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1.Resumen

La traduccion de proteinas es un proceso importante en el metabolismo celular. Consta de
tres etapas: iniciacion, elongacion y terminacion, en donde los procesos de regulacién son
relevantes en diversas células diferenciadas. En este trabajo se estudia una proteina
descripta como represor del inicio de la traduccion llamada Programmed Cell Death 4
(Pdcd4). Fue identificada inicialmente como un supresor de tumores y se expresa
ubicuamente en diferentes tejidos. Actla rio abajo de la via mTOR al interferir la capacidad de
elFAG para interaccionar con elF4A, inhibiendo la actividad helicasa de esta ultima y
dificultando la formacién del complejo de pre-iniciacion de la traduccion. Un analisis de
blancos de Pdcd4 mediante la metodologia de ribosomal footprinting en células T47D,
identific6 genes relacionados con el desarrollo y plasticidad sinaptica en sistema nervioso
central (SNC), sugiriendo que Pdcd4 podria estar involucrado en la regulacion de estos
procesos. Aunque el gen de Pdcd4 se expresa en sistema nervioso, aun no se han
desarrollado estudios a resolucion celular sobre la distribucién de la proteina en SNC y
sistema nervioso periférico (SNP). En este trabajo planteamos caracterizar la distribucion de
la proteina Pdcd4 en regiones particulares del sistema nervioso mediante
inmunofluorescencia y microscopia confocal. A su vez intentamos observar si existen
variaciones en procesos de plasticidad como son la lesién axonal o la potenciacién a largo
plazo (LTP), eventos donde la regulacion de la traduccion es relevante. Al estudiar su
expresion en nervio ciatico, médula espinal, cerebelo, neocorteza cerebral e hipocampo en
ratas y ratones adultos, observamos que Pdcd4 se expresa en el axoplasma de los axones y
en las células de Schwann del SNP, asi como en somas y dendritas del SNC. En neuronas de
neocorteza cerebral e hipocampo se observa una sefial cuantitativamente superior en
dendritas respecto al soma neuronal, no asi en neuronas de Purkinje de cerebelo. Al
investigar en eventos de LTP tardio (L-LTP) mediante experimentos ex vivo sobre rodajas
(slices) de hipocampo de rata, observamos una disminucion en la expresiéon de Pdcd4
respecto a la condicién control, sugiriendo un posible papel de esta proteina en estos
procesos plasticos. En el caso de axones lesionados en nervio ciatico, los axoplasmas
préximos al sitio de lesion presentan menor sefial de Pdcd4 respecto a los mas alejados,
sugiriendo la importancia que podria tener esta proteina en la regulacion de procesos
relacionados con regeneracion axonal. Esto nos permite plantear que quizas existirian ARNm
regulados por Pdcd4 en procesos de regeneracion y de plasticidad sinaptica. Estos
transcriptos quizas aumentarian su tasa traduccional al degradarse Pdcd4, proceso
desencadenado, potencialmente, a través de su fosforilacion por S6K1 estimulada por el

complejo m-TOR.



2.Introduccion

2.1. Inicio delatraduccion e importancia de su regulacién

2.1.1. Inicio de la traduccion

La sintesis proteica o traduccion es uno de los procesos basicos de la expresion génica y
consta de tres fases fuertemente reguladas: iniciacion, elongacién y terminacion (Alberts et
al., 2004). Es claro en la actualidad que su regulacién es tan importante en el control de la
expresion génica como la regulacion de la transcripcion. Aunque se han descubierto nuevos
elementos reguladores claves de la traduccion, como los ARN pequefios 0 microARNs
(miARNS), son escasas las proteinas descriptas con funciones regulatorias en la sintesis de
proteinas. El contexto general de este trabajo se centra en un esfuerzo por estudiar un
regulador de este tipo llamado Programmed Cell Death 4 (Pdcd4), descrito relativamente en
forma reciente (Shibahara et al, 1995; Lankat-Buttgereit & Goke, 2009).

Las tres fases de la traduccion (Figura 1) son regulables a distintos niveles mediante
diversos mecanismos (Alberts et al, 2004). La fase de iniciacién de la traduccién del ARN
mensajero (ARNmM) en eucariotas, es un proceso que en la mayoria de los transcriptos es
CAP dependiente (Alberts et al., 2004). EI CAP corresponde a la adicién de un grupo metilo al
carbono 7 de la guanina en el extremo 5’ del ARNm y es necesario para el ensamblaje de la
maquinaria traduccional (Alberts et al., 2004). Sin embargo, en algunos ARNm no hay
ensamblaje de esta estructura, presentando en su lugar un sitio interno de entrada del
ribosoma (IRES) que corresponde a una secuencia nucleotidica ubicada en el extremo 5" no
traducido del ARNm (5"UTR). Los IRES son reconocidos por el complejo de pre-iniciacion de
la traduccion (43S) y determina entonces los marcos abiertos de lectura de estos ARNm
(ORFs) (Pelletier & Sonenberg, 1988).

chain of amino acids —=

completo en el coddén AUG del inicio de

Figura 1. Esquema general de las 3 fases de la
traduccién: iniciacidn, elongacion y terminacion.
La fase de iniciacion incluye procesos donde
intervienen factores de iniciacién de la traduccion
(elFs) que permiten el posicionamiento del ribosoma

la

traduccion. La fase de elongacion comienza cuando
el ribosoma recorre el ARNm participando también
factores de elongacion y los ARN de transferencia
(ARNt). En esta etapa se desarrolla la sintesis del
polipéptido. Finalmente en la fase de terminacion, el
ribosoma alcanza un cod6n STOP separandose del
ARNm y el polipéptido es finalmente liberado.
[Adaptado de Nobelprize.org, direccion web:

T | http://lwww.nobelprize.org/educational/medicine/

dna/a/translation/].



La iniciacion de la traduccion incluye todos los eventos moleculares que se producen hasta
darse el posicionamiento del ribosoma completo (80S) en el codon de inicio del ARNm,
continuando luego la fase de elongacion de la traduccion (Watson et al., 2007). En la fase de
iniciacion, participan un gran numero de proteinas y estd fuertemente regulada. Dentro de
estas proteinas, algunas se clasifican como factores de iniciacion de la traduccién (elFs), los
cuales interactian con la subunidad menor del ribosoma (40S) y con una regiéon conservada
en la mayoria de los ARNm que se encuentra formando parte de la region 5’"UTR. El primer
elF en participar es elF3, quien se une a la subunidad menor del ribosoma (40S). De esta
forma se evita la unién prematura de la subunidad 40S con la subunidad ribosomal mayor
(60S). elF3 también interacciona con el complejo elF4F el cual estd conformado por elF4E,
elF4A, elFAG1 y elFAG2. El factor elF4E es una proteina de union al CAP del ARNm, el factor
elF4A es una ARN helicasa bidireccional ATP dependiente y los factores elF4G1 y elF4G2
conforman elF4G. Esta Ultima es una proteina de scaffold que asociada a los otros dos
componentes de elF4F (elF4E y elF4A) sirve de nexo al complejo 40S a través de elF3. Es de
relevancia la actividad de elF4A. Esta proteina forma parte del complejo de ARN helicasas
conocidas como DEAD-Box las cuales catalizan el correcto desdoblamiento o reordenamiento
del ARN. En el caso particular de elF4A, es una ARN helicasa ATP dependiente que patrticipa
en el inicio de la traduccion catalizando el desdoblamiento de la estructura secundaria del
ARNmM en su regién 5°UTR (Parsyan et al., 2011). Su actividad helicasa es aumentada al

interaccionar con los factores elF4B y elF4H.

Otro paso inicial que debe darse en el inicio de la traduccion es la formacién de un
complejo ternario compuesto por elF2 (conformado por sus subunidades alfa, beta, gamma),
una molécula de GTP y el ARN de transferencia inicial portador de un residuo de metionina
(Met-ARNtY) que unidos al sitio P de la subunidad 40S, forman el complejo de
pre-iniciacién 43S. Este ultimo se une a la estructura CAP del ARNm, escanea la regién
5'UTR y ubica el codon AUG de inicio de la traduccion. Para la eleccion de este sitio,
participan elF1, elF2 y elF3, los cuales se unen a la superficie de la subunidad ribosomal
menor 40S, siendo importantes para la unién entre esta Ultima y la subunidad mayor del
ribosoma (60S). Para que esta unién en el AUG del ARNm se produzca, es necesaria la
salida de elF2 que se encuentra unido a la subunidad 40S. En este paso, participa los
factores elF5 y elF5B que son GTPasas que hidrolizan el GTP unido al factor elF2,
desplazandolo del complejo del 40S. Finalmente, cuando la subunidad ribosomal mayor 60S
se une a la menor 40S, se forma el ribosoma completo 80S, comenzando la fase de
elongacién donde participan factores de elongacién (Figura 2).



2.1.2. Regulacion de la traduccion y su importancia
La traduccién en eucariotas es un proceso post-transcripcional (Watson et al., 2007). Los

mecanismos de regulacion post-transcripcional pueden clasificarse en:

1) Mecanismos de procesamiento del ARNm hasta alcanzar su forma madura. Estos
incluyen la poli-adenilacion, la adicién del 5‘capping (0 CAP) y el splicing alternativo
(Collins & Guthrie, 2000; Proudfoot et al., 2002)

2) Mecanismos de exportacion del ARNm y la determinaciéon de su localizacién subcelular
(Stewart, 2007)

3) Mecanismos de control del decaimiento o degradacién del ARNm
4) Mecanismos de control de la traduccién del ARNm

5) Mecanismos desarrollados posteriormente a que la proteina fue sintetizada, incluyendo

modificaciones postraduccionales y degradacion via proteosomal.

Centrandonos en el punto 4, es importante resaltar que la regulacion traduccional presenta
ciertas ventajas respecto a otros mecanismos de regulacion (Lackner & Bahler, 2008). Dentro
de estas ventajas, se incluye que la traduccion puede ocurrir sin la necesidad de que sucedan
los otros eventos de procesamiento y transporte del ARNm. También es un proceso
usualmente reversible, especialmente en los casos donde la traduccion es activada debido a
la fosforilacion de elFs. Ademas, la traduccién es una forma de regular la distribucién espacial
de los productos finales de la expresién génica (Lackner & Bahler, 2008). Si consideramos el
caso especifico de las neuronas, la localizacion especifica de las proteinas en cada
compartimento es una actividad importante para el mantenimiento celular y el desarrollo
neuronal, debido a que la transcripcion esta limitada solamente al ndcleo. Entonces la
regulaciéon de la traduccion es esencial para permitir el destino correcto de las proteinas
formadas (Lackner & Béahler, 2008). Por ultimo, la regulacién de la traduccién es una forma
muy fina de regular la expresién génica, existiendo genes que son finamente regulados tanto
a nivel transcripcional como traduccional (Lal et al., 2006).

Se suele diferenciar la regulacién traduccional a nivel global de la regulacién especifica de
ARNmM blanco. La primera forma de regulacion involucra numerosos ARNm y la segunda
forma permite un control fino de un set especifico de ARNm (Gebauer & Hentze, 2004). En
definitiva, regular la traduccion permite a las células responder adecuada y rapidamente a
diversas situaciones, incluyendo eventos de stress (Holcik & Sonenberg, 2005), de induccion
de apoptosis (Morley & Coldwell, 2007), de plasticidad sinaptica (Klann & Richter, 2007), entre

otros.
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2.2. Ejemplos de mecanismos
traduccion

Figura 2. Esquema del Inicio de la Traduccion CAP
dependiente en eucariotas. Se muestran los pasos
principales y los factores de transcripcion
involucrados.

a) En un primer paso, se forman 2 complejos
macromoleculares: por un lado el Factor 4F de iniciacion
de la traduccion (elF4F), formado por elF4G, elF4A y
elF4E. Por otro lado, elF3, elF1, elF1A, el Met-ARNt" y
probablemente elF5 se unen a la subunidad 40S,
formando el complejo de pre-iniciacién 43S.

b) El factor elF4E que forma parte de elF4F, interacciona
directamente con el metilo de la guanina del CAP en el
ARNmM. Ademas elF4G y elF3 se unen la subunidad
ribosomal con el ARNm. Se forma el complejo de pre-
iniciacion 43S.

c) Se produce el escaneo del complejo 43S en sentido
5’a 3’, hasta encontrar la estructura secundaria
caracteristica del ARNm que indica el sitio de inicio de la
traduccién.

d) La helicasa elF4A, desenvuelve la estructura
secundaria del ARNm. elF4B y elF4H potencian la
actividad helicasa de elF4A. Pasado este paso, el
complejo 43S escanea el ARNm hasta encontrar el
coddn de inicio de la traduccion (AUG).

e) Se reconoce el codon de inicio por el complejo 43S,
formandose el complejo ribosomal 48S. elF5 media la
hidrélisis del GTP unido a elF2 separandose este Ultimo
del complejo 43S junto con los otros factores de
iniciacion, quedando la subunidad 40S unida al ARNm.
Por otro lado, elF5B-GTP recluta la subunidad 60S, para
formar la subunidad ribosomal 80S o ribosoma completo
(40S + 60S).

f) elF5B hidroliza el GTP y junto con elF1A es liberado
del complejo 80S.

g) En la fase de elongacion de la traduccién, la
subunidad 80S madura ya esta formada.

[Adaptado de: “mRNA helicases: the tacticians of
translational control”, Figura 1, Parsyan et al, Nature
Reviews, 2011].

de regulacién del inicio de la

Respecto a la regulacion a nivel del inicio de la traduccién, hay un estudio donde se

sugiere que la fase de iniciacién seria el paso limitante del proceso (Lackner et al., 2007).

Ademas, en el inicio de la traduccién participan cerca de 25 proteinas (Pestova et al., 2000)

mientras que en el resto de las etapas, el nUmero es sensiblemente menor.
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2.2.1. Regulacion del inicio de latraduccion por elF2

El factor elF2 forma un complejo ternario junto con una molécula de GTP y el Met-ARNt"",
Dicho complejo se une a la subunidad menor del ribosoma (40S) formandose el complejo de
pre-iniciacién de la traduccion 43S (Hinnebusch et al., 2007). Sin embargo en condiciones de
stress celular, elF2 es fosforilado en su subunidad alfa, pasando a llamarse elF2a. Esto
produce en elF2 una inhibicién en su actividad de intercambio de GDP por GTP, con lo cual la
formacion de complejos ternarios se ve reducida y la traduccién global a nivel celular es

disminuida (Dever et al., 1992).

2.2.2. Regulacion del inicio de latraduccion por el factor de iniciacion elF4E
Este factor presenta sitios de unién para proteinas llamadas proteinas de unién a elF4E
(4EBPs) que inhiben su actividad. Dado que los mencionados sitios de la proteina elF4E son
también los sitios de unién a elF4G, cuando elF4E se une a las 4EBPs, se dificulta la
interaccion entre elF4E y elF4G. Esto produce que elF4G se asocie menos veces con elF4A
lo que culmina en un menor nimero de complejos de pre-iniciacion 43S formados y por tanto
una disminucién de la traduccion (Richter & Sonenberg, 2005). Las proteinas 4EBPs compiten
con elF4G por la unién a elF4E, y la afinidad de las 4EBPs por elF4E se regula a través de su
fosforilacion (Gingras et al., 1999). Las formas hipofosforiladas de las 4EBPs, se unen con
alta afinidad a elF4E y por tanto inhiben la traduccién. El caso contrario es con las formas

hiperfosforiladas, uniéndose con baja afinidad a elF4E y por tanto no inhiben la traduccion.

2.2.3. Regulacion del inicio de latraduccion por ARNs pequefios 0 miARNs

Si bien no esta completamente definido si actian a nivel del inicio de la traduccion, existen
trabajos que lo sugieren (Humphreys et al., 2005; Pilliai et al., 2005). Los miARNs son ARNs
de entre 21 y 26 nucleétidos, derivados de ARNs precursores de unos 70 nucleétidos y su
maduracién depende de la actividad de las enzimas Dicer y Argonauta (Jackson & Standart,
2007). Presentan complementariedad perfecta o en algunos casos imperfecta con secuencias
especificas de sus ARNm blanco. Los miARN activos disminuyen la sintesis de proteinas de
aquellos transcriptos que regulan y no disminuyen el numero de estos ARNm, por lo cual

actuarian solo a nivel de la traduccion y no de la transcripcién (Jackson & Standart, 2007).

2.2.4. Regulacion del inicio de latraduccion por otros mecanismos

Otras formas de regular el inicio de la traduccién son mediante la fosforilaciéon de los
factores de iniciacion de la traduccion (Dever et al., 1992); regulacion a través del mismo
ARNmM por la presencia de elementos en cis (dentro de la secuencia del ARNmM)
particularmente en el 5’UTR y el 3'UTR que presentan sefiales para proteinas de union al
ARN (Gebauer & Hentze, 2004) o regulacion a través del ribosoma y los elementos que lo

integran. Un ejemplo de este ultimo caso es por intermedio de la fosforilacion de la proteina
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ribosomal S6 (pr6) a través de la proteina S6 Kinasa 1 (S6K1). Esto produce un aumento en
la sintesis proteica de aquellos ARNmM que presentan una secuencia de oligo-pirimidinas en el
tracto 5’ terminal, conocidos como TOP-mRNAs (Jefferies et al., 1994).

2.3. Una nueva proteina involucrada en laregulacién del inicio de la
traducciéon: Programmed Cell Death 4 (Pdcd4)

Pdcd4 ha sido reportada como un represor del inicio de la traduccién que interacciona con
elF4A, inhibiendo su actividad helicasa, no permitiendo su unién con el factor elF4G
dificultando entonces la formacion del complejo de pre-iniciacion de la traduccion 43S (Goke
et al., 2002). En la secuencia de la proteina Pdcd4 se encuentran 2 dominios conservados
MA-3, también presentes en factores de iniciacién de la traduccion (elFs) como elF4G. La
secuencia consenso de estos dominios representa una region alfa helicoidal formada por
unos 120 aminoé&cidos con un 85% de consenso en su estructura secundaria (Yang et al.,
2004). En humanos, elF4G presenta dominios MA-3 dentro de sus dos sitios de union con
elF4-A. Estos sitios estan ubicados en la regién central de elF4G desde el aminoacido 635 a
1039 (elF4Gm) y en la region carboxilo terminal (elF4Gc). Esto sugiere un rol importante de
los dominios MA-3 en el inicio de la traduccién (Aravind & Koonin, 2000; Ponting, 2000). Se
ha reportado que la union de elF4A al sitio de unidon elF4Gm es suficiente para permitir el
inicio de la traduccion tanto CAP dependiente (De Gregorio et al., 1999) como para los ARNm
con IRES (Marcotrigiano et al., 2001). Sin embargo, para alcanzar niveles robustos de
traduccion, es necesaria la union de elF4A a ambos sitios de union de elF4G (Morino et al.,
2000).

