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Resumen: 
Dentro del heterogéneo grupo de las neuropatías hereditarias periféricas 

humanas del tipo Charcot-Marie-Tooth (CMT), las alteraciones en el gen 

codificante de la Proteína de Mielina Periférica 22 (PMP22) constituyen más 

del 50%. Las mutaciones puntuales en pmp22 son agrupadas en el subtipo 

CMT1E.  Dentro de ellas, la sustitución de una timina por una citocina en la 

posición 1703 en el gen pmp22 produce un cambio de una leucina por una 

prolina en el aminoácido 16 de la proteína, en el primer dominio 

transmembrana de la proteína, que impiden su correcto plegamiento e 

inserción. Como consecuencia, la proteína se agrega y acumula en 

agregosomas perinucleares, produciendo una profunda alteración del tránsito 

intracelular. Los ratones Trembler-J  son portadores de esta mutación y por 

esta razón se constituyen en un muy valioso modelo murino para el estudio 

de CMT1E. 

Si bien la abundancia mayor de PMP22 es en la mielina, su presencia no es 

exclusiva de esta. Inicialmente pmp22 fue descrito asociado al detenimiento 

del ciclo y diferenciación celular (fibroblastos); se encontró asociada a α6 -

integrinas (endometrio);  su ARNm fue descrito en neuronas centrales y en 

ganglios sensoriales periféricos y nuestro grupo ha reportado su presencia  

en núcleos de células de Schwann (ARNm y proteína). 

Por lo tanto, la exploración y comprensión de los roles de pmp22 en la 

patogenia del fenotipo neurodegenerativo CMT1E es un desafío por la 

diversidad y complejidad de las funciones hasta ahora descritas para este 

gen y su proteína.   

En la presente Tesis exploramos la eventual regulación de la expresión 

génica  modulada por PMP22, identificando alteraciones en el fenotipo 

neurodegenerativo Trembler-J. Para ello nos enfocamos en el pmp22 junto a 

otros genes de importancia en el sistema nervioso periférico y relevantes en 

este fenotipo neurodegenerativo (mag, mbp, vimentina, neurofilamentos). 

Para la mayoría de los genes estudiados las diferencias se hallaron a nivel 

proteico teniendo la misma cantidad de mensajero, lo que nos lleva a pensar 

que ocurre una traducción diferencial en el genotipo Trembler-J respecto al 

wt.  



 

Además, hemos explorado la expresión de un factor de inicio de la transcripción 

y otro de la traducción (e2f8 y eif3e, respectivamente), para evaluar la modulación 

de estos procesos asociados al fenotipo neurodegenerativo Trembler-J, pero 

no hemos observado diferencias significativas entre genotipos. 

Conjuntamente evaluamos de forma indirecta el proceso traduccional a través 

de las señales ribosomales in situ, en los dominios gliales y axonales de la 

fibra nerviosa periférica y mediante su análisis por Western Blot. El genotipo 

Trembler-J mostró una distribución diferente e incrementada de esta señal en 

tanto que su análisis bioquímico demostró una diferente composición en 

proteínas ribosomales ácidas P. 

Por otro lado sí hallamos un cambio a nivel transcripcional en el gen 

mitocondrial del citocromo B, en donde el genotipo Trembler-J mostró una 

marcada disminución de la expresión respecto al genotipo salvaje.  

La principal modulación del fenotipo neurodegenerativo Trembler-J fue 

observada a nivel traduccional, aunque no descartamos la existencia de una 

más amplia modulación transcripcional, sólo hemos podido demostrarla para 

el gen del citocromo-B. Estos importantes hallazgos deberán ser 

profundizados, con la perspectiva de comprender a CMT1E como una 

patología que afecta la expresión de genes y no únicamente como un 

desorden estructural. 
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1.- Introducción: 
 
El Sistema Nervioso (SN) es una red de tejidos cuya unidad básica son las 

neuronas (Armati, 2007). Sus funciones primordiales son las de captar y 

procesar rápidamente las señales, ejerciendo control y coordinación sobre los 

demás órganos para lograr una adecuada interacción con el medio ambiente 

cambiante.  

La clasificación principal divide al SN en: encéfalo y medula espinal que 

constituyen el SN Central (SNC), y los nervios periféricos que comunican 

estos centros con el resto del cuerpo y que constituyen el SN Periférico 

(SNP). 

 

Dentro del sistema nervioso encontramos diferentes tipos celulares: 

neuronas, glias,  tejido epitelial, conectivo, células madre y otros elementos 

celulares (Sergey & Richardson, 2001). Existen diferentes tipos de neuronas, 

las cuales se caracerizan por poseer un cuerpo celular y procesos neuriticos 

conocidos como dendritas y axones. Las células gliales (conocidas también 

genéricamente como glía o neuroglía) son células nodriza del sistema 

nervioso que desempeñan, de forma principal, la función de soporte 

mecánico, trófico y protección de las neuronas. En este trabajo haremos 

únicamente enfasis en las Células de Schwann (CS), por ser la glía presente 

en el SNP. 

