl. Se muestra la marcacion del ADN con
Hoechst (azul), la marcacién de WId® mediante un anticuerpo anti-tag HA (verde) y la superposicion de estas dos Ultimas.
El recuadro blanco sefiala una célula con cromosomas mit6ticos y en la esquina superior izquierda se muestra su
magnificacion; nétese como la marcacion de WId® coincide con la del ADN. La barra representa 20 pm.

Control

1 ug 0.67 pg

1.3 ug
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Consecuente con lo descrito en la literatura, WId® se observa principalmente en el nicleo, con una

expresion muy baja en el citoplasma (Mack et al., 2001); También se observa que la proteina

parece estar asociada a la cromatina, ya que en células en las que se distinguen cromosomas

mitéticos, la marcacién de WId® corresponde mayormente a su forma (véase recuadro blanco en

condicién 1 pg de Figura 11).

La Tabla 1 muestra la eficacia de transfeccion para cada condicion experimental y la Figura 12

muestra la representacion grafica de los datos de la tabla. Se observa que la transfeccion con 1 ug

de ADN y 2 ul de Lipofectamine resulté la mas eficiente, con un porcentaje cercano al 100%.

Tabla 1. Cuantificacién de la Eficacia de transfeccion. Eficacia de transfeccion expresada como el porcentaje de
células transfectadas respecto a las células totales. Cada dato resume el registro de 4 campos con 50 a 150 células para
cada condicion experimental.

ug ADN Porcentaje de transfeccion Desvio estandar Error estandar de la media
0.17 pg 0 0 0
0.33 pg 5,14 1,67 0,83
0.5 ug 8,93 4,67 2,34
0.67 pg 31,39 8,00 4,00
1 g 97,87 0,88 0,44
1.3 ug 39,84 11,88 5,94
1.5ug 11,66 8,89 4,45
2.6 ug 1,50 2,59 1,50
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Figura 12. Eficacia de transfeccidn. Representacion grafica de los datos de la Tabla 1. Las barras representan el EEM.
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5.2.3. Aislamiento de WId® y sus proteinas asociadas mediante Inmunoprecipitacion
Las células transfectadas con el protocolo optimizado asi como otras en las que no se incluyé

plasmido en el protocolo de transfeccion (control) permanecian en cultivo durante 24 horas para
permitir que expresaran la proteina WId®, y luego se procedia a homogeneizarlas y centrifugarlas.
Dado que la WId® presenta mayormente una localizacion nuclear (Mack et al., 2001) y en particular
se observo lo que podria ser una asociacion al ADN (véase Figura 11), era posible una parte de
ella permaneciera en el pellet del homogenado. Como las inmunoprecipitaciones se llevan a cabo a
partir del sobrenadante, resulté necesario evaluar si la proteina efectivamente se hallaba presente
en esta fraccion o si era necesario un mayor tratamiento de los homogenados previo a la
centrifugacion. Se llevo a cabo un Western Blot del pellet y sobrenadante de las células, segun lo
descrito en Materiales y Métodos. El resultado se observa en la Figura 13.

3 F S '
&
o O e

- . — 39 kDa

Pellet SN

Figura 13. Presencia de WId® en los homogenados. Western Blot de pellet y sobrenadante (SN) de homogenados de
células transfectadas con el plasmido (HA-WIds) y sin el plasmido (control). Se utiliz6 como anticuerpo primario un anti-
tag HA y se revel6 por quimioluminiscencia.

A partir del estudio de la secuencia de WId® y su tag-HA adyacente, el peso molecular estimado es
de la proteina expresada es de 42.56 kDa. El que las bandas observadas en las fracciones de
células transfectadas se encuentren cercanas a los 39 kDa, confirman que la proteina identificada
mediante el anticuerpo utilizado es efectivamente WId®. Ademas, el Western Blot muestra como
parte de la proteina aln permanece en el pellet del homogenado. Esto puede ser resultado de la
asociacion al ADN, previamente mencionada, situacién en la que la proteina no seria del todo
recuperada mediante un buffer con detergente no iénico como el utilizado (véase Materiales y
Métodos). También puede deberse a que la sobreexpresion de la proteina haya provocado su
agregacion y precipitacion. En cualquier caso, la fraccion presente en el sobrenadante parece

suficiente para llevar a cabo las inmunoprecipitaciones.

Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo con anticuerpo anti-tag HA segun lo descrito en
Materiales y Métodos. La presencia de WId® en los inmunoprecipitados de células transfectadas fue

confirmada mediante Western Blot, como muestra la Figura 14.
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Figura 14. Presencia de WId® en los inmunoprecipitados. Western Blot de células transfectadas con el plasmido (HA-
WiIids) y sin el plasmido (control). Se evaluaron para ambos casos el sobrenadante de homogenado (Input), el
sobrenadante recogido luego de la inmunoprecipitacion (Post IP) y el inmunoprecipitado con anticuerpo anti-tag HA (IP:
HA). Se utilizé como anticuerpo primario un anti-tag HA diferente al utilizado para la inmunoprecipitacion para obtener una
sefial més limpia y evitar la presencia de bandas correspondientes a las inmunoglobulinas utilizadas para
inmunoprecipitar. Se revel6 por quimioluminiscencia.

En la Figura 14 se observa una banda en las muestras correspondientes a las células
transfectadas cercana a 39 kDa, que representa la proteina WId®. Se confirma la presencia de la
proteina en el inmunoprecipitado. La banda tenue que aparece en el carril correspondiente al
sobrenadante post inmunoprecipitacion (Post IP, véase Materiales y Métodos) evidencia que la

eficacia de la inmunoprecipitacion fue buena, aunque aun puede ser mejorada.

Una vez confirmada la presencia de WId® en los inmunoprecipitados, se puede proceder a llevar a
cabo la identificacibn de las proteinas que co-inmunoprecipitan junto a ella. La co-
innmunoprecipitacion indica la asociacion fisica de tales proteinas con WId® y pueden tratarse de
interactores potencialmente involucrados en el efecto neuroprotector que esta ejerce. La
identificacion de tales interactores puede realizarse mediante espectrometria de masa,
experimentos que se pretende realizar en un futuro. Aunque dichos resultados quedaran por fuera
de lo presentado en esta pasantia, es posible llevar a cabo una primera aproximacion mediante

ensayos por Western Blot contra proteinas candidatas.

Es por ejemplo el caso de SIRT1, de la cual en la primera seccién de resultados de esta pasantia
se mostré que podria tener una participacion en el efecto neuroprotector ejercido por RSV. De
hecho, esta ha sido propuesta como la responsable del fenotipo observado en las cepas mutantes
wid® (Araki et al., 2004), y aunque esta hipétesis fue también rechazada (Wang et al., 2005), aqui

se procedid a probar detectarla en los inmunoprecipitados de WId®.

La membrana utilizada para un Western Blot como el que se muestra en la Figura 14 fue
procesada de modo de retirar los anticuerpos previamente utilizados y poder realizar un nuevo
Western Blot con un anticuerpo anti-SIRT1 (véase <<stripping>> en Materiales y Métodos). El

resultado de este nuevo Western Blot se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Presencia de SIRT1 en los inmunoprecipitados de WId®. Western Blot de células transfectadas con el
plasmido (HA-WIds) y sin el plasmido (control). Se evaluaron para ambos casos el sobrenadante de homogenado (Input)
y el inmunoprecipitado con anticuerpo anti-tag HA (IP: HA). Se utilizé como anticuerpo primario un anti-SIRT1 y se revel6
por quimioluminiscencia.

En la Figura 15 es posible observar como en los input de muestras tanto transfectadas como
control aparece una banda cercana a los 116 kDa, correspondiente a SIRT1 (cuyo peso aparente
es 110 kDa). Ademas, esta banda también se observa en el inmunoprecipitado de las muestras
que habian sido transfectadas para expresar WId®, pero no en aquellas correspondientes a las
células control. Esto indica que SIRT1 es un interactor de WId® y dada su participacién en el efecto
neuroprotector que ejerce el resveratrol, podria entonces tratarse de una candidata a participar en
la neuroproteccion ejercida por WId®.