2.4. Motivacion por conocer coOmo actia Pdcd4 en la regulacion del
inicio de la traduccion

Considerando que Pdcd4 y elF4G presentan dominios conservados MA-3 y que estas dos
proteinas compiten por la unidon a elF4A, interesa investigar como actia Pdcd4 en la
regulaciéon de la fase inicial de la traduccion. Se han realizado estudios que describen la
interaccion entre elF4A y Pdcd4 (Goke et al., 2002; LaRonde-LeBlanc, 2007), confirmandose
una disminucidbn en la actividad helicasa de elF4A frente a un aumento en las
concentraciones de Pdcd4, teniendo como consecuencia una represién en los procesos de
traduccion de ARNm CAP dependientes (Yang et al., 2003). elF4A presenta los mismos sitios
de unién para Pdcd4 y para elF4G. Cuando se realizan mutaciones en los dominios MA-3 de
Pdcd4 se observa una pérdida parcial o total en su capacidad de interactuar con elF4A 'y, por
ende, en su rol como inhibidor de la traduccion (Yang et al., 2004). Sin embargo si se realizan
mutaciones en los sitios de unién de elF4A con elF4G/Pdcd4 se produce una pérdida total

respecto a su capacidad de unién a elF4G, pero algunas de esas mutaciones adn permiten la
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union con Pdcd4 y no con elF4G. Esto sugiere que existe una mayor afinidad de elF4A por
Pdcd4 (zZakowicz et al., 2005). Mediante cristalografia se determiné que la region del dominio
MA-3 Carboxilo terminal de Pdcd4 (MA-3c) compite con elF4G por la union a elF4A y ello
seria suficiente para inhibir la traducciéon (LaRonde-LeBlanc, 2007; Waters et al., 2007). Sin
embargo, la region MA-3 amino terminal de Pdcd4 (MA-3m) fue posteriormente obtenida por
cristalografia (Suzuki et al., 2008) llegandose a la conclusiéon de que actla en forma sinérgica
con el dominio MA-3c. Por tanto MA-3m y MA-3c son necesarias para una union de alta
afinidad con elF4A. Otros estudios consideran que la regulaciéon de la traduccion por Pdcd4
podria ser incluso mas compleja, reportandose que Pdcd4 presentaria una actividad de union
al ARN (Bohm et al.,, 2003; Kang et al., 2002). La Figura 3 muestra cémo serian las
interacciones de Pdcd4 a través de sus dominios MA-3.

Figura 3. Esquema de las Interacciones de
Pdcd4 a través de sus dominios MA-3. En
ausencia de ATP (esquema A) la interaccion
entre elF4A y el dominio MA-3 de elF4G
estabiliza la conformacién abierta e inactiva
de elF4A (elF4Ai), bloqueando parcialmente

. la secuencia de unién al ARN de elF4A. Si
hay ATP (esquema B), el ARN, el dominio
MA-3 medial de elF4G (elF4Gm) y el factor
elF4H se une cooperativamente a elF4A
promoviendo su conformacién cerrada y
activa (elF4Aa). Finalmente, el mecanismo
por el que actuaria Pdcd4 (esquema C) es
blogueando el sitio de union al ARN de
elF4A  no permitiendo el cambio
conformacional de elF4A a su forma activa,
permaneciendo como elF4Ai. Podrian existir
también interacciones adicionales entre
Pdcd4 y elF4G o incluso entre Pdcd4 y el
ARNm. [Adaptado de: Waters et al., The
Journal of biological chemistry, 2011,
Figura 8]

2.5. Estructuray Funciones de la proteina Pdcd4

2.5.1. Estructura de la proteina Pdcd4

Pdcd4 es una proteina expresada en forma ubicua en varios tejidos analizados (Lankat-
Buttgereit & Goke, 2003), aunque no se ha descripto su expresion en sistema nervioso.
Presenta un largo de secuencia de 469 aminoacidos, con 2 dominios basicos en los extremos
amino terminal y carboxilo terminal y 2 dominios conservados MA-3, uno en la region
carboxilo terminal (MA-3c) y otro en la regién central de la proteina (MA-3m) (Goke et al.,

2002; Kang et al., 2002). Se ha reportado que presenta una region amino terminal de unién al
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ARN (Bohm et al., 2003; Wedeken et al., 2010). Dentro de la secuencia de aminoacidos, se
han identificado 2 sitios de fosforilacion en residuos de Serina en los residuos aminoacidicos
67 y 457 (Figura 4). La proteina S6 kinasa-1 (S6K1) fosforila Pdcd4, marcandolo como
sustrato de degradacion celular a través de su ubiquitinacién por la E3 ubiquitin 8 transducin
contain protein 1 (B-TrCP1) y su posterior degradacién por el proteosoma (Dorrello et al.,
2006). La via Akt/ProteinKinasa B también fosforila a Pdcd4 en sus sitios Ser67 y Ser457,
provocando en este caso su translocacion al ndcleo (Palamarchuk et al., 2005). Se observo
que la redistribucién de Pdcd4 al nacleo produce un descenso en su actividad como inhibidor
de la transcripcion de AP-1. AP-1 es un factor de transcripcién heterodimero compuesto por
las proteinas c- Jun y c- Fos cuya activacién seria inhibida por Pdcd4, en este caso a nivel
transcripcional, aunque se desconoce cémo seria el mecanismo involucrado (Yang et al.,
2001).

Por otra parte, se ha determinado que la sintesis del microARN-21 (miR-21) inhibe la
expresion del ARNm de Pdcd4, identificAandose un potencial sitio conservado en la region
3’'UTR del ARNm de Pdcd4 que corresponderia al sitio de interacciéon con miR-21 (Davis et
al., 2009).

N-terminus C-terminus
NLS NLS
RNA !nding domain I MA-3m | _ |
& o
| |
Ser®’ Ser*s7

Figura 4. Esquema de la Estructura de Pdcd4. Se indican en rojo los sitios putativos de localizacion nuclear
(NLS); con 2 flechas los sitios de fosforilacion; la region en amarillo indica el sitio de unién al ARN; la region en
celeste corresponde al dominio conservado MA-3m y la regién en verde al dominio carboxilo terminal MA-3c.
[Adaptado de: Lankat-Buttgereit & Rudiger Goke, Biology of The Cell, 2009, Figura 1].

2.5.2. Pdcd4 en procesos de apoptosis

En un inicio se identific6 el gen PDCD4 vinculado con procesos de apoptosis (Shibahara et
al., 1995). Se determind un aumento en la expresién de Pdcd4 in vitro cuando se induce la
apoptosis en presencia de agentes inductores del proceso como son la ionomicina y el PMA.
En otros trabajos, se observd un descenso en la expresién de Pdcd4 en células incubadas en
presencia de las interleukinas apoptoticas 2 y 15 (Azzoni et al.,, 1998) y no se observaron
cambios al someter células a UV o a inhibidores de topoisomerasas (Onishi & Kizaki, 1996;
Onishi et al., 1998). Por otra parte se ha identificado que la via del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF-2) y de S6 kinasa 2 (S6K2) es regulada por Pdcd4 en células tumorales. En

procesos de proliferacién tumoral, la via de FGF-2/S6K2 es activada aumentando la expresion

15



de algunos ARNm. Dentro de estos ARNm estan los que dan lugar a las proteinas anti-
apoptéticas XIAP y Bcl-x(L). Pdcd4 se une a los IRES de estos ARNm y disminuye su
expresion, por lo cual Pdcd4 induciria en este caso un efecto pro-apoptético (Liwak et al.,
2012).

2.6. Antecedentes que motivaron la realizaciéon del proyecto

En nuestro grupo de trabajo, existen antecedentes de estudios con esta proteina. Por un
lado, esta el trabajo realizado por el Dr. Sotelo Silveira, quien ha aplicado y adaptado durante
su estadia posdoctoral en el National Cancer Institute, NIH USA, un método que permite
determinar a escala gendmica cuales son los ARNm que se encuentran traduciéndose en una
determinada etapa de la vida de las células. Este método se conoce como secuenciado
masivo de huellas ribosomales (del inglés: Ribosomal Footprinting), (Ingolia et al., 2009).
Por esta metodologia, se realizé un analisis a escala gendémica a partir de células de la linea
T47D contemplando dos condiciones: un grupo con silenciamiento mediante pequefios ARNs
interferentes (SiRNA) especificos para el gen PDCD4 y un grupo control. Se buscaron
posibles blancos sobre los que actuara Pdcd4 y dado que esta proteina es reportada como un
represor de la traduccion, se decidio estudiar los genes con un aumento en sus niveles de
expresion respecto a la condicién control sin silenciamiento. Con esta lista de genes se
realizaron andlisis de ontogenia mediante el software Ingenuity (Ingenuity Systems® Redwood
City, California, USA-www.ingenuity.com). Estos andlisis permiten clasificar los genes en
grupos funcionales segun sus roles en el metabolismo. Se encontraron genes sobre-
expresados en las categorias funcionales de sefializacién celular e interaccién célula-célula
(43 genes); ensamblaje y reorganizacion celular (37 genes) y en desarrollo y
funcionamiento del sistema nervioso (61 genes). En la actualidad, un integrante de
nuestro laboratorio, el Lic.Guillermo Eastman, esta llevando a cabo un proyecto de maestria
gue tiene como objetivo determinar blancos potenciales para la proteina Pdcd4 en sistema
nervioso empleando la metodologia de Ribosomal Footpriting.

Con esta informacién, surgié el interés por estudiar la distribucion de la proteina Pdcd4 en
el sistema nervioso, ya que si se considera su papel en la regulacion de la traduccion, su rol
en las células nerviosas deberia ser relevante. La sintesis de proteinas en neuronas se
encuentra regulada por numerosas vias que aseguran una correcta respuesta frente a los
cambios en su entorno, interacciébn con otras neuronas, con células gliales y una correcta
expresion de los productos finales que permitan el buen funcionamiento del sistema nervioso
en general (Squire et al., 2008).
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2.6.1. Reportes de Pdcd4 en sistema nervioso presentes en la bibliografia
Recientemente se realiz6 un estudio que determiné los cambios en la expresién de Pdcd4
en respuesta a distintas concentraciones de etanol en células corticales primarias en fetos de
rata (Narasimhan et al., 2012), siendo esto un modelo del Sindrome Alcohdlico Fetal
(Mattson et al.,, 1996). Concluyen que Pdcd4 participa disminuyendo la sintesis proteica
inducida por efecto del alcohol, ya que cuando se induce el proceso, aumenta la
concentracion de Pdcd4 disminuyendo la sintesis proteica. Demuestran que es
especificamente Pdcd4 quien regula el proceso inhibiendo la expresiéon de Pdcd4 por la

metodologia de siRNA observando la pérdida del efecto de represion en la traduccion.

También se conoce la distribucién del ARNm de Pdcd4 en sistema nervioso central (SNC)
mediante hibridizaciones in situ realizadas en cerebro y médula espinal de ratén por el Allen
Institute for Brain Atlas (Lein et al., 2007). En la Figura 5 se puede observar como el ARNm
de Pdcd4 se expresa en el cerebro de raton adulto y lo hace en altos niveles en la region del
hipocampo respecto a otras regiones. Si el ARNm de Pdcd4 se expresa en hipocampo, es
probable que también lo haga la proteina y posiblemente se encuentre regulando la sintesis
proteica de ciertos ARNm importantes en procesos que puedan darse en esta region.
Respecto a la médula espinal, en la Figura 6 se puede observar que el ARNm de Pdcd4 se
expresa en médula espinal, y o hace en niveles intensos en ciertas regiones del asta ventral,
incluyendo las motoneuronas. Sin embargo, no existen en la bibliografia estudios sobre la

distribucién de la proteina Pdcd4 en sistema nervioso a resolucion celular.

Figura 5. Hibridizacién in situ de Pdcd4 en
un corte coronal del cerebro de ratén. Los
puntos en rojo evidencian mayor expresion
del ARNm de Pdcd4, siendo muy intenso en
el hipocampo. [Adaptado del Allen Institute
for Brain Atlas (Lein et al., 2007)
direccion web de la imagen:
http://mouse.brain-
map.org/experiment/siv?id=73931413&ima
geld=73914601&imageType=expression,is
h,nissl&initimage=expression&showSubl
mage=y&colormap=0.5,1,0,256,4&coordSy
stem=pixel&x=4936.5&y=3712.5&z=5]

Figura 6. Hibridizacién in situ de Pdcd4
en un corte transversal de médula
espinal de raton a la altura de las
vértebras cervicales. Los puntos en rojo
evidencian mayor expresion del ARNm de
Pdcd4, siendo intenso en algunas
regiones del asta ventral, particularmente
en motoneuronas. [Adaptado del Allen
Institute for Brain Atlas (Lein et al.,
2007). Direccion web de la imagen:
http://mousespinal.brain-

map.org/siv?imageld=100623912&sho
wSublmage=y&imageType=ish,nissl,ex
pression&initimage=expression&color
map=0.5,0.9899,0,255,4].
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2.7. Potenciacion a largo plazo tardio o L-LTP, un proceso de
plasticidad sinaptica producido en hipocampo donde es
importante la regulacion de la sintesis proteica

Existen procesos en el sistema nervioso donde la regulacion de la sintesis proteica es

importante. Tal es el caso de los procesos de plasticidad sinaptica (Andersen et al., 2007).

Uno de los ejemplos mas estudiados de plasticidad en sistema nervioso es la via de

generacion de Potenciacion a Largo Plazo o Long Term Potenciations (LTP), descripta

inicialmente en el hipocampo (Bliss & Lgmo, 1973) y posteriormente identificada en otras
regiones del sistema nervioso central. Es una forma de potenciacion de la transmision
sinaptica donde se da la despolarizacion de las neuronas pre y postsinaptica (Andersen et al.,

2007). Para el mantenimiento en el tiempo de este proceso, es importante el control en el

inicio de la traduccion (Costa-Mattioli et al., 2009). Respecto a los mecanismos de regulacion

de la traduccién en LTP, se ha reportado la importancia de la via mTOR (Mammalian Target
of Rapamycin) en la regulacion de la sintesis proteica durante la etapa de consolidacion de la

LTP, etapa conocida como LTP tardio o Late LTP (L-LTP) (Cammalleri et al., 2003; Lenz &

Avruch, 2005; Stoica et al., 2011; Tang et al., 2002). Uno de los blancos de fosforilacion de

MTOR es la proteina S6K1. Se ha observado un aumento en la expresion en dendritas de la

forma activa de S6K1 (que corresponde a su forma fosforilada Thr-389-S6K1) cuando se

induce la L-LTP (Cammalleri et al., 2003). Como S6K1 forma parte de la via mTOR, esto

sugiere la activacion de esta via durante la L-LTP.

2.7.1. ¢Donde podriaintervenir Pdcd4 en el proceso de regulacion de laLTP?

Si consideramos que Pdcd4 es un represor de la traduccion que al ser fosforilado por
Thr-389-S6K1 es marcado para su ubiquitinacion siendo luego degradado por el proteosoma
(Dorrello et al., 2006), y que Thr-389-S6K1 aumenta su expresion en dendritas durante la
produccion de la L-LTP (Cammalleri et al.,, 2003), es posible que Pdcd4 se encuentre
regulando algunos de los ARNm importantes para la sintesis proteica necesarios para la

generacién de L-LTP.

2.8. Caracterizacion delaLTP

2.8.1. Concepto de LTP, el circuito neuronal en el hipocampo donde se produce LTP y
las etapas del proceso

El fendbmeno de la LTP es un ejemplo tipico de plasticidad sinaptica reportado por Terje
Lemo en 1966 en la region del Giro Dentado en hipocampo de conejo (Andersen & Lgmo,
1966). Uno de los principales trabajos de referencia en LTP fue publicado en 1973 por Lemo y
Bliss (Bliss & Legmo, 1973). La LTP se define como cualquier forma de potenciacion a largo

plazo de la transmision sinaptica tanto en hipocampo como en cualquier otra regién del SNC
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(Andersen et al., 2007). Una de las formas de inducir el proceso es estimulando a alta
frecuencia, procedimiento conocido como tetanizacion, produciéndose entonces una
potenciacion del potencial postsinaptico excitatorio (Lemo, 2003). Con tiempos e intensidades
de estimulo adecuados se alcanza un estado potenciado de un grupo de neuronas que puede
perdurar por largos periodos de tiempo. Cuando el proceso se mantiene en el tiempo se le
conoce como Late LTP o LTP tardio (L-LTP) y se lo ha relacionado con procesos de
aprendizaje y memoria, especialmente con memorias a largo plazo o Long-Term Memories
(Wood et al., 2011). Ambos procesos son rapidos, su consolidacion depende de la sintesis de
nuevas proteinas (Unicamente en la etapa de L-LTP) y su efecto perdura por tiempos
prolongados (Cooke & Bliss, 2006; McNaughton & Barnes, 1990). Estudios de L-LTP en
hipocampo han demostrado la importancia de la sintesis de novo de proteinas en las
dendritas como sitios donde se dan procesos de plasticidad sinaptica (Steward & Schuman,
2001). En la Figura 7 se muestran una serie de esquemas que representan algunos de los
posibles protocolos de tetanizacion necesarios para inducir cada una de las etapas del LTP.
Estas etapas incluyen la Potenciacion a corto plazo o Short Term Potenciation (STP), el LTP
temprano o Early LTP (E-LTP) y la fase de consolidacion llamada LTP tardio o late LTP

(L-LTP). En esta ultima es donde se da la sintesis de novo de proteinas.

2.8.1.1. Circuitos neuronales en hipocampo

Las células que participan en el proceso forman parte de circuitos neuronales que
comunican distintas regiones como se muestra en la Figura 8. La Via Perforante se forma
por axones que provienen desde la Corteza Entorhinal (desde fuera del hipocampo) y hacen
sinapsis con las dendritas de las neuronas del Giro Dentado (Dentate Gyrus), de CA3 y de
CALl. En el giro dentado, las neuronas granulares emiten axones llamados Fibras Musgosas
(Mossy Fibers) que contactan con las dendritas de las neuronas piramidales de CA3.
Cerrando el circuito, las neuronas piramidales de CA3, emiten largos y finos axones que
conforman las Colaterales de Schaffer y realizan sinapsis con dendritas de las neuronas
piramidales de CAl (Andersen et al., 2007).