 

1.a.-  Unidad estructural y funcional del Sistema Nervioso Periférico 
(SNP) la fibra nerviosa: 

	
En el SNP, la fibra nerviosa esta compuesta por el axón y todas las células 

de Schwann (CS) que lo acompañan en su trayectoria, desde el cono de 

arranque hasta las proximidades de las terminales nerviosas. Las neuronas y 

las células gliales interactúan en el SNP, con una proporción 

significativamente mayor de glías que neuronas (Quintes et al., 2010). Así, la 
fibra nerviosa constituye una unidad estructural y funcional, cuya 
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organización es esencial para la propagación del potencial de acción, la 

conducción saltatoria y la integridad funcional del axón (Salzer et al., 2008; 

Simons & Trotter,  2007; Salzer, 2003). El desarrollo de la fibra requiere 

interacciones muy complejas (Simons & Trotter, 2007), hecho que se 

manifiesta cuando cualquiera de sus dos componentes se ven afectados, tal 

como describiremos más adelante.  

 

1.a.1-  Origen y desarrollo de las células gliales y fibras nerviosas del 
Sistema Nervioso Periférico de mamíferos: 
	
En el SNP se da una temprana neurogenesis prenatal, seguida de una 

gliogenesis postnatal, para conformar la fibra nerviosa que es la unidad 

estructural y funcional del SNP (Pereira et al., 2010). 

 

Durante el desarrollo del SNP, las células de la cresta neural migran en 

dirección ventral para generar principalmente los ganglios sensoriales de la 

raíz dorsal y sus glías así como las neuronas y glías del SN autónomo. De 

estas células migratorias surgen los precursores de las CS (PsCS) y 

posteriormente las CS inmaduras (CSI). Ambas células transitorias presentan 

una dependencia paracrina con el axón, del cual dependen para la migración, 

supervivencia y proliferación. Esta dependencia asegura que las 

proporciones de CS y axones sean adecuadas para la formación de las 

futuras fibras nerviosas (Pereira et al., 2010; Jessen & Mirsky, 2005). 

Mientras las CSI presentan esta dependencia, las neuronas que formarán los 

nervios periféricos se encuentran emitiendo prolongaciones axonales que 

buscan contactar sus tejidos blanco, para posteriormente inervarlos.  

 

Continuando con el desarrollo de la CS, los PsCS pasan a ser CSI 

encerrando grupos de axones, momento en el cual, las CS ha adquirido la 

capacidad de auto-regular su supervivencia mediante la segregación 

autocrina de un grupo de factores de supervivencia (Meier et al., 1999). 

Finalmente, cerca del nacimiento, las CSI pasarán a ser CS maduras. 

Aquellas CS que contactan grandes axones (>1 µm) se diferencian en CS 
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mielinizantes y las que contactan axones de pequeño calibre se diferencian 

en amielínicas formando los llamados “sacos de Remak” (Sherman & Brophy, 

2005). El determinante de esta diferenciación parece ser la cantidad de 

Neuroregulina 1 tipo III (NRG1-III) expresada por el axón y no el diámetro 

axonal per se (Simons & Trotter, 2007). En el esquema de la Figura 1 se 

detallan las transiciones celulares que ocurren en desarrollo del linaje de las 

CS (Pereira et al., 2010; Jessen & Mirsky, 2005). 

 
Figura 1. El linaje de las Célula de Schwann: Desde su desarrollo hasta su diferenciación, 
ocurren una sucesión de eventos celulares que determinan que las CS pasen por estados 
transicionales que incluyen: la transición de células madre migratorias de la cresta neural 
(Neural crest cell) hacia la formación de PsCS, la transición desde PsCS hacia la formación 
de CS inmaduras y finalmente, transición de CSI a CS maduras pro-mielinizantes o no 
mielinizantes.  Imagen tomada de Jessen & Mirsky, 2005. 
 
Cuando se da la unión entre CS pro-mielinizantes y axón, se activan 

cascadas moleculares que llevarán al comienzo de la mielinización. A través 

del proceso conocido como selección radial, previo a la mielinización, cada 

CS selecciona el axón que envainará, para establecer la típica relación 1:1 

de las CS maduras mielinizantes en el SNP (principal diferencia con la 

mielinización del SNC - Armati, 2007 ; Jessen & Mirsky, 2005). De esta 

manera, fibras nerviosas periféricas mielínicas presentan una CS para cada 

segmento internodal, pudiendo un axón periférico estar envainado por miles 

de CS a lo largo de su longitud. 