Caracterizar la interacciéon entre WId® y SIRT1 requiere de estudios detallados a nivel estructural.
Sin embargo, el hecho que la actividad desacetilasa de SIRT1 sea dependiente de NAD", conduce
rapidamente a pensar que la porcién de WId® involucrada en esta interaccién es la correspondiente
a NMNAT-1, productora de dicho cofactor. Respecto a lo anterior, en 2009 Zhang et al. observaron
la co-localizacion e interaccion de NMNAT-1 con SIRT1 en la cromatina, sumandose a la lista de
otros trabajos en los que se muestra efectivamente que la actividad de SIRT1 puede ser regulada
por la accién de enzimas biosintéticas de NAD", como NMNAT-1 (Revollo et al., 2004; van der Veer
et al., 2007; Fulco et al., 2008).

Se ha sugerido que en dicha regulaciéon podria estar involucrado un proceso de canalizacion de
sustrato (Grubisha et al., 2005). La canalizacion de sustrato es la transferencia directa de cierto
intermediario entre los sitios activos de dos enzimas que catalizan reacciones secuenciales, lo cual
no solo disminuye el tiempo entre la produccién del intermediario y su posterior utilizacion, sino que
ademas previene su difusion, asi como disminuye la probabilidad de que otros intermediarios,
como inhibidores competitivos, actien sobre la enzima que lo requiere como sustrato (Miles et al.,
1999). De este modo, se propone que enzimas biosintéticas de NAD" pueden formar complejos con
SIRT1, creando un microdominio en el que el NAD" se halla en concentracion elevada y es ademas

canalizado directamente hacia la enzima (Grubisha et al., 2005).
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Una hipétesis como la anterior podria explicar el hecho que a pesar de una mayor actividad
biosintética de NAD", los niveles de este cofactor en neuronas que expresan WId® no se ven
aumentados (Mack et al., 2001; Araki et al., 2004)

Dado que WId® es principalmente nuclear (Mack et al., 2001) su asociacién con SIRT1 podria estar
regulando la actividad de dicha enzima en tal compartimiento, donde regula la estructura de la
cromatina y la transcripcién génica a través de la modificacién de proteinas como histonas, factores
de transcripcién, asi como componentes de la maquinaria transcripcional (Michan et al., 2007;
Feige et al.2008). No obstante, recientemente se ha reportado que la neuroproteccion ejercida por
WId® se trataria de un efecto local, ya que la ausencia de la proteina en los axones reprime
completamente el efecto observado (Cohen et al., 2012). Siendo asi, la participacién de SIRT1
entonces deberia involucrar su actividad sobre blancos citosélicos, como se habria discutido para

el caso de la neuroproteccién ejercida por resveratrol.
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6. Conclusiones y perspectivas

Como se menciond inicialmente, las condiciones experimentales de las que se reporta un efecto
neuroprotector, sean intervenciones farmacolégicas o moleculares, constituyen herramientas
importantes que pueden colaborar en el entendimiento de los mecanismos subyacentes a procesos
neurodegenerativos, asi como para la busqueda de posibles terapias.

Mediante un modelo in vitro de Degeneracion Walleriana, en esta pasantia se pretendié reevaluar
la influencia del tratamiento con resveratrol en el curso de la degeneracién axonal, verificAndose un
efecto neuroprotector que seria independiente de cambios en la expresion génica o de una accion
sobre proteinas presentes en el nicleo o soma neuronal. Ademas, se pudo constatar una posible
participacidn de la desacetilasa de proteinas SIRT1 en la heuroproteccion descrita.

Dado que el efecto neuroprotector del resveratrol mostré tener un caracter local, la participacion de
SIRT1 entonces deberia involucrar su actividad sobre blancos citosélicos. A pesar de que este tipo
de blancos adn no han sido descritos, pues SIRT1 normalmente es reportada como una enzima de
localizacién nuclear, nosotros hemos verificado su presencia a nivel citosélico en neuronas de
DRG, tanto a nivel somatico como axonal. De este modo, la descripcion de blancos citosdlicos
mediante los cuales SIRT1 podria estar afectando la degeneracién axonal representa una
interesante linea de investigacion a seguir en el futuro.