2.8.2. Propiedades del LTP, proteinas involucradas en su generacion y proteinas
sintetizadas de novo durante laL-LTP

2.8.2.1. Las tres propiedades basicas de laLTP

2.8.2.1.1. Especificidad

El fendbmeno de potenciaciébn solo ocurre en sinapsis activadas. Esta propiedad fue
demostrada mediante experimentos en la region CA1 del hipocampo donde se colocaron 2
electrodos estimulando dos sets de fibras, siendo que ambas convergen en una misma

poblacién neuronal. Se observé que la estimulacion en una de las vias con un tren de
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estimulos o tetanizacion suficiente como para inducir LTP produce potenciacion de esa via y

no en la otra via en donde no hubo tetanizacion. Esto significa que se activa un set no

solapante de axones convergiendo en las mismas neuronas blanco (Andersen et al., 1977,
Lynch et al., 1977).
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Figura 7. Esquema de las distintas etapas de la LTP graficando la amplitud del potencial post-sinaptico
excitatorio en funcion del tiempo e indicando algunos de los mecanismos involucrados. En el esquema
(a) se muestra la induccién del STP participando los receptores de Glutamato y la CamKIl. Es un estado que
se alcanza rapido en el tiempo y con un estimulo de tetanizacion muy débil. En (b) se muestra la induccion de
la E-LTP que involucra la participacion de la PKC y otras kinasas, lleva un tiempo mayor que la STP para
alcanzar ese estado de potenciacion y se mantiene mas en el tiempo. Se requiere una estimulacion mayor
para inducir el estado de E-LTP. En (c) se muestra la induccién de L-LTP in vitro, la cual requiere de la
sintesis de novo de proteinas, lleva al menos 1 hora de estimulacion y el estado de potenciacién puede
mantenerse por largos periodos de tiempo. Para inducir la L-LTP se requiere estimulacién por tetanizacion
fuerte o una estimulacién repetida en el tiempo. En (d) se muestran los requerimientos y la dindmica de los
“tags” en azul y de las proteinas relacionadas con plasticidad (PRPs) en rojo para la induccion de L-LTP.

[Adaptado de Reymann & Frey, Neuropharmacology, 2007, Figura 1].
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Figura 8. Esquema del Hipocampo con sus regiones y grupos
neuronales principales. En A, se muestran la Corteza Entorhinal
(EC), en donde la capa Il de neuronas envia sus axones hacia las
dendritas del giro dentado (DG) y de CA3 a través de la via
perforante (Perforant pathway). La capa Il de la EC envia axones
hacia CAl y la region subicular (Sub) a través de la via perforante
y alveolar. Las células granulares del giro dentado proyectan
hacia el campo de neuronas de CA3 a través de las fibras
musgosas (Mossy Fibers). Las neuronas piramidales de CA3
proyectan axones a CAl por intermedio de las Colaterales de
Schaffer (Schaffer Colaterals). Las neuronas piramidales de CAl
proyectan hacia la regién subicular. Finalmente, tanto las fibras de
la region subicular como de CAl proyectan axones hacia las
capas profundas de la Corteza Entorhinal. En B, se muestra una
proyeccion a lo largo del eje axial del hipocampo, donde el giro
dentado esta hacia la region proximal y la corteza entorhinal hacia
la distal. [Adaptado de “The Hippocampus Book”, Andersen et
al., 2007, pagina 38, Figura 3-1]. 20



2.8.2.1.2. Asociatividad

Es una propiedad del LTP descripta en forma independiente por McNaughton y
colaboradores en 1978 y por Levy & Stewart en 1979 a nivel del giro dentado del hipocampo.
Cuando en un protocolo de estimulacion se aplica un estimulo débil en una via, no se induce
la LTP. Pero si simultineamente se estimula otra via con un estimulo fuerte, entonces se
induce la LTP en ambas vias, lo que se conoce como Asociatividad. Se distingue del
concepto de cooperatividad, el cual hace referencia a cuando se induce la LTP por la
sumatoria de varios estimulos débiles en varias vias que convergen en un mismo grupo de
neuronas. El experimento de McNaugton consistié en colocar dos electrodos de estimulacion
en dos regiones diferentes de la via perforante. Se vio como al estimular simultdneamente
dos regiones de esta via con tétanos débiles Unicos, no se inducia la LTP. Pero el efecto
sumado o cooperativo de varios de estos estimulos débiles lleva a la induccion de la LTP en
ambas vias (McNaughton et al., 1978). El experimento de Levy y Steward consisti6 en
estudiar las propiedades de la via perforante cruzada compuesta. Esta se forma solamente
por unos pocos axones que van desde la corteza entorhinal hasta la capa molecular del giro
dentado. Los autores observaron que estimulando por tetanizacién esta via no se induce LTP.
Pero si se estimula la region ipsilateral de la via perforante con un tétanos al mismo tiempo
gue se estimula con otro tétanos en la via cruzada débil, se produce LTP tanto en las vias
contralateral como en la ipsilateral. Con ello se demostré que la activacién en un sitio tiene la
potencialidad de inducir plasticidad sinaptica en otro sitio activo, por tanto la LTP es asociativa
(Levy & Steward, 1979).

2.8.2.1.3. Persistencia

Esta propiedad refiere a que con los tiempos de estimulacién necesarios, el proceso de
potenciacién puede permanecer durante dias e incluso meses, en lo que se conoce como
L-LTP. Esto distingue a la LTP de otras formas de plasticidad sindptica y lo relaciona con

fendmenos de memoria y aprendizaje (Abraham, 2003).

Los principios de especificidad, asociatividad y/o cooperatividad pueden resumirse en lo
gue se conoce como el Postulado de Hebb, descripto en 1949 y que propone una teoria
sobre como seria la adaptacion de las neuronas en el cerebro durante los procesos de
plasticidad sinaptica y aprendizaje (Hebb et al., 1949). Este postulado incluye la regla de
induccidén de Hebb para la potenciacidn sinaptica asociativa en sinapsis excitatorias de las
regiones del CAl y del giro dentado. Expresa que una sinapsis es potenciada si y solo si es

activa a un tiempo tal que la espina dendritica se encuentra lo suficientemente despolarizada.
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2.8.2.2. Proteinas involucradas en la generacion de LTP

Los estudios que determinaron cuales son las proteinas que participan en la induccion de
la LTP son posteriores a la identificacion del proceso (Andersen et al., 2007) y hasta la
actualidad no se conoce completamente como acttan cada una de ellas.
La LTP se induce por estimulacién tetanica y es dependiente de los tiempos de estimulacion.
Se habla de distintas etapas caracteristicas del proceso en donde se dan diferentes cambios
y participan distintas proteinas (Andersen et al., 2007). Inmediatamente de inducido el
proceso se habla de una etapa inicial de Potenciacion a Corto Plazo o Short Term
Potenciation (STP), que no depende de la sintesis de proteinas, sino que es dependiente de
los receptores tipo N-metil-D-Aspartico (NMDA), participaria la proteina kinasa Calmodulina
dependiente de Calcio Il (CaMKIl) (Lisman et al., 2012) y seria un proceso mayormente
presinaptico (Davies et al., 1989). Posteriormente esta la etapa de LTP temprano o
Early-LTP, que es un proceso dependiente de las Protein-Kinasas, incluyendo la CaMKIl,
pero donde aun no hay sintesis de novo de proteinas. Finalmente estd la etapa de
consolidacion del proceso que puede perdurar por largos periodos de tiempo y que es
dependiente de la sintesis de novo de proteinas conocida como LTP tardio o Late-LTP.

2.8.2.2.1. Short Term Potenciation (STP)
Concepto de STP

Es la etapa inmediata a la induccién del LTP y depende de la activacion de los receptores
NMDA, sin los cuales no hay induccién del LTP. El ligando de los receptores NMDA es el
glutamato. Su importancia para la induccion del STP fue demostrada utilizando antagonistas
especificos para los receptores NMDA (Davies et al., 1981; Harris et al, 1984; Coan et al.,
1987) y utilizando ratones con en el gen NMDAR1 deleteado en las neuronas de CALly no en
las neuronas del giro dentado por el sistema de recombinacion Cre-Lox. NMDAR1 es una de
las subunidades del receptor NMDA sin la cual no puede formarse el receptor. Se observo
gue estos animales podian desarrollar LTP normalmente en la regién del giro dentado pero no
en CA1l (Tsien et al., 1996), demostrando la necesidad de receptores NMDA para la induccién
del LTP.

Moléculas activadas durante STP

Se requieren dos condiciones para iniciar el proceso de induccion del LTP. Se requiere la
activacion de las neuronas presindpticas, las cuales liberan glutamato a la hendidura sinaptica
el cual es captado por los receptores de glutamato (GlutR) en las dendritas postsinapticas,
favoreciendo la entrada de iones Na* en las neuronas postsinapticas y aumentando entonces
su despolarizacion (Andersen et al., 2007). Estos receptores son los de tipo AMPA y los de

tipo NMDA. Se requiere una fuerte despolarizacién en las neuronas postsinapticas para
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liberar el bloqueo de los iones Mg en los receptores NMDA de las dendritas postsinépticas.
De esta forma estos pueden captar su ligando (glutamato) y permitir la entrada del Ca* en la
neurona postsinaptica (Lynch, 2004). La colaboracién de receptores metabotropicos de
glutamato (mGIutR) en las dendritas postsinapticas es necesaria para inducir LTP debido a
gue estos receptores estan acoplados a proteinas G de sefalizacion intracelular y pueden
afectar vias de sefializacion importantes para la LTP (Eaton et al., 1993).

Ademas de los receptores NMDA y los mGlutR, los receptores GABA también juegan su
papel en el proceso (Wigstrom & Gustafsson, 1983). Cuando se produce un potencial post-
sinaptico excitatorio, los receptores GABA, de las dendritas postsinapticas ingresan GABA
dentro de las neuronas postsinapticas produciendo un potencial postsinaptico inhibitorio. Esto
hiperpolariza la neurona postsinaptica e intensifica el bloqueo de los receptores NMDA por el
Mg?" y disminuye la respuesta sinaptica (Figura 9). Pero por otro lado, los receptores GABAg
presentes en las interneuronas inhibitorias y en las dendritas postsinapticas, producen un
efecto que produce una inhibicién en la liberacion de GABA por parte de la interneurona
inhibitoria, lo cual favorece la induccién de la LTP. Incluso si se utilizan antagonistas de los
receptores GABAg, y se mantienen funcionales los receptores GABA4, se inhibe la induccion
de LTP (Dingledine et al., 1986), demostrando la necesidad de receptores GABA para la

induccion de la LTP.

Se ha determinado que la CaMKIl es importante para la induccion de STP y también para
la induccién de E-LTP, activandose con el aumento en las concentraciones de Ca®* en la
postsinapsis (Stevens et al., 1994). En la Figura 9 se muestra un esquema con los principales

eventos que suceden durante el STP.

Induction _ _ o
A Figura 9. Esquema de como se induce STP, participando los
receptores NMDA, los receptores AMPA y los receptores
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2.8.2.2.2. Early-LTP (E-LTP)
Concepto de E-LTP

Es una etapa posterior a la STP en el cual participan varias Proteinas Kinasas y no hay
sintesis de novo de proteinas (Andersen et al., 2007). En la Figura 10 se muestra un

esquema con los principales componentes involucrados en la producciéon de E-LTP.
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Figura 10. Esquema representando algunos de los elementos que participan en lainduccién de E-LTP.
Comienza con la estimulacion en la presinapsis, la liberacién de glutamato captado por los receptores AMPA
y NMDA de la postsinapsis y la entrada de Ca®" a través de estos Ultimos en las dendritas. Las reservas de
IP3 amplifican la sefial del Ca®*, fosforilando varios sustratos, incluyendo los receptores AMPA y NMDA,
aumentando su actividad. También se muestran otras cascadas de sefializacion donde participa el AMPc y
algunos mensajeros retrogrados como el 6xido nitrico y el acido araquidénico que aumentan la estimulacion.
[Adaptado de “The Hippocampus Book”, Andersen et al., 2007, pagina 370, figura 10-8].

Moléculas activadas durante E-LTP

Protein-Kinasa C

Fue la primer protein-kinasa en ser implicada en LTP (Lovinger et al., 1987). Presenta
varias isoformas, que pueden clasificarse segin como son activadas. Se distingue las
isoformas activadas por Ca?" y por diacilglicerol (PKC a, B y y); las isoformas activadas en
forma independiente del Ca?* y dependientes del diacilglicerol (PKC 3 y €) y las activadas en
forma independiente del Ca*" y del diacilglicerol (PKC ¢). Un estudio muestra que la isoforma
Yy, seria importante en la regulaciéon inhibiéndose la induccién de la LTP cuando es eliminada
(Abeliovich et al., 1993). Respecto a la isoforma ¢, un trabajo reciente muestra que no seria

necesaria para la inducciéon y mantenimiento del LTP (Volk et al., 2013).
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Se plantea que la entrada de Ca®* a través de los receptores NMDA de las neuronas
postsinapticas seria el evento que induce la activacién de las PKC (Andersen et al., 2007).
Otra posibilidad es que sea por una cascada de sefializacién que se iniciaria con la union del
glutamato a receptores metabotrépicos de glutamato (mGIutRs), particularmente los mGIlutR1
y mGIutR5. Cuando estos receptores se activan producen diacilglicerol y liberan Ca®" al
espacio intracelular (Bortolotto & Collingridge, 2000). También se ha descripto que la
fosforilacion de los receptores AMPA en la posicion Ser 831 por parte de PKC aumenta su
conductancia favoreciendo la entrada de Na' al interior de la dendrita postsinaptica e
induciendo una potenciacion de corta duracién o potencial postsinaptico excitatorio (Lee et al.,
2000).

Calmodulina dependiente del Calcio Il (CaMKII)

Es una proteina presente en las neuronas postsinapticas que es activada a través de
cambios conformacionales producidos cuando se une al Ca* (Lisman et al., 2012). Sin
embargo, cuando es fosforilada en la Treonina 286, CamKIll sufre un nuevo cambio
conformacional quedando activa en forma permanente, incluso en ausencia de Ca?* (Miller
and Kennedy, 1986). En un estudio utilizando péptidos especificos que inhiben la actividad de
la isoforma a-CaMKII (isoforma predominante en la region CA1 del hipocampo) vieron cémo
se bloguea la induccién del LTP en las neuronas CAl (Malinow et al., 1989). Otros estudios
complementarios utilizando ratones knockout para esta enzima (Silva et al., 1992) o
agregando mutaciones en sus sitios de fosforilacion (Giese et al., 1998), también llegan a la
conclusion de que sin la a-CaMKIl activa no se induce LTP en la regién del CA1l del

hipocampo.

Protein-kinasa dependiente del AMP ciclico (AMPc) o Protein Kinasa A (PKA)

Se ha determinado la importancia de su presencia en las sinapsis activadas, colaborando
en la especificidad para la induccién del LTP Unicamente en estas sinapsis (Andersen et al.,
2007). El anclaje especifico de PKA a través de las proteinas AKAPs seria importante para la

induccién y mantenimiento del LTP (Sanderson & Dell’Acqua, 2012).

Protein-tirosin-kinasas (PTK)

Un estudio farmacologico revela que son importantes para la induccion del E-LTP debido a
gue fosforilan los receptores NMDA aumentando su actividad (Rosenblum et al., 1996).
Realizando un knockout a los genes que dan lugar a las PTK de la familia fyr, generan
dificultades en la generacién de la LTP (O’Dell et al., 1991), particularmente en adultos y no

en animales jévenes o en desarrollo (Kojima et al., 1997).
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MAP Kinasa (MAPK)

Son una gran familia de proteinas de sefializacion celular, siendo las mas extensamente
estudiadas en LTP las asociadas con las proteinas G Ras y Rap-1 (Andersen et al., 2007). Se
observo que la via de ERK/MAPK es regulada positivamente por PKA (Gerits et al., 2008)
activandose una cascada de fosforilaciones que culmina con la fosforilacion de la proteina
MEK, activandola. Cuando MEK es inhibida, se bloquean tanto el E-LTP como el L-LTP
(Andersen et al., 2007).

Fosfoinositol 3 Kinasa (PI3K)

La fosforilacion de sus blancos de accion activan las formas independientes del Ca* de
PKC, incluyendo a PKC y. Inhibidores de PI3K llevan a pérdidas en la capacidad de induccién
de E-LTP, no asi de STP (Kelly & Lynch, 2000).

2.8.2.2.3. Late LTP (L-LTP)
Concepto de L-LTP y la sintesis de novo de proteinas

Es una etapa posterior al E-LTP que permite el mantenimiento de la LTP a lo largo del
tiempo. Se requieren la transcripcion de genes y la sintesis de novo de proteinas (Andersen et
al., 2007). Su caracteristica principal es la persistencia en el estado de potenciacién de las
neuronas activadas, pudiendo permanecer potenciadas durante largos periodos de tiempo
(Andersen et al., 2007). Inicialmente se pensaba que todas las proteinas necesarias para su
consolidacién se sintetizaban en el soma, pero la evidencia de la sintesis local en dendritas
ha ido en aumento. La sintesis local en las dendritas explicaria en forma sencilla la
especificidad de las sinapsis activas, ya que seria en las dendritas activas donde puede darse
la L-LTP. Se han identificado polirribosomas y otros elementos necesarios para la sintesis
local de proteinas en dendritas (Steward & Schuman, 2001). Un experimento concluyente
para demostrar la sintesis local en dendritas consistié en aislar dendritas de la region CA1 del
hipocampo y someterlas a un tratamiento con un factor de crecimiento cerebral llamado
BDNF, el cual induce la LTP (Kang & Schuman, 1996; Kelly et al., 2000). A partir de estos
experimentos se observé que es posible inducir L-LTP solo por la sintesis local de proteinas
en las dendritas separadas del soma neuronal. Dada la importancia de la sintesis local en
dendritas, el interés por conocer el papel que cumplen las espinas dendriticas como sitio de
sintesis local ha ido creciendo. Hay estudios que determinaron el aumento en el tamafio de
las espinas dendriticas en ratas con un dia de nacimiento (Ostroff et al., 2002) y que la fase
final de crecimiento de la espina es dependiente de sintesis proteica (Tanaka et al., 2008).
Ese crecimiento es estimulado por factores de crecimiento cerebrales que inducen la sintesis

de proteinas Unicamente en las sinapsis donde se indujo L-LTP (Smith et al., 2005). Esto
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muestra la importancia de la sintesis local de proteinas en las dendritas para el desarrollo de
procesos de plasticidad sinaptica.