	

1.a.2- La célula de Schwann madura: 

	
En él SNP toda neurona se encuentra en íntimo contacto con las CS, tanto 
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sea sensorial, motora o autonómica, forme una fibra mielinica o amielínica 

(Armati, 2007). Existen evidencias cada vez mayores que apuntan a indicar 

funciones celulares específicas de las CS en relación con el axón, no 

relacionadas con la mielinización, (Lemke, 2001). El inicio de la mielinización, 

el número de vueltas y el mantenimiento de la organización compleja de las 

CS están controlados por el axón (Michailov et al., 2004). De todas formas, 

algunos autores señalan que las CS podrían regular el diámetro axonal, a 

través de la modulación de los niveles de fosforilación de los neurofilamentos 

(Hsieh et al., 1994) y la agrupación de los canales de iones en los nodos de 

Ranvier (NR) de los axones mielinizados (Poliak & Peles, 2003). La CS y la 

lámina basal están involucradas en la regeneración axonal y la orientación de 

los axones hacia sus destinos (Allodi et al., 2012; Nguyen et al., 2002; Son & 

Thompson, 1995). A su vez, las CS tienen la capacidad de interactuar con 

células por fuera del sistema nervioso, como se evidencia por su habilidad de 

comunicarse con células de sistema inmune (Armati & Pollard, 1996; Armati 

et al., 1990).  

 

1.a.3- Polaridad de la fibra nerviosa: 

	
Las fibras nerviosas son extremadamente polarizadas, morfológica y 

molecularmente (Salzer et al., 2008). La polaridad longitudinal de la fibra 
nerviosa, en la cual las CS contiguas se estructuran en torno al NR, 

flanqueándolo con las uniones paranodales, los juxtaparanodos e internodo. 

Coincidente con esta polarización, una vez finalizada la mielinización, la 

membrana interna de la CS (adaxonal) y el axolema (membrana del axón) 

quedan en estrecho contacto y se organizan transversalmente, estableciendo 

una polaridad radial, donde la membrana glial externa está en contacto con 

la lámina basal y la matriz extracelular (MEC) y la interna con el axolema y el 

citoesqueleto submembranoso (Poliak & Peles, 2003; Salzer, 2003). 

 

Los NR están cubiertos por interdigitaciones (microvillis) del citoplasma 

abaxonal de las CS (externo a la mielina). Los microvillis están enriquecidos 
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en el complejo de señalización ERM (Ezrin, Radixin y Moesin - Salzer et al., 

2008). Flanqueando los NR, en los paranodos, se hallan una serie de 

uniones axo-gliales especializadas que promueven la más estrecha adhesión 

en la fibra nerviosa, entre el axón y las CS, y constituyen una barrera a la 

difusión lateral de los canales iónicos nodales. Más allá de los paranodos, se 

encuentran los juxtaparanodos que quedan debajo de la primera porción de 

mielina compacta. Por último llegamos al dominio más grande, comprendido 

entre dos juxtaparanodos, el internodo, esta región mantiene un espacio 

periaxonal, de separación con la CS, uniforme, el cual esta alterado por 

ejemplo en las zonas donde los axones contactan con las incisuras de 

Schmidt - Lanterman (ISL). Allí se recapitulan los complejos proteicos 

presentes en paranodos y juxtaparanodos (Peles & Salzer, 2000). 

 

Cada dominio contiene un único conjunto de moléculas de adhesión entre las 

membranas de la CS y el axón. Estas moléculas de adhesión establecen 

contacto con el citoesqueleto submembranoso, mediante complejos 

proteicos, con lo que se da estabilidad a cada dominio (Fig.2) (Salzer et al., 

2008; Susuki & Rasband, 2008) . 

 



 6 

Figura 2. Organización y composición de los distintos dominios de las fibras 
mielínicas periféricas: Una sección longitudinal de la fibra nerviosa es esquemáticamente 
ilustrada en el panel superior, en ella se indica en azul la región nodal que es contactada por 
los microvillis que provienen de las membranas externas de las CS, en verde las uniones 
entre los bucles paranodales y la membrana axonal a nivel del paranodo, en violeta el 
juxtaparanodo y finalmente en naranja el internodo. El cuadro inferior, indica las principales 
proteínas de cada dominio que participan en el establecimiento de las uniones que 
mantienen estructurados los dominios, incluyendo los expresados por las CS, axón, 
citoesqueleto axonal y canales iónicos axonales. Imagen tomada de Salzer et al., 2008. 
 
Respecto de la polaridad radial, profundizaremos en ella en la región del 

internodo, donde las membranas plasmáticas de ambas células están 

separadas por una distancia constante (Oguievetskaia et al., 2006). Si bien la 

identificación de las moléculas que participan en el ensamblaje de ambas 

membranas no es completa, MAG (glicoproteína asociada a mielina) ha sido 

una de las primeras proteínas descritas allí (Salzer et al., 2008). Su función 

es actuar en la promoción de interacciones iniciales, uniendo la primera capa 

de mielina alrededor de los axones (mesaxón interno), actuando con 

diferentes componentes en el desarrollo ulterior de la mielina, encontrándose 

también en las ISL (Trapp, 1990). Ha sido también descripta la familia Necl 
de moléculas de adhesión (Necl, por su nombre en inglés Nectin like), las 

cuales presentarían roles claves en la relación axo-glial internodal, 

promoviendo la diferenciación y mielinización de CS, así como participando 

en la organización del internodo y las ISL (Sakisaka & Takai, 2004). 