Por otro lado, los mecanismos mediante los cuales la proteina WId® determina un enlentecimiento
en el proceso de Degeneracion Walleriana siguen siendo desconocidos. Ante ello, en esta pasantia
se aspird a llevar a cabo los pasos iniciales para la identificacion de interactores de dicha proteina,
los cuales podrian estar involucrados en la neuroproteccion descrita. Se logré expresar WId® en un
sistema eucariota con suficiente eficacia como para poder realizar ensayos de inmunoprecipitacion
y comprobar su presencia en los inmunoprecipitados. Ademas, como primera aproximacion a la
identificacion de interactores, se observo que unos de las proteinas que co-inmunoprecipita con
WId°® es SIRTL.

Establecer las implicancias que esta Ultima tiene en la neuroproteccion ejercida por Wid®y el modo
en que lo hace, se plantea como un desafio muy interesante que requiere de nuevos experimentos.
A pesar de que la co-inmunoprecipitacion de SIRT1 con WId® indica la asociacion fisica de dichas
proteinas, tal interacciébn debera ser confirmada mediante otros métodos, como ensayos que
permitan observar su co-localizaciéon y estudios por espectrometria de masa. Luego, la posible
participacion de SIRT1 en la neuroproteccion también requiere ser evaluada. A partir de los datos
registrados por Cohen et al. (2012) de que la presencia de WId® en los axones es imprescindible
para ejercer la neuroproteccion, uno de las primeras aproximaciones podria ser la de evaluar qué
efecto tiene la inhibicion de SIRT1 a nivel axonal respecto a la neuroproteccion.

Finalmente, SIRT1 parece estar involucrada en la neuroproteccion ejercida por resveratrol y
también podria estarlo en la ejercida por WId®. Comprobar que efectivamente dicha enzima tiene
una participacion en estos dos mecanismos de neuroproteccién aparentemente independientes, la
colocaria como una candidata muy importante alrededor de la cual centrar nuevas estrategias
terapéuticas.
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Anexo 1

Articulo: “Resveratrol delays Wallerian Degeneration in a NAD" and
DBC1 dependent manner”
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Anexo 2

Secuenciacion de laregiéon codificante para WId® contenida en el vector

utilizado
En la Figura 1 se muestra la secuencia completa de la regién codificante para WId® contenida en el

vector plasmidico utilizado para llevar a cabo las transfecciones. Como se describe en la literatura
(Coleman et al., 1998), se distinguen tres regiones en la proteina: una regién que corresponden a
la regién N-terminal de Ube4b y codifica para los 70 aminoacidos N-Terminales de WId®; una region
que corresponde al UTR 5’ de la secuencia de NMNAT-1 y codifica para 18 aminoacidos de WId®
(WId18); y la secuencia completa de NMNAT-1, que codifican para los 285 aminoé&cidos C-
Terminales de WId®.

3!

Figura 1. Regidon codificante para WId®. Se distinguen la region correspondiente a Ube4b (rojo), a WId18 (naranja) y a
NMNAT-1 (verde). En negrita y subrayado se destacan los codones de iniciacion de Ubedb y NMNAT-1.
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Abreviaturas y siglas utilizadas

ADN__ Acido desoxirribonucleico

AMPK_ AMP activated protein kinase

ARN _ Acido ribonucleico

CDS_ Secuencia Codificante

DBC1_ Delleted in Breast Cancer 1

DRG_Ganglios de la Raiz Dorsal

DW__ Degeneracion Walleriana

EEM_ Error Estandar de la Media

HA_ Hemaglutinina

KO_ Knock Out

N16_ Fragmento de 16 aminoacidos N-Terminales de WId® que forman parte de N70
N70_ 70 aminoacidos N-Terminales de WId®, corresponde a la porcién de Ube4b
NAD'/H_ Dinucleétido de Adenina y Nicotinamida oxidado / reducido
NCBI_ National Center for Biotechnology Information

NMNAT-1_ Nicotinamide Nucleotide Adenylyltransferase 1

RSV _ Resveratrol

SIRT1_ Silent mating type regulation 2 homolog

SNC_Sistema Nervioso Central

SNP__ Sistema Nervioso Periférico

SUR_ Suramina

Ube4b__ Ubiquitination factor E4B

UPS_Sistema Ubiquitin-Proteasoma

VCP_ Valosin-Containing Protein

WId® / WId® _Wallerian Degeneration Slow (gen / proteina)

WT_ Wild Type
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