Ademés de la sintesis local de proteinas, también son importantes las vias de activacion
de la sintesis proteica que involucran sefiales para la activacion de genes en el nucleo
(Andersen et al., 2007). La via de CREB es una de las principales (Ahmed & Frey, 2005). Esta
via estd formada por una serie de proteinas que cuando se induce L-LTP son importadas al
nacleo y se unen a elementos de respuesta al AMP ciclico (AMPc) presentes en secuencias
de genes blanco. Esto desencadena un aumento en la transcripciéon de esos genes. El rol del
Ca’®" en este proceso es importante (Andersen et al., 2007). El mismo ingresa luego de la
activacion de los receptores NMDA, pero se discute como es su mecanismo de accion.
Algunos estudios proponen que viajaria desde las dendritas activadas al soma, uniéndose a la
calmodulina nuclear y activando kinasas blanco (Hardingham et al., 2001). Otra posibilidad es
que el Ca*" unido a calmodulina sufra una translocacion desde el sitio de la postsinapsis al
nacleo (Deisseroth et al., 1998). El problema que se plantea es como los transcriptos o
proteinas sintetizadas en el soma pueden alcanzar los sitios de sinapsis apropiados. Una
posibilidad planteada por Frey y colaboradores en el afio 1997 es que los sitios de sinapsis
potenciados presentarian un marcador o “tag” que los diferencia del resto, el cual seria
reconocido por las proteinas o ARNm que deben viajar desde el soma a las dendritas. A
continuacion, se detallan una serie de caracteristicas que deberian presentar los tags (Frey
and Morris, 1997).

1) Los tags se generan en una sinapsis activa, dependiente de la activacion de receptores

NMDA pero independiente de la sintesis proteica de novo

2) Los tags presentan una vida media de 1-2 horas para asegurar su transporte desde el

soma hasta el sitio de la sinapsis

3) Puede haber tags de dos tipos: los que son inducidos por activacion de E-LTP o L-LTP y

los que lo hacen por la induccién de Long Term Depression (LTD).
4) Los tags son especificos de la sinapsis que fue activada

5) Los tags interaccionan con proteinas que fueron sintetizadas de novo a partir de la

transcripcién nuclear en el pasaje de E-LTP a L-LTP.

La Figura 11 muestra un esquema indicando los elementos involucrados en la induccién de
L-LTP.
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2.9. L-LTP y regulacion de la sintesis
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Figura 11. Esquema representando los
principales elementos que participan
en la induccion y mantenimiento de la
L-LTP. Cuando se Induce L-LTP por
tetanizacion fuerte (A), la entrada rapida
de Ca® estimula la produccion de
cambios locales que incluyen la
fosforilacion de receptores y de otras
proteinas. También se activan vias de
sefializacion desde la sinapsis al soma
que involucran a PKA y MAPK.
Posiblemente, la activacion de una
proteina tag, marque a esta sinapsis como
activa. En (B) solo hay estimulacion débil,
por lo cual solo se induce E-LTP y no hay
sefializacion hacia el soma, pero igual se
activaria un tag. En (C) donde no hay
estimulacion, las sinapsis no son
activadas y no habria tag. Pueden existir
también otras sefializaciones desde las
dendritas al ndcleo y del soma al nicleo a
través de inervacion dopaminérgica (D) y
por entrada de Ca® a través de canales
de Ca®* dependientes de voltaje (E). Los
targets de la sefializaciéon hacia el soma
son factores de transcripcion, incluido el
factor CREB, el cual al ser fosforilado
promueve la transcripcion de numerosos
genes con sefal de respuesta al AMPc en
sus secuencias regulatorias (F).
[Adaptado de “The Hippocampus

Book”, Andersen et al., 2007, pagina
202 finiira 10-131

proteica: papel de la via

La induccién de L-LTP, involucra la transcripcion de genes y la sintesis de novo de

proteinas. Sin embargo, las vias de transduccion de sefales que regulan estos procesos no

son completamente entendidas. Una de las vias que es estimulada por factores de

crecimiento y que resulta en la traduccién de ARNm especificos es la via de mTOR (Figura

12). Un estudio identificé por western blot varias proteinas importantes de esta via, incluyendo

el complejo mTOR, S6K1, 4EBP1 y 4EBP2 en rodajas (slices) de hipocampo y en cultivos

neuronales, tanto en dendritas como en neuronas (Tang et al., 2002). En el mismo estudio se

observé por inmunofluorescencia la co-localizacion de estos componentes con PSD-95, un

marcador de postsinapsis. Por tanto, los componentes de la via mTOR se expresarian en la

postsinapsis, sitio donde se produce la sintesis de novo de proteinas durante la L-LTP. Una

vez que se observd la expresion de componentes de la via mTOR en hipocampo, se

realizaron estudios para determinar la importancia de esta via para la induccion del L-LTP.
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Experimentos utilizando la droga rapamicina, un inhibidor del complejo mTOR, produjeron una
reduccion en la capacidad de inducir L-LTP a partir de estimulos de alta frecuencia, no
perjudicando la induccién de E-LTP (Tang et al., 2002). También se observo que el efecto de
la rapamicina sobre la produccion de L-LTP es Unicamente durante la induccién del L-LTP, ya
gue si se aplica la droga cuando ya se indujo este proceso, no se observan cambios
(Cammalleri et al., 2003). También se ha determinado la importancia de mTOR para la
consolidacion del L-LTP utilizando metodologias farmacogenéticas a partir de ratones
heterozigotas para mTOR, confirmando también su importancia en procesos de L-LTP al no
poder inducir adecuadamente el proceso en estos animales (Stoica et al., 2011). En otro
trabajo, se aislaron dendritas de hipocampo de sus somas, y se las sometié a un tratamiento
con rapamicina, también inhibiéndose la induccién de L-LTP (Vickers et al., 2005), Esto
muestra como puede inducirse el proceso independientemente del soma y con ARNm

presentes en las dendritas.

Mediante los estudios utilizando la droga rapamicina se pudo entonces determinar la
importancia de mTOR en la induccién del L-LTP, pero solamente con esos estudios no se
puede definir si se activan o no los componentes de esta via cuando se induce L-LTP. Como
forma de analizar la actividad de la via mTOR, se estudio la distribucion de la forma activa de
uno de sus blancos: la forma fosforilada de S6K1 en la treonina 389 (Thr-389-S6K1)
(Cammalleri et al., 2003). Mediante la induccion de la activacion de los receptores NMDA y de
PI3K (importantes en la induccion de L-LTP) se observd una mayor distribucion de
Thr-389-S6K1 en las dendritas, no asi en el soma neuronal (Cammalleri et al., 2003), tanto en
slices de hipocampo como en cultivo de neuronas de hipocampo. En neuronas en cultivo
pudo observarse una distribucion en compartimentos discretos de Thr-389-S6K1, siendo
algunos de ellos espinas dendriticas (Cammalleri et al., 2003), mientras que en el caso de
cultivos neuronales donde no hubo tratamiento de induccion, la distribucién de Thr-389-S6K1
se limitd Unicamente al soma neuronal. Este estudio sugiere la importancia del reclutamiento
de la via mTOR-S6K1 para la induccién de la fase de la L-LTP donde se requiere la sintesis
de novo de proteinas. Otro estudio en neuronas en cultivo extraidas de fetos de raton mostré
gue la estimulacion por glutamato induce la activacibn de la via mTOR-S6K1 y es

dependiente de la activacién del complejo Ca?*/Calmodulina (Lenz & Avruch, 2005).

Estudios en donde se realizaron experimentos de knockout selectivo para las proteinas
4EBPs pertenecientes a la via de mTOR, sugieren la importancia de las 4EBPs para el
mantenimiento del L-LTP (Banko et al., 2005). El complejo mTOR es el principal agente que
fosforila las 4EBPs (Hay & Sonenberg, 2004). Un knockout a 4EBP-2, la isoforma mas
abundante en cerebro, produce dificultades para la induccién de L-LTP y problemas en el

desarrollo de la memoria espacial (Banko et al., 2005). Sin embargo no se pudo vincular
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directamente el accionar de mTOR sobre 4EBP2. Inclusive existe un trabajo en el cual se
reporta que no lograron identificar la forma fosforilada de 4EBP2 en cerebro (Bidinosti et al.,
2010).

Por otro lado, la realizacién del knockout por separado a S6K1 y S6K2, mostraron pérdidas
en las capacidades cognitivas y de memoria en los ratones afectados (Antion et al., 2008).

Considerando nuestra proteina de interés Pdcd4, dado que es un componente de la via
MTOR vy es fosforilada por Thr-389-S6K1 (Figura 12), posiblemente pueda estar participando

en estos procesos de plasticidad sinaptica.

2.10. Sintesis proteica axonal en condiciones de injuria del Nervio
Ciético

Durante el desarrollo de la fase experimental de este trabajo de tesis, el esfuerzo central se
realiz6 intentando obtener evidencias experimentales respecto a la modulacién de los niveles
de expresion de Pdcd4 en las neuronas de hipocampo. Esto se justifica por el contexto antes
detallado y el hecho de que, como se observara mas adelante, esta proteina era conspicua en
las dendritas de dichas neuronas. Sin embargo, nos parecié de utilidad intentar poner en
evidencia si estos cambios que logramos detectar en dendritas y somas del hipocampo,
ocurrian en otro dominio neuronal como es el axén. Dado que la extensidn de este trabajo de
fin de licenciatura limita el tipo de experimentos a realizarse y ademas no era sencillo
investigar detalladamente axones centrales en condiciones de estimulacion fisiolégica o no,
decidimos estudiarlo en el modelo de axones lesionados en nervio cidtico de rata que
presenta diversas ventajas. Se buscaba observar si frente a una estimulacién clara y
caracterizada (en nuestro laboratorio y por otros investigadores) existian cambios en la
expresion de Pdcd4 en el dominio axonal. Lo que sigue a continuacion es una breve

introduccion a este modelo de trabajo.

Trabajos del Dr. Sotelo Silveira y otros investigadores describen la importancia del
transporte del ARN vy la sintesis local de proteinas en axones. En casos extremos, el axén
abarca el 95% del volumen celular y presentar una longitud medible en metros, con lo cual la
actividad biosintética de estas neuronas debe ser muy alta considerando solamente el
mantenimiento de la integridad celular. Considerando esto, no seria suficiente la sintesis de
proteinas en el soma para asegurar el mantenimiento y funciones neuronales (Sotelo Silveira
& Sotelo Sosa, 2011). Actualmente se ha comprobado la existencia de los componentes
necesarios para llevar a cabo la sintesis local de proteinas en los axones (Zheng et al., 2001;
Sotelo Silveira et al., 2006) y se ha propuesto la transferencia de ARNm desde la célula de

Schwann al ax6n como una fuente potencial de transcriptos para el mantenimiento axonal
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(Sotelo Silveira et al., 2006). Con estos hallazgos, se comenzaron a identificar diferentes
transcriptos que son localizados en el dominio axonal incluyendo los ARNm de
neurofilamentos (Sotelo Silveira et al., 2000), de la miosina Va (Calliari et al., 2002) y la beta
actina (Sotelo Silveira et al., 2008). En estos y otros trabajos se utiliz6 como modelo el nervio
ciatico lesionado en regeneracion ya que de este modo se aumenta la sintesis de ARNm y
proteinas (Sotelo Silveira et al., 2000; Sotelo Silveira & Sotelo Sosa, 2011). Por tanto si
existen variaciones en los niveles de traduccion para estos transcriptos, deberia de existir
mecanismos regulatorios de la sintesis proteica local. Se han planteado la regulacién por
microARNs (Fabian et al., 2010) y por la via mTOR. Se ha visto que la inhibicibn de mTOR
utilizando la droga rapamicina disminuye la incorporacion de aminoacidos marcados
radioactivamente en proteinas axonales y reduce la formacion del cono de crecimiento en
condiciones de axotomia (Verma et al., 2005). Por otra parte, la eliminacion de PTEN, que es
un regulador negativo de la via mTOR, tiene un efecto promotor en la regeneracién in vivo lo
cual podria significar que la via mTOR participa en procesos de regeneracion axonal (Park et
al., 2009). Estos resultados muestran como mTOR podria estar regulando la sintesis de
proteinas axonales y siendo importante en la modulacion de los mecanismos de regeneracion
axonal (Gumy et al., 2010; Sotelo Silveira & Sotelo Sosa, 2011). Considerando que Pdcd4 es
un componente rio abajo (downstream) de la via mTOR y que es un represor de la traduccion,
nos planteamos estudiar si existen cambios en su expresidon en nervios lesionados en
regeneracion. De esta manera podriamos a su vez confirmar que podemos detectar cambios
de esta proteina frente a estimulos que modulan la sintesis proteica, utilizando el tipo de
metodologias planteadas en este trabajo en dos sistemas o modelos biolégicos diferentes

tanto en SNC como en SNP.

3.Hipotesis

Pdcd4 se expresa en neuronas del sistema nervioso central y periférico, participando en la
regulacién de la sintesis proteica importante en procesos de plasticidad ya caracterizados.
Proponemos como modelos de estudio la induccion y mantenimiento del L-LTP en SNC y la
regeneracion axonal en SNP. Pensamos que si Pdcd4 regula la tasa traduccional de ciertos
ARNmM involucrados en estos procesos, su expresion se vera disminuida posiblemente debido
a la activaciéon de la viaa mTOR que culminaria con la degradacion de Pdcd4 por el
proteosoma, lo que aumentaria la tasa traduccional de los posibles ARNm que Pdcd4 estaria

regulando.
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Figura 12. Via de sefializacion de mTOR, incluyendo a Pdcd4. Nétese que Pdcd4
es fosforilada por S6K1 fosforilada, induciendo la degradacién de Pdcd4 por via
proteosomal. A su vez S6K1 es fosforilada por mTOR, siendo esta cascada de
fosforilaciones un mecanismo para promover el inicio de la traduccién de proteinas.
[Adaptado y modificado de Costa- Mattioli et al., Cell Press, 2009, Figura 2].

4. Objetivos

4.1. GENERAL

Contribuir al entendimiento de la funcién de la proteina Pdcd4 como regulador de la

traduccion en sistema nervioso central y periférico.

4.2. ESPECIFICOS

a) Determinar la expresion de Pdcd4 en regiones particulares de nervio ciatico, médula

espinal, cerebelo y cerebro de rata.
b) Determinar la expresion de Pdcd4 en soma, dendritas y axones de neuronas.

c) Estudiar si Pdcd4 varia su expresion en procesos de plasticidad sinaptica utilizando
como modelo la induccion de L-LTP en slices de hipocampo.

d) Estudiar si Pdcd4 varia su expresion cuando se lesiona un nervio ciatico y se llevan a

cabo procesos de regeneracion axonal.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Fijacion

Se realiz6 un protocolo de perfusion intracardiaca (Sotelo Silveira et al., 2000; Calliari et al.,
2002) utilizando el fijador paraformaldehido (PFA) 4% en buffer fosfato salino (PBS) pH=7.4
(Composicion buffer PBS: 137mM NaCl, 2.7mM KCI, 10mM Na,HPO,, 2mM KH,POQO,). Se
pesa la rata, se la anestesia de acuerdo a su peso con una mezcla de Ketamina/Xilazina por
inyeccion intraperitoneal. Se verifica que el animal se encuentre en una anestesia profunda
verificando que no cierra al parpado ni contrae la pierna cuando se la presiona. Luego se
inmoviliza al animal y se lo coloca en el vientre hacia arriba. Se abre la cavidad toraxica
haciendo un corte desde debajo del diafragma hacia el térax, rompiendo el esternén vy
dejando expuesto el corazén. Rapidamente se realiza una perforacion en la auricula derecha
del corazén y otra en el ventriculo izquierdo. Por esta Ultima perforacion se coloca una canula
a través de la cual se hace ingresar por el sistema cardiovascular aproximadamente 100 mL
del anticoagulante citrato de sodio en PBS pH=7.4 a presion constante. Luego se hace pasar
unos 150 mL del fijador PFA 4% en PBS pH=7.4. Si el fijador penetra en los tejidos, debe
observarse espasmos musculares en el animal y palidez creciente en el higado, lo cual indica
gue se realizé una adecuada perfusion. Se deja que actue el fijador entre 1 y 2 horas, para
luego extraer los 6rganos a estudiar. Luego de extraidos los 6rganos, se los deja dentro de
tubos Falcon inmersos en PFA 4% en PBS pH=7.4 ON, 4°C.

El protocolo de fijacién cuando se realizan experimentos de electrofisiologia consiste en tomar
los slices de 400 um (Ver protocolo de Electrofisiologia mas adelante), se los coloca sobre un
portaobjeto con un cubreobjeto por encima en una placa de petri e inmersos en PAF 4 % en
PBS pH=7.4 ON, 4°C.

Las bases tedricas de la fijacién se describen en el Anexo 1.

5.2. Crioproteccion

Se lavan los tejidos enteros o los slices en PBS 3x5 min; 3x10 min y luego 3x5 minutos en
buffer PHEM (Composicién del buffer PHEM: 25mM HEPES, 10mM EGTA, 60mM PIPES y 2
mM MgCl,) a temperatura ambiente y con agitacién. Se los coloca en tubos Falcon y se los
deja inmersos en Sacarosa 15% en buffer PHEM hasta que sedimenten al fondo del tubo y
Sacarosa al 30% en buffer PHEM hasta que sedimenten nuevamente al fondo del tubo. Si no
se van a utilizar al corto plazo, se los congela a temperaturas de -80°C hasta el momento de

realizar los cortes en el criostato.
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Antes de realizar los cortes en el criostato, las muestras se colocan en moldes hechos con
papel de aluminio y se las deja inmersos en Tissiue Tek. Utilizando el criostato a
temperaturas inferiores a -20°C se hacen cortes a 20 pum en las orientaciones que
correspondan. Los slices obtenidos se fijan en porta-objetos tratados con Poli-L-Lisina. Son
guardados a -20°C hasta el momento de llevar a cabo la inmunohistoquimica.

Las bases tedricas de la crioproteccion se detallan en el Anexo 1.