 

En sentido radial, luego del espacio entre axón – membrana adaxonal y 

citoplasma de la CS, sigue  la región mielínica. Según el grado de 

compactación, la mielina puede ser dividida en dos subdominios: mielina 
compacta y mielina laxa. La primera región carece de citoplasma, su 

función es el aislamiento, inhibiendo completamente el intercambio de iones 

durante la conducción nerviosa. La composición proteica de la mielina 

principalmente es: proteína mielinica 0 (MPZ) (50%), proteínas de unión a la 

mielina (MBPs) (25%) y la proteína periférica de la mielina (PMP22) (5-7%), 

entre otras proteínas presentes en menor proporción (Salzer et al., 2008). La 

glicoproteína MPZ es una proteína integral de membrana, cuyo rol es unir las 

láminas mielínicas adyacentes a intervalos espaciales regulares (Sherman et 

al., 2003, Arroyo & Scherer., 2002). Las MBPs, se ubican en la cara citosólica 

de la membrana glial participando en la formación de la mielina y en la 
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reducción de la capacitancia del internodo (Sherman et al., 2003, Arroyo & 

Scherer., 2002). Por último PMP22  es una pequeña glicoproteína integral de 

membrana (Mobley et al., 2007), altamente hidrofóbica compuesta de 160 

residuos aminoácidicos, con una masa molecular de 22 kDa (Myers et al., 

2008) y un único sitio de N-glicosilación (Parmantier et al., 1995) en el 

aminoácido Asn 41 (Taylor et al., 2000; D'Urso & Müller, 1997). Los modelos 

tridimensionales propuestos plantean que PMP22 consta de 4 dominios 

transmembrana, dos bucles extracelulares, uno citoplasmático y sus 

extremos amino y carboxilo terminales están expuestos al citoplasma (Mobley 

et al., 2007)(Fig 4). Se cree que el primer bucle extracelular mediaría 

interacciones de tipo homofílico y el segundo mediaría interacciones 

heterofílicas con MPZ (Hasse et al., 2004.). Los modelos también plantean 

que PMP22 presenta mayormente una estructura en α-hélice con baja 

estabilidad termodinámica, que en estado nativo es propensa a agregarse 

(Tobler et al.,  2002; Snipes et al., 1992).  Del 70 - 80% de PMP22 neo-

sintetizada es degradada rápidamente por el proteosoma, presumiblemente 

debido a su mal plegamiento (Yamada et al., 2003; Notterpek et al., 1999; 

Pareek et al., 1997).  Este comportamiento proteico afecta en especial a 

células metabólicamente activas, como las CS que son particularmente 

sensibles a la acumulación de proteínas dañadas (Rangaraju et al., 2008). 

Las CS, parecieran lograr un equilibrio funcional en el cual participaría 

activamente la ruta de degradación proteasomal, permitiendo degradar el 

exceso de PMP22.  

En la figura 3 se muestra la disposición de MPZ, MBP y PMP22 en la mielina 

compacta.  
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Figura 3. Estructura de la mielina y esquetamización de su principal composición 
proteíca: En la fotografía A se observa la típica alternancia entre las zonas electrondensas 
(señaladas con flechas) y traslúcidas (cabezas de flechas) de la mielina compacta. Imagen 
tomada de King R, 2013. En en el panel izquierdo B se observa una microscopía electrónica 
de la mielina compacta a mayor aumento, donde se observan las láminas alternadas 
conocidas como intraperiodo (que es en realidad una doble lámina) y la linea densa principal. 
En el panel derecho B se observa como es la ubicación de las principales proteínas 
mielínicas: P0 formando tetrámeros, PMP22 formando dimeros y MBP monómeros. Támbien 
se indican los glicolípidos galactocerebrósido y sulfátido. Se indica ademas el grosor de las 
bicapas lipídicas, asi como los espacios intra y extracelulares. Imagen tomada de Scherer & 
Arroyo, 2002.	
 

 
Figura 4. Modelización de PMP22: Se muestra una representación esquemática de la 
topología de la proteína donde se observan los dominios intra y extracelulares, asi como los 
4 dominios transmembrana. En ella se muestran además varias de las mutaciones que 
generan tanto CMT1A, CMT1E entre otras neuropatías causadas por alteraciones en 
PMP22. Figura tomada de Nave et al., 2007.  
 

Las regiones de mielina laxa contienen citoplasma entre sus láminas 

membranosas. Estas regiones están presentes en los bucles paranodales, 
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en ambos extremos de una misma CS, contiguos a las regiones nodales y en 

las ISL, en las regiones nodales.  
 

La región abaxonal de la mielina está rodeada por una región de citoplasma, 

en la que frecuentemente se ubica el núcleo de la CS y que se encuentra en 

contacto con la membrana celular externa. Envolviendo la CS y la fibra 

nerviosa, se encuentra la MEC. Esta última consiste en una malla 

tridimensional, que rodea externamente a las fibras nerviosas (Bryan et al., 

2012). Está compuesta principalmente por proteínas y carbohidratos. En la 

fibra periférica, la lámina basal (capa de la MEC) es secretada principalmente 

por las CS maduras y está compuesta principalmente por colageno del tipo 

IV, laminina, fibronectina y nidogenos (Bryan et al., 2012). Por ultimo, 

rodeando la lámina basal se encuentra una capa de tejido conectivo 

denominado endoneuro, que recubre cada fibra. 

 
1.b.- Neuropatías y síndrome Charcot Marie Tooth 

 
La comunicación entre las CS y las neuronas es crucial, cuando por 

diferentes causas (envejecimiento, cambios metabólicos agudos o crónicos, 

injurias puntuales o permanentes, mutaciones, etc), el equilibrio funcional y 

estructural axón-glía se altera, presentando consecuencias inmediatas, 

reflejandose en la responsabilidad integrada de ambos tipos celulares en el 

mantenimiento de la fibra nerviosa. Así, ambas células parecen compartir 

mecanismos de regulación que involucran y vinculan sus respuestas 

celulares (Niemann et al., 2006; Maier et al., 2002). Distintos fenotipos 

clínicos resultan de la perturbación de este equilibrio, como en el caso de 

muchas neuropatías hereditarias motoras y sensoriales (NHMS). Las NHMS 

constituyen un grupo de trastornos que difieren desde el punto de vista clínico 

y genético, incluyendo una amplia serie de síndromes que afectan CS y 

axones mielinizados del SNP (Suter & Scherer, 2003). Dentro de ellas se 

encuentra  el heterogéneo grupo de Charcot-Marie-Tooth (CMT). CMT es 

causado por mutaciones genéticas expresadas en CS y neuronas, estando 

dividido en diferentes clases, dependiendo de si es principalmente 
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desmielinizante (CMT1, CMT3, CMT4) o axonal (CMT2) (Casasnovas et al., 

2008; Maier et al., 2002). 

 

CMT representa el 90 % de las NHMS diagnosticadas y afecta a 1 de cada 

2500 personas (Vallat et al., 2009). CMT se presenta entre la segunda y 

tercer década de vida, estando caracterizada clínicamente, por el 

debilitamiento progresivo de los músculos distales de las extremidades. Este 

debilitamiento puede causar deformidades características en manos y pies, 

como también una disminución en la sensibilidad (Patel & Lupski, 1994). 

Habitualmente, se hereda en forma autosómica dominante, aunque también 

existen formas recesivas y ligadas al cromosoma X (Russo et al., 2011; 

Banchs et al., 2009; Giambonini-Brugnoli et al., 2005).  

 

La neuropatía CMT1, se caracteriza por una disminución de la conducción del 

impulso nervioso y la presencia de “bulbos de cebolla” (una estructura que se 

visualiza en cortes transversales de nervios periféricos y que se asocia a la 

pérdida de compactación de la mielina, asociada  con procesos continuos y 

alternados de demielinización y remielinización, así como de infiltración de 

macrófagos - Patel & Lupski, 1994). Otro cambio asociado a esta mielinopatía 

es, un aumento en la cantidad de mitocondrias en fibras periféricas 

desmielinizadas (Ravera et al., 2013), coincidiendo con hallazgos 

previamente descriptos en otras enfermedades desmielinizantes. El 

incremento en el número de mitocondrias, es considerado como un cambio 

adaptativo, para satisfacer requerimientos energéticos en las fibras 

periféricas desmielinizadas (Hogan et al., 2009; Saporta et al., 2009; Trapp & 

Nave 2008).  

 

Las CMT1 y CMT2 son causadas por alteraciones en genes distintos. En las 

CMT1, se encuentran afectados genes que codifican para proteínas de la 

mielina, por lo que las CMT1 son consideradas mielinopatías, mientras que 

en las CMT2 se encuentran afectados genes que codifican para proteínas del 

citoesqueleto axonal, por lo que las CMT2 son consideradas axonopatías 

(Suter & Scherer, 2003). Con el avance en el conocimiento genético, se 
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identificaron 53 loci y 36 genes específicos relacionados con diferentes tipos 