5.3. Consideraciones sobre la orientacion de los cortes

a) Para el caso de los cortes de Cerebro se realizaron cortes en orientacion coronal o
transversal, donde se reconocen hipocampo, corteza y otras regiones dependiendo de la
altura del corte, ademas de tener la imagen en espejo de las regiones pares. Se utilizaron las
referencias anatomicas descriptas en el Atlas de Paxinos Edicion 2005 que muestra cortes
coronales de cerebro para ratas adultas de la cepa Wistar (Paxinos & Watson, 2005).

b) Para el caso de los cortes del Cerebelo se realizaron cortes en orientacion sagital donde

puede visualizarse el arbol dendritico completo de las células de Purkinje.

c) Para el caso de los cortes de Médula Espinal se realizaron cortes en orientacién
transversal, donde puede reconocerse las astas ventral y dorsal y las motoneuronas de las

primeras.

d) Para el caso de los cortes de Nervio Ciatico se realizaron cortes en orientacion
transversal y longitudinal, para ver en ambos casos fibras nerviosas y reconocer axones y

células de Schwann.

5.4. Inmunohistoquimica Indirecta

Se toman los cortes de 20 um colocados en los portaobjetos del frezzer a -20°C, se los
deja tomar temperatura ambiente y luego se marca alrededor de los cortes con el marcador
PAP-Pen. Se prepara una camara hiumeda en donde se colocaron los portaobjetos en los
siguientes pasos. Se realiza un bloqueo con buffer de incubacion 30 minutos a 37°C
(Composicion buffer de incubacién: Seroalbumina bovina (BSA) 1% y Glicina 5% en PHEM).
Posteriormente se incuban los anticuerpos especificos ON 4°C en buffer de incubacién. En la
Tabla 1 se listan los anticuerpos especificos utilizados. Al otro dia, se realizan lavados 3x10
minutos a temperatura ambiente con buffer de incubacién y luego se incuba con los
anticuerpos secundarios en buffer de bloqueo (Composicién buffer de bloqueo: buffer de
incubacién + 5% Suero Normal de Cabra) 1 hora 37°C. A partir de este paso se evita la
exposicion a la luz de los preparados. En la Tabla 2 se listan los anticuerpos secundarios y

sondas utilizados. Luego se lava con buffer de incubacion 3x10 minutos a temperatura
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ambiente y se monta los preparados con un cubreobjeto utilizando el medio de montaje
Pro-Long Antifade conjugado a la sonda DAPI. Se deja secar los preparados protegidos de la
luz y se los sella con esmalte. Finalmente se los guarda preservados de la luz a 4°C hasta su

observacién por microscopia confocal.

En paralelo se realiza en cada experimento un preparado control que es un preparado

donde solo se incuban los anticuerpos secundarios.

Los principios basicos de la inmunohistoquimica indirecta y de la microscopia confocal se

detallan en el Anexo 1.

Todas las imagenes fueron obtenidas utilizando el Microscopio Confocal del IIBCE
Olympus Fluoview 300 y para el canal correspondiente a Pdcd4 se utiliz6 la misma potencia
del laser y el mismo nivel del fotomultiplicador para poder cuantificar y comparar las sefiales

de expresion de Pdcd4 posteriormente analizadas.

Tabla 1. Anticuerpos Especificos

Anticuerpos Especificos Compaifia Cadigo
Donado por Nancy Colburn**
Anticuerpo anti-Pdcd4 (policlonal) (NIH) -
Anticuerpo Monoclonal anti-Neurofilamento 68 |SIGMA N 5139
Anticuerpo monoclonal anti-Myelin Associated
Glycoprotein (MAG) Ab-Cam abh89780
Anticuerpo policlonal anti-Proteina Ribosomal P |US Biological, Swampscott, MA |R2031-25

«1 Anticuerpo anti-Pdcd4 fue donado por Nancy Colburn del National Cancer Institute (NIH). Elaborado a partir de
un péptido acido de 15 aminoécidos correspondiente a la secuencia de Pdcd4 que va desde los residuos 455-469.
El isotipo es IgG y fueron generados en conejos del laboratorio Spring Valley. Se determind por Western Blot su
especificidad, obteniéndose una banda del tamafio esperado, 54 KD (Yang et al., 2001). Este anticuerpo ya ha

sido utilizado en otros trabajos (Jansen et al., 2004; Jansen et al., 2005).

Tabla 2. Anticuerpos Secundarios y Sondas

Anticuerpos Secundarios y Sondas Compafiia Cddigo
Alexa Fluor Goat Anti Mousse 555 IgG (H+L) INVITROGEN A-21422
Alexa Fluor Goat Anti Rabbit 488 IgG (H+L) INVITROGEN A-11008
Alexa Fluor Goat Anti Human 647 IgG (H+L) INVITROGEN A-21445
Sonda Phalloidin Alexa Fluor 633 INVITROGEN A22284
ProLong® Gold Antifade Reagent with DAPI 405 [INVITROGEN P-36931

5.5. Electrofisiologia
En este proyecto se puso a punto un protocolo de electrofisiologia con la colaboracién del
Laboratorio de Neurociencias Integrativas y Computacionales del IIBCE. Para su puesta a

punto, se realizaron experimentos con 6 ratas, procesandose al menos 2 slices por cada



experimento, uno correspondiente a la condicion control y otro slice en donde se induce la
L-LTP. Del total de slices donde se logr6 inducir la L-LTP, en 2 slices provenientes de un
mismo animal fueron los que pudieron ser procesados mediante los protocolos de fijacion,
crioproteccion e inmunohistoquimica. Respecto a los slices control, se obtuvieron y

procesaron para los 6 animales.

El protocolo comienza anestesiando el animal de acuerdo a su peso con una mezcla de
Ketamina/Xilazina por inyeccion intraperitoneal y se lo sacrifica por decapitacion. Se coloca la
cabeza en hielo y rapidamente se extrae el cerebro minimizando los dafios a la corteza
cerebral. Se coloca el cerebro en un vaso de bohemia con una solucion de Fluido
Cerebroespinal Artificial (ACSF) sin NaCl aireado con una mezcla de 95% O, 5% CO, y frio
(Composicion ACSF sin NaCl: 2mM KCI, 1.3mM MgSO,, 2.5 mM CaCl,, 1.2mM KH,PO,,
25mM NaHCO3;, 200mM Sacarosa y 10mM Glucosa). Se dejan pasar un par de minutos, se
toma nuevamente el cerebro y se cortan con bisturi las regiones del bulbo olfatorio y del
cerebelo. Posteriormente, se pega el cerebro a una superficie con la cara posterior hacia
arriba utilizando algun pegamento convencional y se lo deja nuevamente inmerso en ACSF
sin NaCl con la solucion fria. Se procede a realizar los cortes de 400 pum en un vibrdtomo
modelo Leica VT1000. Los cortes son en orientaciébn coronal. A medida que se van
obteniendo los slices de 400 um, se los toma con una pipeta Pasteur de vidrio y se los pasa a
un vaso de bohemia que contiene una solucién de ACSF sin Sacarosa y siempre aireado con
95% O,, 5% CO, (Composicién ACSF sin sacarosa: 2mM KCI, 1.3mM MgSQOy,, 2.5 mM CacCl,,
1.2mM KH,PO4, 25mM NaHCO3;, NaCl 124 mM y 10mM Glucosa). Se dejan los slices en esta

solucion al menos 1 hora.

Luego se observan los slices a la lupa y se escogen aquellos que presenten el hipocampo
completo. Luego de este periodo de incubacion, los cortes son transferidos a una camara de
inmersion para ser registrados. Se induce entonces la L-LTP, colocando un electrodo de
estimulacion en las Colaterales de Schaffer y un electrodo de registro en la capa interna de
las dendritas de CAl, como se muestra en la Figura 13. Los registros son externos al
citoplasma neuronal y abarcan una poblacion de neuronas. El protocolo de estimulacion
(Stoica et al., 2011) consiste en aplicar un estimulo control de baja intensidad cada 5
segundos durante 20 minutos. Luego se aplican 2 trenes de alta frecuencia (100Hz)
separados por 20 segundos cada uno, posteriormente se aplica un estimulo de baja
intensidad durante 5 minutos y se vuelve a aplicar los 2 trenes de alta frecuencia, repitiendo el
procedimiento un total de 4 veces. Aqui se debe alcanzar la potenciacion por L-LTP. Se
contina estimulando con el protocolo control por 20 minutos o 1 hora. Los registros de
potenciales de campo fueron obtenidos amplificando la sefial 10 veces, filtrados a 3 KHz,

adquiridos a una frecuencia de muestreo de 20kHz y almacenados en un computador
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personal para su andlisis posterior. La amplitud del potencial de campo observada al final del
experimento debe ser de al menos 1.5 veces mayor en magnitud que la registrada en el
control inicial y sostenida en el tiempo para concluir que en ese slice se induce L-LTP.

A. Experimental setup *Recordlng Figura 13. Induccién de LTP en
la region CA1 del hipocampo.

Schaffer Fest st,mW/g En el esquema A se muestra una
collateral (1 train or \ seccion del Hipocampo donde se
pathway / CAl D estimulan las Colaterales de
o 1 Schaffer en rojo con 1 o 4 trenes

/ /"\'f@\ ."" ."‘I‘ con un electrodo de estimulacion.
e N L I En las neuronas de CAl es

A . AJ "‘ donde se coloca el electrodo de
Mossy fiber pathway Perforant pathway registro. En el esquema B se
(nonassociative LTP)  ~-— (associative LTP) muestran las curvas de un
potencial post-sinaptico

B. LTP in the hippocampus CA1 area
400p

excitatorio a lo largo del tiempo

cuando se induce E-LTP con 1

tren de estimulacion o L-LTP con

4 trenes de estimulacion

_ [Adaptado de “Principles of

100l ~ - BaryLTP (1traim) Neural Science” Kandel et al.,
i 2000].

Late LTP (4 trains)

EPSP slope (% of control)

E]60 0 60 120 180
Time (min)

5.6. Protocolo de lesion en nervio ciatico

Este protocolo, fue realizado en 1 rata adulta utilizando sus dos ciaticos, uno como control
sin lesion y el otro lesionado. El protocolo consiste en anestesiar el animal de acuerdo a su
peso con una mezcla de Ketamina/Xilazina por inyeccion intraperitoneal. Luego se realiza un
corte en la pierna a la altura del fémur, se ubica el nervio ciatico y se realiza una lesion
dejando el nervio separado en sus partes proximal que estara en contacto con los somas
neuronales y la distal que no esta en contacto con los mismos y comienza a sufrir procesos
de degeneracion Walleriana (Wang et al., 2012). Se vuelve a cerrar la herida con el nervio
lesionado y se esperan 18 horas hasta que se sacrifica el animal. Posteriormente se extrae el

cabo proximal del nervio ciatico lesionado y el nervio ciatico de la otra pierna como control.

5.7. Cuantificacion de las sefiales de Pdcd4 y Andlisis Estadistico
Se cuantificaron y compararon las sefiales de Pdcd4 a partir de las imagenes obtenidas

por microscopia confocal utilizando el programa IMAGE J.

5.7.1. Cuantificacion de la sefial de Pdcd4 en somas y dendritas de las regiones
de la neocorteza cerebral, cerebelo e hipocampo

Se utiliz6 la herramienta Freehand selections seleccionando dendritas y somas como se

muestra en la Figura 14. Se cuantificé la sefial correspondiente a Pdcd4 como la sumatoria de la

intensidad de fluorescencia para cada pixel del &rea seleccionada dividido el area cubierta para



cada region seleccionada. Una vez obtenido este cociente que llamamos Densidad integrada
de fluorescencia para cada soma y dendrita, se realizd el promedio de todos los cocientes
obtenidos para cada region. Con ese valor promedio y el desvio estandar asociado, se realizaron
graficos de barras para cada region y se analizaron si existian diferencias entre ambos
compartimentos celulares. Las imagenes utilizadas para calcular la sefial de expresion de Pdcd4
en cada region individual presentaban la misma resolucion y formato, indicados en la Tabla 3,
donde se detallan para cada regién el total de imagenes, formato, resolucion, nimero de bits y
rango de colores. Posteriormente, se realiz6 el Test de Student (Test de T) no pareado a dos
colas para determinar si las diferencias en las sefiales de expresion de Pdcd4 en somas y

dendritas son significativas.

Para la cuantificacion de la sefial de Pdcd4 en el neocortex de ratdn, se utilizd 1 raton,
seleccionando a partir de las imagenes 7 somas y 6 dendritas. Para la cuantificacion en el
hipocampo se utilizaron 2 ratones, seleccionado un total de 29 somas y 19 dendritas, y 4 ratas,
en este caso seleccionando 52 somas y 52 dendritas. Finalmente para cuantificar la sefial de

Pdcd4 en cerebelo, se utilizé 1 rata y se seleccionaron 8 somas y 10 dendritas.

Para la cuantificacion de los cambios en la sefial de expresion de Pdcd4 en somas y
dendritas en la situacién control y cuando se induce la L-LTP (a los 20 minutos y 1 hora
posterior a la induccion), se utilizaron las mismas herramientas del IMAGE J pero empleando
un analisis estadistico diferente. Dado que son 3 grupos a comparar (situacién control, L-LTP
20 min y L-LTP 1 hora), se realizé el test de One Way ANOVA para determinar si existian
diferencias significativas en la expresion de Pdcd4 cuando se induce la L-LTP en los somas,
las dendritas y considerando ambos compartimentos subcelulares. Se cuantificaron un total
de 20 somas en la situacién control, 48 somas en la condicién L-LTP 1 hora y 35 somas en la
condicion L-LTP 20 minutos. Para las dendritas se analizaron 20 somas en la situacion
control, 36 somas en la condicion L-LTP 1 hora y 28 somas en la condicion de L-LTP 20
minutos. El nimero de imagenes utilizadas se detalla en la Tabla 3. Estas imagenes fueron
obtenidas a partir de 2 slices control, 2 slices de la condicion L-LTP 20 min y 2 slices de la

condicion L-LTP 1 hora, todos procedentes de 1 Rata.

Tabla 3. Imdgenes para cuantificacién en neocorteza cerebral, cerebelo e Hipocampo

Numero de Numero |Rango de
Regién Imagenes Formato |Resolucién|de Bits |colores
Neocorteza Cerebral 2|RGB 1024x1024 |8 Bits 256
Cerebelo 3|Tiff 1024x1024 |8 bits 256
Hipocampo (Rata) 9|Tiff 1024x1024 |16 Bits 65536
Hipocampo (Ratén) 4|Tiff 1024x1024 (8 bits 256
Hipocampo Rata analisis L-LTP 26|Tiff 1024x1024 |16 Bits 65536
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Figura 14. Plano focal Unico ejemplificando cémo se seleccionan regiones en una
imagen de hipocampo de rata. Se indica como se realiz6 la seleccién de dendritas y
somas neuronales. Se cuantifica la intensidad de todos los pixeles correspondientes a cada
area y se normaliza por ésta Ultima. Se hicieron estudios comparativos de las intensidades
de fluorescencia, que se extrapolan a mayores o menores niveles de expresion de Pdcd4 en
cada regién analizada.

5.7.2. Cuantificacion de la sefal de Pdcd4 en axones de nervio ciatico cortados

en sentido transversal

Para la cuantificacion de la sefial de Pdcd4 en el citoplasma externo de la célula de
Schwann, la mielina compacta, el citoplasma interno de la célula de Schwann y el axoplasma
de axones no lesionados cortados en sentido transversal, se utilizé la herramienta Freehand
selections seleccionando regiones que abarcaran cada una de las regiones mencionadas
como se muestra en la Figura 15. La cuantificacién de la sefial de Pdcd4 en cada region fue
realizada de la misma forma que para los somas y dendritas calculando el cociente de
Densidad integrada de fluorescencia para cada region, realizando promedios y graficando.
Se utiliz6 la co-localizacion de las sefales de MAG y de Pdcd4 para identificar las regiones de
la mielina compacta las cuales no presentan sefial para MAG y las regiones del citoplasma
externo e interno de la célula de Schwann que si presentan sefal para MAG. Las imagenes
utilizadas para calcular la sefial de expresion de Pdcd4 para cada axén presentaban la misma
resolucion y formato, indicados en la Tabla 4, donde se detallan el total de imagenes, formato,
resoluciéon, niamero de bits y rango de colores. Posteriormente, se realizé el Test de T no
pareado a dos colas para determinar si las diferencias en las sefiales de expresion de Pdcd4

en cada regién son significativas. Los datos de cuantificacion provienen de criosecciones
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obtenidas a partir de los 2 ciaticos sin lesionar de 1 rata. En dicha cuantificacion, se asigné
arbitrariamente la sefial de expresion en axoplasma como el 100%.

5.7.3. Cuantificacion de la sefial de Pdcd4 en los axoplasmas de axones de

nervio ciatico lesionados cortados en sentido longitudinal

Para cuantificar la sefial de Pdcd4 dentro de los axones de nervio ciatico lesionados en
regiones cercanas al sitio de lesion y en regiones mas alejadas del mismo se utilizé la
herramienta Freehand selections seleccionando regiones correspondientes al interior del
axon que presentaran sefial para Pdcd4 como se muestra en la Figura 16. La cuantificacion
de la sefal de Pdcd4 se realiz6 de la misma forma que para los dos estudios anteriores. Se
utilizé la sefial correspondiente a la proteina MAG para facilitar la ubicacion del axoplasma.
Las imagenes utilizadas para calcular la sefial de expresion de Pdcd4 en cada region
presentaban la misma resolucién y formato, indicados en la Tabla 4, donde se detallan el total
de imagenes, su formato, resolucién, nimero de bits y rango de colores. Posteriormente, se
realiza el Test de T no pareado a dos colas para determinar si las diferencias en la sefial de

expresion de Pdcd4 en axones cercanos y alejados del sitio de lesion son significativas.

Tabla 4. Imagenes utilizadas para cuantificacion en Nervio Ciatico con y sin lesién

Numero de Numero |Rango de
Imagenes Formato |Resolucion|de Bits [colores

Nervios Ciatico sin Lesion

Axones Transversales 3|Tiff 1024x1024 |16 Bits 65536
Nervios Ciaticos con Lesion
Axones Longitudinales 9|Tiff 1024x1024 |16 Bits 65536
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Figura 15. Cuantificacién de la sefial de Pdcd4 en axones no lesionados cortados transversalmente. En
A se muestra un plano focal Unico con una panoramica de varios axones donde el verde corresponde a la
sefial de Pdcd4, el magenta a MAG y el rojo a la faloidina. El recuadro amarillo muestra uno de los axones
cuya imagen magnificada se muestra en B y C. En las imagenes B y C se muestra el axén cortado
transversalmente seleccionado en A con las sefiales separadas para MAG y para Pdcd4. Los puntos de
colores indican cuales son las regiones seleccionadas. El punto rojo muestra la regién correspondiente al
axoplasma, el verde a parte del citoplasma interno de la célula de Schawnn, el amarillo a la mielina compacta
y el celeste a parte del citoplasma externo de la célula de Schawnn.

Superposicion
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Figura 16. Plano focal Uunico de axones de nervio ciatico lesionado. La sefial en rojo corresponde a
Faloidina, en magenta a MAG y en verde a Pdcd4. Las regiones marcadas corresponden a la sefial de 41
Pdcd4 en el axoplasma. Se calcula la sumatoria de la intensidad de fluorescencia para la sefial
correspondiente Unicamente a Pdcd4 para cada area seleccionada y se normaliza por esta Ultima.



6. Resultados

6.1. Pdcd4 se expresa en distintas regiones del SNC
6.1.1. La sefial de Pdcd4 se distribuye en somas y dendritas de las neuronas
piramidales de Neocorteza Cerebral

El neocortex cerebral es uno de los sitios del SNC donde nos interesaba analizar la
expresion de Pdcd4, tanto en los somas como en las dendritas de las neuronas piramidales.
Analizando la sefial de Pdcd4 en neocortex de ratén, puede observarse una notable sefial de
expresion en las dendritas de neuronas piramidales, como las indicadas en la Figura 17. El
andlisis cuantitativo de la sefial de Pdcd4 en somas y dendritas, permite inferir una mayor
intensidad en la sefial de expresion de Pdcd4 en las dendritas respecto a los somas. Este
andlisis se detalla en la Figura 18. Estudiando la co-localizacién entre las sefiales de Pdcd4 y
MAG, se observa en la Figura 19 que existe poca co-localizacién entre ellas, por lo cual la

expresion de Pdcd4 en Oligodendrocitos seria menor que en neuronas a nivel del SNC.

—
20pm

superposicion

Figura 17. Planos focales Unicos del neocortex de ratdn, mostrando neuronas piramidales y sus
dendritas. La sefial en verde corresponde a Pdcd4, en azul a Neurofilamento 68 y la superposicion de ambas
sefiales. Obsérvese la intensa sefial de Pdcd4 en dendritas (flechas celestes) y las diferencias en las
intensidades de expresion respecto al soma neuronal (flechas grises).
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Figura 18. Cuantificacion de la
sefial de Pdcd4 en somas vy
dendritas del neocortex de raton.

= Somas Se observa una disminucion del
74% en la sefial de Pdcd4 en los
50 R Dendritas somas respecto a las dendritas

(100%). Se realiz6 el Test de T para
determinar si  las diferencias
observadas fueron significativas y si
lo fueron. Las barras de error
corresponden al desvio estandar.
Nimero de somas analizados = 7;
NUmero de dendritas analizadas = 6
Dendritas (n=1 ratén). El p valor
resultado del Test de T es
p< 8.902x107.
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Figura 19. Planos focales Unicos mostrando la sefal de
Pdcd4 en verde y de MAG en magenta en la Corteza Cerebral
de Rata. Puede observarse que existe poca o0 nula
co-localizacion entre ambas sefiales, por lo cual la expresion de
Pdcd4 seria mayor en neuronas respecto a los Oligodendrocitos
en SNC. Las flechas celestes indican oligodendrocitos con sefial
para MAG y los recuadros A, B, C y D sefialan regiones
mostradas a mayor aumento en la figura de abajo a la derecha.
Notese la escasa co-localizacion en las sefiales de Pdcd4 y de
MAG.

C Superposicién

D Superposicion
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6.1.2. La sefal de Pdcd4 se distribuye en los somas y dendritas de las neuronas
de Hipocampo

El hipocampo es un sitio del cerebro que nos parecié de particular interés ya que es una de
las regiones donde se puede inducir la LTP, un proceso donde la regulacion de la sintesis
proteica es importante y donde pensamos que Pdcd4 podria estar cumpliendo algun papel.
Dado el interés de analizar los cambios en los niveles de expresién de Pdcd4 frente a la
induccion de LTP en estas regiones, se realizé un estudio de la distribucién de la proteina en
CAl, CA3 y el Giro Dentado. Una de las caracteristicas méas notorias respecto a la
distribucion de la sefial de Pdcd4 en las neuronas de hipocampo es su intensa expresion en
dendritas, siendo muy notorio en las regiones CA3 y CAl. La Figura 20 muestra una vista
panoramica, distinguiéndose las regiones del CA3 y del giro dentado donde se expresa
Pdcd4. En la Figura 21 se muestra la region CAL, donde también es intensa la expresion de
Pdcd4, particularmente en las dendritas. En la Figura 22 se observan varios puntos de
co-localizacién en la sefial de Pdcd4 y la de Anti P en dendritas. Dado que la sefial de anti-P
permite inferir presencia de ribosomas, estos puntos podrian corresponderse con sitios donde
se esta regulando la sintesis proteica en forma local por parte de Pdcd4. Posiblemente
pudiese corresponder a espinas dendriticas. La cuantificaciéon de la sefial en soma y dendritas
se muestra en la Figura 23. El analisis cuantitativo de dichas sefial indica que Pdcd4 se

expresa mayormente en dendritas respecto al soma neuronal en neuronas de hipocampo.

Figura 20. Esquema
de las regiones del
hipocampo,

indicandose las
regiones del Giro
Dentado (A) y CA3
(B). Las iméagenes

corresponden a
planos focales Unicos
mostrando la

expresion de Pdcd4
(en verde), Anti P
(rojo) y la
superposicion de las
sefiales en una vista
panoramica.

—
20pm 20um

Superposicion
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Figura 21. En A, plano focal Unico mostrando la distribucion de la sefial de Pdcd4 en laregion CAl
del Hipocampo. En B, plano focal Gnico mostrando a mayor aumento un conjunto de dendritas de
la regiéon CA1. Nétese la distribucion de esta proteina a nivel del campo dendritico (region indicada en A
por el cuadrado celeste).

Superposicion

Figura 22. Planos focales Unicos de dendritas del hipocampo a gran aumento.
Las flechas amarillas indican puntos de co-localizacion para las sefiales de Pdcd4
(verde) y Anti P (rojo), que podrian corresponder a espinas dendriticas, lo cual
significaria que Pdcd4 podria estar jugando un papel en procesos de regulacion
traduccional en dichos sitios.
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Figura 23. Cuantificacion de la sefial de Pdcd4
en somas y dendritas de la region CA3-CA1 de
hipocampo de raton y rata. Se observa una
disminucion del 38% en raton y del 10% en rata en
la sefial de Pdcd4 en los somas respecto a las
dendritas (100%). Se realiz6 el Test de T para
determinar si las diferencias observadas fueron
significativas y si lo fueron. Las barras de error
corresponden al desvio estandar. Numero de
somas analizados: en ratén 29 somas; en rata 52
somas. Nimero de dendritas analizadas: en raton
19 Dendritas; en rata 52 dendritas (n=4 Ratas y
n= 2 Ratones). El p valor resultado del Test de T es
p<0.0008 en raton y p<0.007 en rata.

6.1.3. La sefial de Pdcd4 se distribuye a lo largo de las neuronas de Purkinje del

Cerebelo

El cerebelo es otro sitio del SNC que nos interesaba analizar la expresiéon de Pdcd4,

particularmente en las neuronas de Purkinje en donde puede distinguirse con relativa facilidad

los somas y las dendritas. En la Figura 24 se muestra la sefial de Pdcd4 en la region

correspondiente a la capa de las Neuronas de Purkinje. Presentan sefial para Pdcd4 en toda

su extensioén, incluyendo los arboles dendriticos. La cuantificacion de la sefial en somas y

dendritas, no revela diferencias significativas entre ambos compartimentos, como indica el

analisis cuantitativo de la Figura 25.
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Figura 24. Region de las Neuronas de Purkinje del Cerebelo. En A se muestra un plano focal Gnico
donde puede apreciarse la sefial de expresion de Pdcd4 a lo largo del soma y el arbol dendritico de las
neuronas de Purkinje. En B se muestra una Unica dendrita, donde puede observarse la distribucion
continua de Pdcd4 en toda su extension.
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Figura 25. Cuantificaciéon de la sefial de Pdcd4 en somas y dendritas
de cerebelo de rata. Se realiz6 el Test de T para determinar si las
diferencias observadas fueron significativas y no lo fueron. No se observan
diferencias en la sefial de Pdcd4 en somas y dendritas de cerebelo. Las
barras de error corresponden al desvio estandar. NUmero de somas
analizados =8 Numero de dendritas analizadas =10. El p valor obtenido a
partir del Test de T fue p< 0.690.
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6.1.4. La sefial de Pdcd4 se distribuye en neuronas de Médula Espinal

Buscabamos determinar la expresion de Pdcd4 en distintas regiones del SNC y una de
ellas era en la médula espinal de rata. En la Figura 26 se muestra la expresion de Pdcd4 en
diferentes regiones de la médula espinal de rata a la altura de las vértebras dorsales. En la
Figura 27 se observa a mayor aumento la region del asta ventral. Nétese la sefial de
expresion de Pdcd4 en las motoneuronas del asta ventral. También existen otros grupos
celulares, posiblemente células gliales, que presentan sefial para esta proteina.

Figura 26. En A, Esquema de la médula espinal. En B, C y D, planos focales Unicos
mostrando la expresién de Pdcd4 en el Asta Dorsal, region alrededor del canal del epéndimo
y en el Asta Ventral, respectivamente de la Médula Espinal de Rata. La flecha celeste en la
imaaen D sefiala el soma de una motoneurona del asta ventral.
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Supeérposicion
Figura 27. Plano focal Unico de parte de la region del Asta Ventral, mostrando las motoneuronas. La

sefial en verde corresponde a Pdcd4 y el rojo a la proteina ribosomal P. Puede observarse como la sefial de
Pdcd4 en estas neuronas es uniforme a lo largo del citoplasma y del nicleo neuronal.

6.2. Pdcd4 se expresa en axones del SNP

6.2.1. La sefial de Pdcd4 se distribuye en el axoplasma de los axones de nervio
ciatico y en el citoplasma externo e interno de las Células de Schwann

Buscdbamos determinar cdmo es la expresion de Pdcd4 en SNP. Para ello utilizamos
como modelo el nervio ciatico de rata. Determinamos que Pdcd4 se expresa en el axoplasma
de los axones de nervio ciatico y ello puede observarse tanto en los cortes transversales de
nervio ciatico de ratén de la Figura 28 como en los de rata de las Figuras 29 y 30. Lo mismo
se observa en cortes longitudinales como los de la Figura 31. La sefal correspondiente a la
proteina MAG permite distinguir regiones correspondientes a las células de Schwann. La
co-localizacion entre las sefales de MAG y de Pdcd4 permitié determinar que Pdcd4 también
se expresa en las células de Schwann en al menos parte del citoplasma externo e interno de

estas células.
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Figura 28. Plano Focal Unico de cortes transversales de Nervio Ciatico de Raton. En Verde se muestra la
sefial para Pdcd4, en rojo para Faloidina (marcador de filamentos de actina) y la superposicion de ambas sefiales.
Puede verse la sefial de Pdcd4 dentro del axén, como se indica con las flechas celestes.

b |C

Superposicion

Figura 29. Plano Focal Gnico mostrando cortes transversales de Nervio Ciatico de Rata sin lesién. El canal
verde corresponde a la sefial de Pdcd4, en Magenta esta la proteina MAG y en rojo la sonda Faloidina. Pueden
observarse numerosos axones cargados de Pdcd4 (flechas celestes) y en lugares donde existe co-localizacion
Pdcd4-MAG, puede observarse la expresion de Pdcd4 en Células de Schawnn (flechas grises). Los cuadros 5(Q
amarillos A, By C indican axones mostrados a mayor aumento en la Figura 30.




Superposicion

Superposicion

Superposicion

Figura 30. Planos focales unicos mostrando 3 axones cortados en sentido transversal a mayor
aumento. Los axones A, By C corresponden a los seleccionados en la Figura 29. Puede observarse la sefial
de Pdcd4 dentro del axoplasma y su distribucién en parte del citoplasma externo e interno de la célula de
Schawnn colocalizando con MAG.

La cuantificacion de la sefial de Pdcd4 en un total de 15 axones sin lesionar cortados en
sentido transversal diferenciando las regiones del axoplasma, parte del citoplasma interno de
la célula de Schwann, la mielina compacta y parte del citoplasma externo de la célula de
Schwann, revela que existiria una mayor distribucion de la proteina en los axoplasma
respecto a las regiones cuantificadas de citoplasma externo e interno de las Células de
Schwann y de la mielina compacta que lo rodean. La distribucion de Pdcd4 seria mayor en el
citoplasma interno de la célula de Schwann gue en el externo. Dicha cuantificacion se resume

en la Figura 32.
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Figura 31. Plano focal unico mostrando cortes longitudinales de Nervio Ciatico de Rata. En verde esta la

sefial de Pdcd4, en magenta la sefial de MAG y en rojo la de Faloidina. Las flechas indican axones en cuyo
interior se encuentra sefial para Pdcd4.
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Figura 32. Cuantificacion de la sefial de Pdcd4 en cortes transversales de axones sin
lesion. Los graficos de barras de izquierda a derecha indican las regiones del axoplasma, parte
del citoplasma interno de la célula de Schawnn, mielina compacta y parte del citoplasma
externo de la célula de Schawnn. Se observa un 40% menos de sefial de Pdcd4 en el
citoplasma interno de la célula de Schawnn, un 63% menos en el citoplasma externo de la
célula de Schawnn y un 80% menos en la mielina compacta, siempre respecto a la sefial de
Pdcd4 en el axoplasma que asignamos arbitrariamente como el 100%. Se realizo el test de T
para determinar si las diferencias observadas fueron significativas, siendo significativas en
todos los casos marcados con *. Las barras corresponden al desvio estandar. Niumero de
axones cortados transversalmente analizados 15 (n= 1 Rata). Los p valor resultado del Test de
T son: a=3.70x107, B=2.69x10®, y=9.65x10" 5=0.00020, £=3.50x10”, {=8.16x10®. 52



6.3. La sefal de expresion de Pdcd4 disminuye al inducirse procesos
de plasticidad sinaptica en SNC y de regeneracion axonal en SNP

6.3.1. En nervio ciatico en regeneracion, la sefial de Pdcd4 es menor en
axoplasmas cercanos al sitio de lesidén respecto a los mas alejados

Cuando se realiza una injuria en el nervio ciatico, el cabo proximal a los somas neuronales
comienza a sufrir procesos de regeneracion en donde la sintesis proteica es importante. Por
ello nos interes6 analizar si la expresion de Pdcd4 cambia en los sitios cercanos a la lesion en
un proceso desarrollado a nivel axonal.

Distal a Lesion A » Centro del Nervio B

== Superposicion == Superposicion

@m Centro del Nervio C Proximal aLesion  p
hacia lesion

—

Superposicion Superposicion
Figura 33. Planos focales Unicos de distintas regiones de un mismo nervio ciatico al que se le produjo una
lesion y se dejé en regeneracion durante 18 horas. Se muestra la superposicion de las distintas sefiales, donde
el verde corresponde a la sefial de Pdcd4, el magenta a MAG y el rojo a la Faloidina. En A, corresponde a la region
distal o més alejada al sitio de lesion; En B es la region correspondiente al centro del nervio; En C es la region que
va desde centro del nervio hacia la lesién y en D es la regién préxima al sitio de lesion. Las flechas blancas en D
indican axoplasmas sin sefial de Pdcd4, posiblemente porque la proteina se esta expresando menos en dicha
region. Las flechas celestes en A, B, C y D indican axoplasmas donde observa sefial de Pdcd4. Nétese la gran
cantidad de axones cargados con Pdcd4 presentes en la region distal al sitio de lesion (A) respecto a la region
proximal al sitio de lesion (D).




Se observa una disminuciéon en la expresion de Pdcd4 dentro de los axones que se
encuentran mas cercanos al sitio de injuria respecto a los que estdn mas alejados en el
mismo nervio sometido a dicha lesién. En el nervio ciatico control (sin injuria), no existen
variaciones en la sefial de expresion de Pdcd4, presentando un patron de expresion similar a
la region distal. En la Figura 33 puede observarse como en la region distal al sitio de lesion
hay una gran cantidad de axones cargados con sefial para Pdcd4 (A), mientras que en la
regiébn mas cercana al sitio de lesiéon son pocos los axones cargados con sefial para Pdcd4
(D). La cuantificacion de la sefial de los axones cargados con Pdcd4 en regiones distales y
proximales al sitio de lesion se detalla en la Figura 34, en donde existen diferencias
significativas en la sefal de intensidad de fluorescencia de Pdcd4 en el sitio proximal a la

lesion respecto a las otras regiones analizadas alejadas del sitio de lesion.
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Figura 34. Cuantificacién de la sefial de Pdcd4 en axones de distintas regiones de
nervio ciatico en regeneracion. Los gréficos de barras leidos de izquierda a derecha
indican regiones cada vez mas proximas al sitio de lesion. En azul son axones distales al sitio
de lesién, en rojo es desde el medio del nervio hacia el sitio de lesién, en verde es el medio
del nervio y en violeta es la region mas proximal al sitio de lesion y por tanto méas alejada de
los somas neuronales en la situacion previa a la extraccion del nervio. El esquema debajo del
grafico muestra los sitios analizados. Se observé una disminucion del 72% en la sefial de
Pdcd4 en la region préxima a la lesiéon respecto a la region distal (100%). Se realiz6 el Test
de T para determinar si las diferencias observadas fueron significativas, siendo significativas
en todos los casos marcados con *. Las barras corresponden al desvio estandar. NiUmero de
axones analizados: Regién Proxima a Lesion = 6 axones; Regién media hacia sitio de
lesién =7 axones; Region Media = 8 axones; Region distal al sitio de lesion = 21 axones
(n= 1 Rata). Los p valor resultado del Test de T son: a= 1.513x10® B= 0.022 y= 0.032.
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6.3.2. La sefal de Pdcd4 disminuye cuando se induce L-LTP en slices de
Hipocampo

La Figura 35 muestra las comparaciones entre la sefial de Pdcd4 en 3 condiciones
diferentes:

1) Slice control donde no se induce L-LTP

2) Slice donde se induce L-LTP y se mantiene en dicho estado durante 20 minutos previo a

la fijacién

3) Slice donde se induce L-LTP y se lo mantiene en dicho estado durante 1 hora previo a la

fijacion

En la Figura 36 se muestran los graficos del registro de los potenciales de membrana a
nivel del campo dendritico de la region CA3-CAl, obtenido a partir de los protocolos de
electrofisiologia. Incluye el protocolo de estimulacion control (curva A, en azul) y el protocolo
de estimulacion por tetanizacion, donde posteriormente se induce la L-LTP (curva B, en rojo).
Estos gréficos indican que se pudo inducir la L-LTP a los 60 minutos de que comienzan los
registros, observandose un aumento en la amplitud del potencial de membrana registrado
luego de la tetanizacion respecto a la situacién control. Con el protocolo control, solo se
observa una leve despolarizaciéon que se pierde rapidamente (* en la Figura 36), mientras que
luego de la tetanizacion se alcanza una despolarizacion pronunciada (+ en la Figura 36),
donde el potencial de membrana registrado pasa de 1.5 mV a 3.5 mV y permanece en ese
estado potenciado durante todo el tiempo de registro. Nuestros registros son de poblaciones
de neuronas de la region CA3-CALl y no de neuronas individuales. Los estados potenciados
son despolarizaciones que en nuestros registros electrofisioldgicos se representan como una
hiperpolarizacién (ver las curvas A y B de la Figura 36). Esto se debe a que se esti
realizando un registro electrofisiolégico externo y el potencial esta invertido respecto a las

despolarizaciones que suceden en el lado interno de la membrana neuronal.