de CMT, surgiendo así una clasificación más amplia de estas afecciones (en 

la Figura 5 se muestra una de las posibles clasificaciones de las CMT) (Bird, 

2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 5. Clasificación de tipos de CMTs: extraída de NCBI Bookshelf Gene Reviews, 
Charcot-Marie-Tooth Hereditary Neuropathy, basada en patrones de herencia y genética 
molecular. Así, CMT1 se corresponde con anormalidades mielínicas, CMT2 con axonopatías, 
IF o forma intermedia, incluye individuos con una combinación de axonopatía y mielinopatía, 
CMT4, puede ser axonopatía o mielinopatía, y CMTX es una axonopatía con cambios 
mielínicos secundarios. Dentro del grupo de las CMT1A, los 6 subtipos son clínicamente 
indistinguibles, diferenciándose únicamente en base a la alteración genética que lo provoca. 
Así, CMT1A y 1E son generadas por alteraciones genéticas en el gen de PMP22, CMT1B 
por mutaciones en P0, CMT1C por mutaciones en el liposacárido inducido por el TNF, 
CMT1D por la proteína 2(P2) de respuesta temprana al crecimiento y por último, CMT1F/2E 
por alteraciones en los neurofilamentos livianos. Datos tomados de Bird, 2013. 
 
Dependiendo de los defectos moleculares que causan la CMT1, ésta puede a 

su vez ser clasificada en los subtipos CMT1A, B, C, D, E y F, siendo la 

CMT1A el subtipo más común de CMT1 en los países occidentales (Banchs 

et al., 2009). Dentro de este grupo, las modificaciones en el gen de pmp22 

constituyen el 85% de las alteraciones observadas (Bird, 2013).  

 

CMT1A es causado por una duplicación de un fragmento de 1.5 Mb en el 

brazo corto del cromosoma 17 (17p11), que incluye el gen pmp22 en su 

totalidad (Valentijn et al., 1992). Este desorden se caracteriza por una 

CLASIFICACIÓN	DE	CMT:			

PMP22	1A	

1B	
1C	

1E	

1D/1F/2
E/others	
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disminución en la velocidad de conducción del impulso nervioso, generada 

por la demielinización axonal a intervalos a lo largo del internodo 

(desmielinización segmental) (Amici et al., 2007). 

  

Por otro lado, se ha encontrado que pacientes con fenotipo clínico CMT1A 

carecen de la duplicación de 1.5 Mb característica, pero presentan 

mutaciones puntuales en el gen pmp22, ocasionando sustituciones no 

conservativas en PMP22. Estas mutaciones puntuales tienen una frecuencia 

del 2 al 5% de los casos diagnosticados clínicamente como CMT1A (Banchs 

et al., 2009), actualmente se los clasifica dentro de un nuevo subtipo, CMT1E 

(Bird, 2013; Li et al., 2013). 

 

Para poder explicar cómo ambas alteraciones (mutación y duplicación) son 

capaces de originar el fenotipo CMT, algunos autores han propuesto que 

ambos mecanismos podrían romper la estequiometría macromolecular de la 

membrana de la CS. El gen pmp22, que contiene estas mutaciones 

puntuales, podría constituir un alelo dominante que permite alterar la función 

de PMP22, incrementando los niveles de producto génico y de esta forma 

mimetizar el efecto de la duplicación (Roa et al., 1993). Alternativamente, se 

ha propuesto que CMT1E posee un mecanismo de ganancia de función 

toxica (Giambonini-Brugnoli et al., 2005). 

 

Las mutaciones conocidas en PMP22 incluyen: 44 sustituciones 

aminoacídicas provocadas por  cambios de base, 14 deleciones, 2 

inserciones, 1 translocación recíproca, varias mutaciones en sitios de 

empalme, así como sustituciones de una base en el exón1A no codificante y 

en la región 3’UTR (Bird, 2013). Dada la variabilidad fenotípica de los 

pacientes, el diagnóstico definitivo de CMT1E debe acompañarse del análisis 

genético de PMP22.  
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1.c.-  Modelos animales de CMT1A y E: 
 

En relación a las mutaciones en el gen pmp22 que generan diversas 

neuropatías existen modelos específicos para cada una de las causantes 

genéticas, incluyendo duplicaciones, deleciones y mutaciones puntuales 

(Russo et al., 2011). 

 

Mucho de lo que se conoce de la patogénesis de CMT1E ha sido derivado 

del estudio de dos modelos murinos: Trembler (Tr) y Trembler Jackson (TrJ) 

(Suter et al., 1992; Valentijn et al., 1992). El modelo Tr fue descubierto en 

1946 en el Instituto de Genética Animal  de Edimburgo, ésta fue la primera 

cepa mutante de ratones encontrada. Estos ratones presentan una mutación 

puntual de carácter autosómico dominante (Suter et al., 1992b), que afecta al 

cuarto dominio transmembrana de PMP22, en el cual se reemplaza una 

glicina en el sitio del residuo 150 por un ácido aspártico (G150D). En este 

artículo, se describe por primera vez la ubicación del gen de pmp22 en el 

cromosoma 11 murino,  el cual presenta regiones de síntenia conservada con 

el cromosoma 17 humano (Buchberg et al., 1989). 

 

El mismo año, Suter describió la existencia de una segunda mutación 

espontánea presente en los ratones Trembler J de los Laboratorios Jackson, 

en USA. (Suter et al., 1992). TrJ es una mutación puntual de carácter 

autosómico dominante, que afecta el primer dominio transmembrana de 

PMP22, en el cual se produce un reemplazo de una leucina por una prolina 

en el sitio del residuo 16 (L16P) (Baechner et al., 1995 - Fig.6). Como 

consecuencia de esta mutación, se impide el plegamiento normal de la 

proteína y modifica su inserción en la membrana, afectando sus interacciones 

extra o intracelulares consigo misma, así como con otras moléculas (Quarles 

et al., 2006; Suter et al., 1992). 

 



 14 

 
Figura 6. En código de una letra se muestra la secuencia aminoacídica de la PMP22 
murina: Se indican con “+” o “-” las posiciones de los AA cargados a (pH neutro). Con 
flechas se indican las posiciones putativas de las mutaciones Tr  y TrJ. El modelo está 
basado en ploteos hidrofóbicos  de probabilidad de superficie y predicciones de estructura 
secundaria generados computacionalmente (Suter et al., 1992b).  
 

Los ratones TrJ presentan como características fenotípicas parálisis 

espástica y un temblor generalizado. Este modelo ha sido señalado en la 

literatura como un modelo válido para el estudio de neuropatías hereditarias 

periféricas, imitando características patológicas de los pacientes de CMT, 

exhibiendo una afección severa de la mielina y una disfunción del SNP muy 

similar a lo que se reporta en humanos nacidos con las mismas mutaciones 

(Fortun et al., 2005 & 2007; Valentijn et al.,  1992). Estos ratones modelan 

además, el comportamiento y fenotipo histopatológico del trastorno, lo cual 

incluye la presencia de agregados citoplasmáticos de proteína (Notterpek & 

Tolwani, 1999). 

1.d.- Otras funciones de PMP22:  
	
Inicialmente, pmp22 fue aislado de fibroblastos murinos NIH3T3 como un gen 

específico asociado a la detención del ciclo celular “growth arrest-specific 

gene” (gas-3) (Manfioletti et al., 1990; Schneider et al., 1988). Al deprivar a 

estas células de suero, la expresión de pmp22 se veía incrementada 

(Manfioletti et al., 1990; Schneider et al., 1988). Homologo al gen gas3, fue 

descrito el transcripto SR13, aislado del nervio de ratas cuya expresión 

disminuye en la fase aguda luego de una injuria. Así, gas3/SR13 fue más 
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tarde caracterizado como un solo gen, cuya expresión origina PMP22 (Snipes 

et al.,  1992; Welcher et al., 1992). 

 

Tanto en humanos como en ratón, los transcriptos de PMP22 se expresan de 

forma ubicua durante los estadios embrionarios, incluso en el SN. En adultos, 

la expresión de pmp22 es relativamente baja en el SNC, estando 

incrementado en núcleos motores de los nervios craneales y en las neuronas 

espinales, sin embargo los transcriptos y la expresión de los mismos son 

abundantes en las CS de los nervios periféricos (Ohsawa et al., 2006; Roux 

et al., 2004; Jetten & Suter,  2000; van de Wetering et al., 1999; Parmantier et 

al., 1995).  

 

La vida media de PMP22 en CS en cultivo es corta (aprox. de 30 a 60 

minutos). Sin embargo, en nervios periféricos de ratas de edad avanzada, los 

niveles de ARNm de pmp22 son marcadamente menores a los niveles de 

proteína, sugiriendo una tasa lenta de recambio en células mielinizantes 

(Pareek et al., 1993). En CS en cultivo, PMP22 posee una localización 

predominantemente citoplasmática (Pareek et al., 1993) y acúmulos en el 

aparato de Golgi (Pareek et al., 1997), en contraste con la localización 

preferencial a nivel de membrana que tiene en nervios periféricos in vivo 

(Pareek et al., 1993). Una posible explicación a estos hechos, es que la 

retención de PMP22 que se observa en CS en cultivo sea necesaria para su 

posterior direccionamiento hacia la membrana (Pareek et al., 1997). 

 
Si bien la mayor expresión ocurre en la CS, donde participa en la iniciación 

de la mielinización y se localiza luego en la mielina compacta cumpliendo un 

rol estructural, se han descrito diferentes roles para esta proteína no 

relacionados con la mielinización. Dentro de estos, se plantea un rol de 

PMP22 en la proliferación celular y la supervivencia (Baechner et al., 1995; 

Schneider et al., 1988). En dicho sentido, se ha observado que tanto la 

sobreexpresión como la represión de PMP22, influencian la proliferación con 

consecuencias que fluctúan en función del modelo utilizado (Li et al., 2013). 