Las imagenes mostradas corresponden a la regién CA3-CA1l, que es donde se ubica el
electrodo de registro en las condiciones experimentales. Puede observarse como la sefial de
Pdcd4 es cuantitativamente menor en las condiciones experimentales respecto a la sefial
observada en la condicion control. Por tanto existiria menos expresion de Pdcd4 cuando se
induce L-LTP. La cuantificacién se detalla en la Figura 37, en donde se observa que la sefial
de Pdcd4 decrece cuando se induce L-LTP y en forma tiempo dependiente, siendo menor la
sefial tanto en los somas como en las dendritas cuando pasa 1 hora de inducido el L-LTP

respecto a cuando solo pasan 20 minutos.
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Control = | L-LTP 20 min o

L-LTP 1 hora L-LTP 1 hora

Figura 35. Imagenes de las regiones CA3-CAl de los Slices Control (sin inducir L-LTP) en A; induccion de
L-LTP y su mantenimiento por 20 minutos en B e induccion de L-LTP y su mantenimiento durante 1 Hora en
C y D. Puede observarse una disminucion en la sefial de Pdcd4 en las situaciones experimentales respecto al
control, tanto en los somas como las dendritas. La disminucion parece ser mayor cuando pasa 1 hora de inducido el
L-LTP, respecto a cuando solo han pasan 20 minutos.
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Figura 36. Graficos mostrando resultados de los
protocolos de electrofisiologia. Los puntos negros
indican los valores del potencial de membrana
registrados a lo largo del tiempo, indicando con la
Flecha 1 el momento en que se induce el estimulo
control (desde O min y durante 20 min) y con la Flecha
2 cuando se induce el protocolo de tetanizacion (a los
30 min). Con el protocolo control solo se observa una
leve despolarizacion que se pierde rapidamente (*),
mientras que luego de la tetanizacion se alcanza una
despolarizaciéon pronunciada que se mantiene en el
tiempo. La curva A corresponde a los registros de
estimulacion con el protocolo control y la curva B a los
registros de estimulacion posteriores al protocolo de
tetanizacion. La hiperpolarizacion en ambas curvas, se
corresponde con la despolarizacion marcada con el (*)
para el caso de la curva Ay con el (+) para el caso de la
curva B. Se registran como hiperpolarizaciones porque
realizamos un registro electrofisiolégico externo. Dado
que el potencial de membrana registrado post-
tetanizacion cambia de 1.5 mV a 3.5 mV y se mantiene
en el tiempo, podemos decir que se indujo la L-LTP.

Y

M CA1-CA3 Control
CA1-CA3 EXP LTP 20 Min
B CA1-CA3 EXP LTP 1 Hora

Pdcd4 Somas + Dendritas

Pdcd4 Dendritas

Pdcd4 Somas

Figura 37. Cuantificacion para la sefial de Pdcd4 en las condiciones control (Azul), Induccion de L-LTP
durante 20 Minutos (Verde) e Induccion de L-LTP durante 1 Hora (Rojo), considerando somas y dendritas
en conjunto y cada sub compartimento celular por separado. Se observo una disminucién en la intensidad de
fluorescencia del 82% para el caso del L-LTP y su mantenimiento durante 1 Hora y una disminucién del 75% para
el caso del L-LTP y su mantenimiento durante 20 minutos, respecto al Control (100%). Se realiz6 el Test de One
way ANOVA para determinar si existian diferencias significativas entre en somas, dendritas y somas + dendritas
en las condiciones control, L-LTP 20 min y L-LTP 1 hora, siendo significativas en los 3 grupos. Las barras
corresponden al desvio estandar. Nimero de somas analizados: Control 20 somas; LTP 1 Hora 48 somas; LTP

20 Min 35 somas. Nimero de Dendritas analizados: Control 20 somas; LTP 1 Hora 36 somas; LTP 20 Min 28

somas. (n= 1 Rata con 2 slices control, 2 slices L-LTP 20 min; 2 slices L-LTP 1 hora). Los p valor resultado del
Test One Way ANOVA fueron: a = 1.68x10°%%; B = 1.32x10%;y = 6.02x10°%".



7. Discusion y Conclusiones

En este trabajo se estudid la distribucion de Pdcd4 en diversas regiones del sistema
nervioso y se tuvo una primera aproximacion sobre su posible papel en la regulacion de
procesos de plasticidad, utilizando como modelos la induccion de L-LTP en SNC y la
regeneracion axonal en SNP.

7.1. Distribucién de la sefial de Pdcd4 en SNC
Pdcd4 se expresa en somas y dendritas de neuronas del SNC, incluyendo motoneuronas
de la médula espinal, neuronas piramidales del neocortex cerebral, neuronas de Purkinje del

cerebelo y neuronas del hipocampo de rata.

7.1.1. Expresion de Pdcd4 en somas y dendritas de neocortex e hipocampo

En el neocortex e hipocampo la cuantificacion de la sefial de Pdcd4 es mayor en dendritas
respecto a los somas neuronales en ratén y rata (Figuras 18 y 23). Si la sefal de expresion
es mayor en las dendritas, significa que deben existir mecanismos que permitan el transporte
dirigido de Pdcd4 desde el soma neuronal hacia las dendritas. Podria ser el transporte del
ARNmM para su posterior sintesis a nivel local en dendritas o de la proteina. De todas formas,
sea el transcripto de Pdcd4 o la proteina ya formada, puede plantearse la posibilidad de que
exista alguna sefial que guie ese transporte. Ademas, si la expresion es alta en dendritas,
debe estar cumpliendo algun rol en estos sitios, posiblemente como represor de la traduccion.
Esto puede tener implicancias en procesos de plasticidad sinaptica, donde la regulacién de la
sintesis proteica es importante. Como ya se comentd en la introduccién, la sintesis local de
proteinas en dendritas es un fenbmeno ya descripto e importante para la induccion y
mantenimiento del L-LTP en neuronas de hipocampo (Tsokas et al., 2005). La co-localizacién
observada en la Figura 22 entre Pdcd4 y anti P, podria corresponderse a espinas dendriticas,
ya gue el tamafio de dichas particulas y su distribucion coinciden con las esperadas para
estas estructuras (Fedulov et al., 2007). Si esto fuese cierto, podria significar nuevas
evidencias de que Pdcd4 estd regulando la sintesis proteica en forma local en dendritas,
donde la formacién de espinas dendriticas y su importancia en relacién a la consolidacion del
L-LTP ya ha sido reportada (Tanaka et al., 2008). De todas formas, es necesario realizar
nuevos estudios que verifiquen estas hip6tesis. Una posibilidad es utilizar un anticuerpo anti-
cofilina fosforilada como marcador especifico de la presinapsis de espinas dendriticas y un
anticuerpo anti-PSD-95 como marcador de las post-sinapsis (Fedulov et al., 2007) y verificar

si existe co-localizacion con la sefial de Pdcd4 en las espinas dendriticas marcadas.

Utilizando la proteina MAG como marcador de los oligodendrocitos, se observé poca

co-localizacion entre la sefial de Pdcd4 y la de MAG, por lo cual la expresion de Pdcd4 seria
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menor en oligodendrocitos respecto a las neuronas (Figura 19). Para confirmarlo, seria

necesario realizar otros estudios, por ejemplo, utilizando otros marcadores de células gliales.

7.1.2. Expresion de Pdcd4 en somas y dendritas del cerebelo

En las neuronas de Purkinje del cerebelo no se observaron diferencias significativas en la
sefial de expresion de Pdcd4 en los somas respecto a las dendritas (Figura 25). En el
cerebelo también existen procesos de plasticidad sindptica bien caracterizados, como es el
caso de la Depresion a Largo Plazo o Long Term Depression (LTD), en donde al contrario
qgue en el LTP, se produce una disminucion en la eficacia de las sinapsis neuronales que se
mantiene en el tiempo, pero donde también es importante la sintesis de novo de proteinas
para su consolidacién, siendo otro modelo de plasticidad sinaptica en mamiferos (Andersen et
al., 2007). Existen estudios que han determinado la necesidad de sintesis local de proteinas
en dendritas para el mantenimiento del LTD (Pfeiffer & Huber, 2006). Por tanto, es posible

gue Pdcd4 pudiese también jugar un rol en tales procesos.

7.2. Distribucion de la sefial de Pdcd4 en SNP

7.2.1. Expresion de Pdcd4 en el axoplasmay en las células de Schwann

Pdcd4 se expresa en el axoplasma y en el citoplasma externo e interno de las células de
Schwann del SNP. Nuestro modelo fue el nervio ciatico y se pudo determinar que Pdcd4 se
expresa en el axoplasma (Figura 30). El hecho de que esta proteina se encuentre presente
en axones periféricos, revela que deberian de existir mecanismos que aseguren el transporte
dirigido de Pdcd4 desde el soma neuronal, en este caso desde los somas de los DRG. Este
transporte podria ser de la proteina ya sintetizada o posiblemente del trascripto, el cual
deberia de portar alguna sefial que guie su transporte hacia el axén, como sucede con
muchos otros ARNm (Sotelo Silveira & Sotelo Sosa, 2011). También es posible que exista

algun tipo de sefial en la proteina que medie su transporte hacia el axon.

En este estudio, también se realizd una primera aproximacion para analizar la expresion de
Pdcd4 en células de Schwann al cuantificar en regiones correspondientes a parte del
citoplasma externo e interno de estas células (Figura 32). En principio, la expresion de Pdcd4
seria mayor en el axoplasma que en el citoplasma externo e interno de la célula de Schwann.
Si bien Pdcd4 se describe como una proteina de expresion ubicua (Lankat-Buttgereit & Goke,
2003), estas diferencias apoyarian la idea de que existen mecanismos de transporte dirigidos

de Pdcd4 en las neuronas periféricas.

Dentro de la célula de Schwann, la sefial de Pdcd4 parece ser mas intensa en el
citoplasma interno que en el externo. En este contexto puede plantearse que existiria una

expresion diferencial de Pdcd4 entre ambas regiones de la célula de Schwann. Podria ser
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interesante explorar la posibilidad de que exista un trafico de Pdcd4 entre la célula de
Schwann y el axoplasma. De todas formas, es necesario realizar nuevos estudios para
explicar a qué se puede deber estas diferencias en la distribucion de Pdcd4. Por otra parte, se
pudo cuantificar sefial de Pdcd4 en la mielina compacta, que si bien es débil, esta por encima
del ruido de fondo.

7.3. Disminucion en la expresion de Pdcd4 en el axoplasma de los
axones de nervio ciatico cercanos al sitio de lesién

Se estudiaron los cambios en la expresion de Pdcd4 en distintas regiones del nervio ciatico
sometido a una lesion, analizandose Unicamente la porcion del nervio que estuvo en contacto
con los somas neuronales durante 18 horas post-lesion. Se observé que existe una menor
expresion de Pdcd4 en axones proximos al sitio de lesion respecto a aquellos axones que se
encuentran alejados del mismo y por tanto mas cerca de los somas neuronales (Figuras 33y
34) Esto puede tener implicancias interesantes, ya que en el sitio cercano a la lesion, es
donde se lleva a cabo el proceso de regeneracion axonal, que involucra un aumento
importante en la sintesis de proteinas a nivel local (Gumy et al., 2010). Dado que Pdcd4 es un
represor de la traduccion, es posible que una disminucion en su expresion signifique que
ciertos ARNm implicados en la regeneracién axonal, estén siendo regulados por Pdcd4. Si
Pdcd4 se expresa menos, aumentaria la traduccién de dichos ARNm, permitiendo que se
lleve a cabo el proceso de regeneracion. De ser asi, entonces existirian ARNm involucrados
en estos procesos regulados por Pdcd4. La menor expresion de Pdcd4 podria deberse a que
esta proteina esta siendo degradada por la via proteosomal y/o también a que esta siendo
interferida por microRNAs, posiblemente miR-21, donde ya ha sido reportado que uno de sus
blancos es Pdcd4 (Bhatti et al., 2011; Frankel et al., 2008). Incluso se ha identificado a miR-21
en procesos de regeneracion axonal, aumentando su expresion en los somas de neuronas del
ganglio de la raiz dorsal como efecto de una lesion producida en el nervio ciatico (Strickland
et al., 2011). Seria interesante también analizar que sucede con la expresion de Pdcd4 en el
cabo distal, donde se dan procesos de degeneracion Walleriana (Wang et al., 2012). Sin
embargo, es necesario realizar nuevos experimentos para verificar las nuevas hipétesis

planteadas y ver si es posible continuar investigando en esta linea.

7.4. Disminucion en la sefial de expresion de Pdcd4 cuando se
induce L-LTP

En este trabajo se realiz6 un estudio inicial sobre el posible papel de Pdcd4 en la regulacion
del proceso del L-LTP como ejemplo de plasticidad sinaptica. Se observé un descenso en la
expresion de Pdcd4 cuando se induce L-LTP en forma dependiente del tiempo en el cual se

mantenga el proceso (Figuras 35 y 37). De todas formas, es necesario repetir el experimento y
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seria pertinente cubrir escalas de tiempo mayores (4 y 8 horas), de forma tal de seguir la cinética
de los cambios en la expresion de Pdcd4 a medida que se van dando la sintesis de novo de
proteinas en el progreso del L-LTP.

Basandonos en los resultados obtenidos, podemos hipotetizar sobre el posible papel de
Pdcd4 en la regulacién de la sintesis proteica en L-LTP. Como ya se menciond en la
introduccion, Pdcd4 es una proteina reportada como represora de la traduccion que forma parte
de la via de mTOR (Figura 12). Cuando el complejo mTOR es activado, fosforila la proteina
S6K1, pasando a su forma activa llamada Thr-389-S6K1. Esta ultima fosforila a Pdcd4
marcandolo para la ubiquitinacion por B-TrCP1 y su posterior degradacion por el proteosoma
(Dorrello et al., 2006).

La via mTOR es importante para la induccion y mantenimiento de L-LTP y se han identificado
varios de los componentes de la via en dendritas y somas de hipocampo, sitio donde puede
inducirse L-LTP (Tang et al., 2002). En la bibliografia se ha reportado la importancia de m-TOR y
su activacion durante la induccién del L-LTP (Costa-Mattioli et al., 2009). Se ha reportado que la
distribucion de Thr-389-S6K1 aumenta en las dendritas de CA1 cuando se induce L-LTP (Tsokas
et al., 2005).

Esto nos lleva a pensar sobre el posible papel de Pdcd4 en L-LTP, donde podria estar
inhibiendo la traduccién de ciertos ARNm involucrados en el proceso. Planteamos que para la
induccién y mantenimiento del L-LTP donde debe darse la sintesis de novo de proteinas, la
activacion de mTOR induce la fosforilacion de S6K1, quien fosforilaria a Pdcd4, siendo entonces
degradado por el proteosoma. Esto aumentaria la tasa traduccional de los posibles ARNm que
estarian siendo regulados por Pdcd4. Si fuese asi, Pdcd4 cumpliria un rol en la regulacion del
L-LTP inhibiendo la traduccion especifica de ciertos ARNmM hasta el momento que sea necesaria
su traduccion. La posible degradacion por el proteosoma de Pdcd4, explicaria el marcado
descenso en la sefial de expresién de Pdcd4 observada en la inmunohistoquimica de la Figura

33, donde existe un descenso tanto en los somas como en las dendritas.

7.5. Conclusion General

Mediante estos estudios, determinamos que la proteina Pdcd4 se expresa en células del
SNC y SNP, particularmente en somas y dendritas de neuronas del hipocampo y neocorteza
cerebral, neuronas de Purkinje del cerebelo, motoneuronas de la médula espinal, axones de
nervio ciatico y citoplasma externo e interno de las células de Schwann. También observamos
gue la distribucién de Pdcd4 es cuantitativamente superior en dendritas de hipocampo y

corteza respecto a los somas y es cuantitativamente mayor en el axoplasma de los axones de
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nervio ciatico respecto a las regiones analizadas del citoplasma externo e interno de las

células de Schwann.

Mediante la induccion de procesos de plasticidad, contribuimos al entendimiento de la
funcién de la proteina Pdcd4 como regulador de la traduccion en SNC y SNP.

En SNC, determinamos que disminuye la sefial de expresién de esta proteina cuando se
induce L-LTP en neuronas de la region CA3-CA1l de hipocampo, disminuyendo la expresion
de Pdcd4 en somas y dendritas en forma dependiente del tiempo que se mantiene la L-LTP
(20 minutos y 1 hora después de inducido el proceso de L-LTP).

En SNP, observamos que la sefial de expresion de Pdcd4 es menor en axones cercanos al
sitio de lesion del nervio ciatico, en donde se estan llevando a cabo procesos de

regeneracion, respecto a la regién distal al sitio de lesion.

Con estos resultados, se abre la posibilidad de que la proteina Pdcd4 se encontraria
regulando la traduccibn de ARNm especificos involucrados en procesos de plasticidad
sinaptica en SNC y de regeneracion axonal en SNP, siendo que estos aumentarian su tasa
traduccional cuando disminuye la expresién de Pdcd4, posiblemente por su degradacion via
la activaciéon de m-TOR, activandose Thr-389-S6K1, que fosforilaria Pdcd4 y lo marcaria para
la via de ubiquitinacion y degradacion por el proteosoma. Futuros experimentos permitiran

responder a estas nuevas preguntas.
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8. Perspectivas

Los resultados obtenidos donde se observa una disminucion en la sefial de expresion de
Pdcd4 en L-LTP en SNC concuerdan con los obtenidos en los procesos de regeneracion en
SNP. Se ha descripto que tanto en la regeneracion axonal como en la induccién de la L-LTP
la sintesis proteica aumenta. Dado que Pdcd4 disminuye su expresion, posiblemente esté
cumpliendo un rol similar en ambos procesos. Podria estar inhibiendo la traduccion de ARNm
blanco los cuales aumentarian su tasa de traduccion al degradarse Pdcd4.

De todos modos, se requieren de otros experimentos para verificar estas nuevas hipétesis.
Una posibilidad es silenciar Pdcd4 en slices de hipocampo con un siRNA especifico para
Pdcd4 y ver como ello repercute en el desarrollo y mantenimiento del L-LTP, por ejemplo
analizando si cambian la intensidad minima de estimulo o los tiempos minimos necesarios
para inducir la L-LTP. Otro experimento complementario al anterior seria estudiar el proceso
de L-LTP y el de regeneracion axonal, pero ahora estabilizando a Pdcd4, no permitiendo que
se degrade. Una posibilidad es utilizando una droga especifica recientemente descripta
llamada Erioflorina. Esta Ultima no permite la degradacién de Pdcd4 por la via de
ubiquitinacion al interferir especificamente en la interaccion entre 3-TrCP1 y Pdcd4 (Blees et
al., 2012). Con estos y otros experimentos, se puede verificar la hipotesis de que Pdcd4
regula la traduccion de ciertos ARNm especificos involucrados en fenbmenos de plasticidad
sinaptica (usando como modelo la induccion y mantenimiento del L-LTP en hipocampo) y de
regeneracion axonal (usando como modelo axones de nervio ciatico lesionados), los cuales
pueden aumentar su capacidad de traducirse cuando Pdcd4 es degradado por via

proteosomal. El esquema de la hipotesis planteada se describe en la Figura 38.

Otro estudio interesante seria identificar cuales son esos posibles ARNm blancos de
Pdcd4. Experimentos de Ribosomal Footprinting a partir de slices de hipocampo donde se
indujo L-LTP o a partir de nervios ciaticos lesionados y posterior analisis de las secuencias de

los ARNmM que se encuentran sobre-expresados podrian ser herramientas Utiles.
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Condicion
Control

ARNmM reprimidos por Aumenta tasa de
Pdcd4 no se traducen traduccion de los ARNm
regulados por Pdcd4

‘ARNm

Figura 38. Esquema resumiendo la hipo6tesis de como seriala regulacién de Pdcd4 en L-LTP y regeneracion
axonal. En la condicién control (esquema de la izquierda) los ARNm que posiblemente estan regulados por Pdcd4
presentarian una baja tasa de traduccion debido a que Pdcd4 se expresa en altos niveles. En la condicion
experimental donde se induce L-LTP en hipocampo o se dan procesos de regeneracién axonal en nervio ciatico
(esquema de la derecha), aumentaria la tasa de traduccion de estos ARNm regulados por Pdcd4 ya que se daria la

activaciéon de la via mTOR y con ello la fosforilacién de Pdcd4 marcandolo para su ubiquitinacion por B-TrCP1

siendo posteriormente degradado por el complejo del proteosoma, disminuyendo los niveles de expresion de
Pdcd4.
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10. Anexo 1. Principios basicos de las técnicas
realizadas

10.1. Fijacion

Una adecuada fijacion es un paso importante para el analisis de las estructuras celulares y
una buena ubicacion de los antigenos en un protocolo de inmunohistoquimica (Berod et al.,
1981). Se consideran 4 variables principales

a) preservar la morfologia nativa del tejido

b) inmovilizacién del antigeno

c) preservacion de la inmunoreactividad del antigeno

d) adecuada penetracién de los reactivos de la inmunohistoquimica.

El 6ptimo para las dos primeras condiciones se alcanzaria con una fijacibn completa,
mientras que para la tercer y cuarta condicion seria con el minimo de fijacion posible. Se
busca un compromiso entre estas 4 variables. El fijador ideal deberia penetrar y actuar rapido
en los tejidos y preservar la estructura celular lo mas parecida posible a la nativa (Bacallao et
al., 2006).

Se distinguen 3 protocolos principales de fijacion para muestras bioldgicas:
a) fijadores quimicos por coagulacion o entrecruzamiento (crosslinking)
b) sustitucion en frio
€) sustitucion por microondas.

Los mas comunes son los fijadores quimicos (Bacallao et al., 2006). En el caso de
coagulantes como etanol y metanol, producen una rapida deshidratacion del tejido y las
proteinas son coaguladas o extraidas. Son populares por ser rapidos y facilmente
reproducibles, pero su gran problema es que generan una contraccion del tejido que puede
ser de hasta el 50% del tamafio original de las células, por lo cual no son buenos si se busca

estudiar la muestra mediante microscopia confocal.

El método de fijaciéon por entrecruzamiento o crosslinking, es uno de los métodos mas
utilizado en estudios por inmunofluorescencia. Se utilizan reactivos que en general presentan
grupos aldehido, como el glutaraldehido o paraformaldehido (PFA), cada uno con sus
ventajas y desventajas. El paraformaldehido penetra en las células de los tejidos, formando

entrecruzamientos covalentes entre los componentes intracelulares, ademas de aumentar la
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permeabilidad de las células, favoreciendo la penetracion de los anticuerpos. Los enlaces son
intra e inter moleculares (Bacallao et al., 2006).

10.1.1. Caracteristicas del Paraformaldehido

Es el mas usado en la mayoria de las muestras biolégicas. Presenta un Unico grupo
aldehido por molécula. A temperatura ambiente es un gas y sus moléculas se disuelven
facilmente en solventes polares. La hidrolisis de los polimeros de PFA es catalizada por los
iones hidréxido presentes en una solucion levemente salina, por ejemplo a pH fisiologico. Es

preciso el calor para disolverlo completamente.

Su pequefio tamafio molecular les permite penetrar a los tejidos facilmente, siendo muy
Gtiles para fijar tejidos finos. Se prepara poco tiempo antes de su uso. Su tasa de reversion es
del orden de las semanas, por lo cual una vez que el tejido fue fijado, es recomendable en
ese tiempo realizar la tincién. Su habilidad para entrecruzar grupos amino es dependiente del
pH, ocurriendo 100 veces mas rapido cuando los grupos amino se encuentran protonados.
A pHs mas basicos, se alcanzara un entrecruzamiento mayor, pero esto puede influir
negativamente en la penetracion del fijador al tejido disminuyendo su permeabilidad e incluso
no permitiendo una correcta penetracion del anticuerpo en pasos posteriores. Este problema
puede solucionarse encontrando el pH adecuado de trabajo o en otros casos, realizando una
doble fijaciébn con PFA a pH= 6.5 y luego una nueva fijaciébn con pH mas basico (Berod et al.,
1981).

El PFA no es tan efectivo en producir entrecruzamiento entre las moléculas como el
glutaraldehido y por esta razén es que este Ultimo se utiliza para microscopia electrénica y

muy pocas veces se usa el paraformaldehido en estas técnicas.

10.2. Crioproteccién

Una vez fijado un tejido, existen distintos métodos para realizar los cortes de los mismos.
Una posibilidad es realizar cortes en frio o criosecciones. Sin embargo, si los tejidos no son
adecuadamente tratados, la morfologia de los mismos se pierde. Esto se explica por la
presencia de agua en el interior de las células que al congelarse forma cristales destruyendo
la morfologia nativa del tejido. Existen varios métodos de crioproteccién que buscan
solucionar esos problemas. Una posibilidad es la infiltracion del tejido utilizando Sacarosa al
30% en buffer a pH fisiolégico (Rosene & Mesulam, 1978). Es considerada una de las
metodologias que con un buen protocolo de fijacion, puede aportar buenos resultados, incluso
en tejidos complejos como lo es el sistema nervioso (Rosene et al., 1986). Se busca entonces
la deshidratacién del tejido, evitando la formacién de cristales a causa del agua, lo cual lleva a

pérdidas en la constitucién nativa del tejido.
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10.3. Inmunohistoquimica Indirecta

10.3.1. Fluorescencia

La inmunohistoquimica involucra utilizar anticuerpos especificos que reconozcan una
molécula de interés para luego evidenciar la presencia del anticuerpo por algin método de
revelado. En el caso de las indirectas, el anticuerpo especifico o primario, es reconocido por
un anticuerpo secundario conjugado a un fluoréforo, que reconoce especificamente al primero

y con alta especificidad (Periasamy & Day, 2005).

Esta técnica se basa en la espectroscopia de fluorescencia, donde los conceptos de
luminiscencia y fotoluminiscencia son importantes. Luminiscencia es la emision de luz de una
sustancia a partir de estados electronicos excitados. Fotoluminiscencia es la emisién de luz
desde un estado electronico excitado que fue estimulado por la absorciéon de luz. Este ultimo
caso es el que interesa en estos procesos. A su vez, la fotoluminiscencia puede dividirse en 2
categorias: fluorescencia y fosforescencia. La fluorescencia es la emision de luz desde un
estado singulete excitado, en lo que se conoce como una transiciéon permitida dentro de los
orbitales moleculares, siendo procesos muy rapidos, del orden de los 10™® s. En contraste, la
fosforescencia se da desde el estado de triplete excitado e involucra una transicion prohibida
resultando en procesos mucho mas lentos, del orden de los 10° y 10 s. La excitacién de las
moléculas por la luz ocurre por la interaccién entre dipolos moleculares transitorios y el campo

eléctrico de la luz (Periasamy & Day, 2005).

La fluorescencia es una forma de emision de luz que se caracteriza por el espectro de

emisién, rendimiento cuantico, vida media de fluorescencia y la polarizacién.

10.3.1.1. Espectro de emisién

El diagrama de Jablonski (Figura 39), permite analizar un proceso importante: la energia
del fotén emitido es menor que la del fotdn absorbido. Por ende la fluorescencia ocurre a
menor energia y mayor longitud de onda que el proceso de absorcion. Este fenbmenos se le
conoce como Corrimiento de Stokes y se explica por la rapida transicién hacia el estado
vibracional energéticamente mas bajo de los estados excitados (S; o primer singulete) y el
decaimiento del fluoréforo a niveles vibracionales superiores (Sy). El exceso de energia es
convertido en calor. Debido al rapido relajamiento resultado de la disipacion de energia por
procesos internos como son los choques entre las moléculas del fluor6foro y con las del
solvente, etc) siempre se emite desde el estado menor de excitacion. Por ende la forma del
espectro de emisién es usualmente independiente de la longitud de onda de excitacion
(Periasamy & Day, 2005).
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Figura 39. Diagrama
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10.3.1.2. Rendimiento cuéntico

Es el nimero de fotones emitidos relativo al numero de fotones absorbidos. Este fenédmeno
esta dominado por las constantes de velocidad (tasa de emision del fluoréforo) y la constante
de decaimiento no radiativo (k,) que despueblan el estado excitado. La fraccion de los
fluoréforos que decaen a través de una tasa de emision 1, contribuye directamente al

rendimiento cuantico (Periasamy & Day, 2005).

10.3.1.3. Quenching

Muchos procesos pueden disminuir la intensidad de fluorescencia. Esto se conoce bajo el
nombre de quenching, siendo las moléculas que producen el efecto los “qguenchers”. Existen
diferentes métodos por los cuales puede ocurrir este proceso, siendo los mas comunes el
guenching colisional, el quenching estatico y la transferencia electronica. El quenching
colisional es la desactivaciéon de fluoréforos excitados por el contacto con otras moléculas en
solucion que aumentan la constante de decaimiento no radiativo, con lo cual el fluoréforo
retorna a su estado basal perdiendo energia mediante coaliciones con el quencher, sin sufrir
alteraciones estructurales y emitiendo menos fluorescencia. Quenchers comunes son la

acrilamida y el oxigeno (Periasamy & Day, 2005).

10.3.1.4. Vida media de fluorescencia

La vida media del estado excitado y por tanto el tiempo de la fluorescencia, es el promedio
del tiempo que la molécula pasa en el estado excitado antes de decaer al estado basal. Luego
de la excitacion, comienzan a actuar los procesos de desactivacion. Para la mayoria de los

fluoréforos, la vida media esta en el orden de los 1 a 10 ns (Periasamy & Day, 2005).
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10.3.2. Anticuerpos utilizados
En este trabajo se utilizé en todos los casos un anticuerpo anti-Pdcd4 y segun las regiones
celulares a identificar, se seleccionaron los otros anticuerpos o sondas.

10.3.2.1. Anticuerpo anti- Neurofilamento 68
Permite distinguir la morfologia neuronal, expresandose en el interior de los axones y
dendritas. Corresponde a la subunidad liviana de una de las formas de filamentos
intermedios (o0 de 10 nm) expresados Unicamente en neuronas. Son fundamentales en el
crecimiento axonal y son determinantes para definir el diametro de axones y dendritas
durante el desarrollo (Alberts et al., 2004).

10.3.2.2. Anticuerpo anti-Myelin Associated Glycoprotein (MAG)
Es utilizado como marcador de células de Schwann en SNP (Figura 40) u oligodendrocitos
en SNC (Figura 41). Permite identificar a la proteina de membrana MAG que patrticipa en el
proceso de mielinizacion neuronal. También es importante para las interacciones entre la
mielina y los axones, siendo una proteina de adhesion. Se expresa en la membrana
periaxonal e interacciona con numerosos receptores axonales. En sistema nervioso
periférico se expresa a nivel de los internodos e incluso también en regiones de mielina laxa

como las incisuras de Scmidth-Lanterman vy las regiones paranodales (Figura 40).

Figura 40. Esquema de un
axén y la vaina de mielina,
centralizado en la regién
intermodal. A mayor
aumento se muestra donde
se ubica la proteina de
membrana MAG en SNP.
[Adaptado de: Suter et al.,
Trends in Neurosciences,
1993].
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10.3.2.3. Anticuerpo anti- proteina ribosomal P

Es usado para identificar ribosomas, lo que puede corresponderse con sitios en donde se
esté llevando a cabo la sintesis de proteinas. Este anticuerpo reconoce especificamente 3
proteinas de la subunidad mayor del ribosoma eucariota (60S). Estas proteinas se conocen
como PO, P1y P2. Los epitopes de esta proteina presentan actividad GTPasa (Figura 42).

17 11 7
RPPO AAAPVAAATTAAPAAAAAPAKVEAKEESEESDEDMGEFGLED
RPLP1 AAPAGGPAPSTAAAPAEEKKVEAKKEESEESDDDMGFGLED

RPLP2 APGSAAPAAGSAPAAAEEKKDE-KKEESEESDDDMGFGLFD B
- * * o w e e e e e e e ke s ke ek ke ke

Conserved
C-terminus

Extended

Large subunig . stalk

\ PO C-terminal

J .@ spine helix

Small subunit
Figura 42. En A, se muestra las secuencias alineadas de la regiéon Carboxilo terminal para las proteinas PO,
P1 y P2 y un modelo de sus posibles interacciones. Los residuos indicados en rojo estan altamente
conservados en las 3 proteinas. En B, se muestra con mayor detalle como serian las interacciones y en que
regién de la subunidad 60S del ribosoma se encuentran estas proteinas. [Esquema A Adaptado de:
McCluskey et al., Journal of Molecular Biology 2008, Fig. 5. Esquema B adaptado de: Lee et al.,
Journal of Molecular Biology 2010, Figura 6].

10.3.2.4. Sondas Faloidina y DAPI
La faloidina permite identificar filamentos de actina. Los mismos son un componente

fundamental del citoesqueleto de todas las células, incluidas las neuronas (Alberts et al.,
2004). Se expresa dentro del axdn y permite el reconocimiento de ciertas estructuras, como
los nodos de Ranvier y las incisuras de Schmidt Lanterman. La sonda DAPI marca el ADN y

por ende permite la identificacion de los nicleos celulares.
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10.4. Principios de la Microscopia Confocal

La microscopia confocal permite producir imagenes libres de informaciéon “fuera de foco”.
En un microscopio de epifluorescencia convencional, la muestra entera esta expuesta a la luz
de excitacion y la emision es colectada por objetivos con una apertura numérica muy alta, con
informacion de fluorescencia proveniente del espécimen entero, tanto por encima como por
debajo del plano focal. Esto reduce el contraste y el brillo de las imagenes, ademas de
dificultar la determinacion del sitio celular del cual proviene la sefal observada, dado que se
observa la fluorescencia presente en todo el volumen del tejido. Mediante la microscopia
confocal, la informacion fuera de foco es removida, lo que significa un importante avance en
mejorar la resolucion lateral y en la capacidad de realizar un escaneo plano por plano en
forma Optica y directa, sin necesidad de llevar a cabo procesos invasivos sobre las muestras,
siempre y cuando estas sean lo suficientemente finas. Desde la invencion de los laseres, esta
metodologia ha comenzado a utilizarse a gran escala (Periasamy & Day, 2005).

Se impacta sobre la muestra un Unico punto de luz utilizando objetivos con gran apertura
numérica. La luz reflejada o fluorescente es colectada por un objetivo y centrada a una
apertura confocal con un pinhole de didmetro regulable, pero siempre muy pequefio, donde
la sefial es captada por un tubo fotomultiplicador (PMT). La luz que provenga por encima o
por debajo del plano, golpea las paredes del pinhole y no es transmitida al detector. Para
generar una imagen bidimensional, el haz de luz del laser impacta sobre la muestra y
escanea pixel por pixel en forma bidimensional, regular y con una respuesta instantanea del
fotomultiplicador (Figura 43). Si lo que se quiere es una reconstruccion tridimensional,
entonces se deben tomar una serie de imagenes, recorridas por el laser en las direcciones xy,

en diferentes planos del eje z (Periasamy & Day, 2005).
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