En cuanto a la relación de PMP22 con la supervivencia, se ha señalado que 
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alteraciones genéticas en el gen PMP22 resultan en una apoptosis 

incrementada de CS en cultivo, lo cual implicaría su participación en las vías 

de señalización apoptóticas. El mecanismo por el cual PMP22 estaría 

involucrado en la muerte celular es aún incierto y no sólo podría estar 

presente en las CS, sino que se plantean nuevas interrogantes en relación a 

qué rol juega PMP22 en el balance arresto celular versus muerte (Li et al., 

2013; Attardi et al., 2000).  

 

PMP22,  a diferencia de MPZ, la más abundante de las proteínas mielínicas 

periféricas (Snipes et al., 1992) y MAG que pertenecen a la superfamilia de 

las inmunoglobulinas (Lai et al., 1987; Lemke et al., 1988), pertenece a la 

superfamilia de las claudinas (pfam00822), encontrándose además de en el 

SNP, en zonula occludens, en epitelios de vasos sanguíneos, en la barrera 

hematonerviosa (blood nerve barrier en inglés) y hematoencefálica cerebro 

(Roux et al., 2004). Algunos autores señalan su interacción con integrinas de 

membrana, lo que permitiría estabilizar la adhesión entre lámina basal y 

membrana  mielínica  (Itou et al., 2009). En tejidos no neurales PMP22 

también se asocia a integrinas en la fase proliferativa uterina, interaccionando 

con α6 integrina en la unión a la lamina basal y el colágeno (Rao et al., 2011).  

Otros roles la vinculan con procesos de apoptosis, extensión y forma celular 

(Chies et al., 2003; Attardi et al., 2000; Brancolini et al., 2000) , dependiente 

de su presencia en la membrana o de sitio de N-glicosilación, 

respectivamente (Attardi et al., 2000; Brancolini et al., 2000).  

 

El patrón de expresión de PMP22 varía a lo largo del desarrollo del SNP, 

siendo idéntico al de otras proteínas mielínicas periféricas como MPZ y MBP 

(Nave & Werner 2014; Stah et al., 1990; Lees & Brostoff., 1984, Wiggins et 

al., 1975 ). La expresión tanto del mensajero como de la proteína es apenas 

detectable en ratas recién nacidas, llegando a valores de la mitad de su 

expresión máxima entre los días 10 y 15, mostrando su máximo el día 21 

post-nacimiento (Snipes et al., 1992). Estos niveles de expresión se ven 

alterados cuando se desestabiliza la mielina, como resultado de una lesión, 

siendo menor en estadios iniciales y aumentando durante la regeneración 
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axonal (Snipes et al., 1992; De Leon et al., 1991; Spreyer et al., 1991; 

Welcher et al., 1991).  

 

A su vez ha sido reportado que la sobre-expresión de PMP22, así como 

también la expresión de la forma mutante Trembler  da lugar a cambios en la 

expresión génica (Giambonini-Brugnoli et al., 2005; Vigo et al., 2005), con 

una alta variabilidad según la alteración de PMP22 presente (Giambonini-

Brugnoli et al., 2005). Asimismo se ha reportado la presencia de la proteína 

en el núcleo (Figura 7 - Kun et al., 2012). Sin embargo el único estudio que 

vincula PMP22 con alguna vía de transducción de señales, fue realizado para 

la proteína humana, mediante doble híbrido en levadura, y establece la 

interacción de PMP22 con un receptor miembro de la familia de los 

receptores similares a lectina de los linfocitos NK (KLRC1), utilizando este 

último como "bait" (Rolland et al., 2014). 

 

Las evidencias descritas anteriormente en cuanto a la localización de PMP22 

en el núcleo y cambios de expresión génica asociados a alteraciones en esta 

proteína, nos lleva a preguntarnos si la misma podría estar alterando la 

expresión de genes en la fibra nerviosa del modelo TrJ. 

 

 

 

Figura 7. Presencia de PMP22 en el 
núcleo: Se aprecia un peinado de fibras 
nerviosas en donde en verde se identifica la 
proteína PMP22, la cual esta presente en el 
núcleo de la CS. Imagen tomada y modificada 
de Kun et al., 2012. 
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2.- Hipótesis: 
 
En base a las funciones no clásicas de PMP22 y a su alta expresión en la 

CS, se plantea como hipótesis, que PMP22 podría estar jugando un rol en la 

regulación de la expresión génica en el SNP y en particular en la CS. Esto 

podría implicar diferencias en la regulación de la expresión génica entre los 

genotipos TrJ y Wt.	

	
3.- Objetivos: 

3.a.- Objetivo general: 
 
Estimar el rol de PMP22 como eventual regulador génico, mediante la 

evaluación de la expresión de genes relevantes para la neuropatía CMT1E, a 

nivel transcripcional y traduccional, en ratones TrJ y wt.  

 
3.b.- Objetivos específicos: 

	
Se plantean los siguientes objetivos a realizarse a partir de muestras de 

nervio ciático de ratones de genotipo TrJ y wt: 

1.- Cuantificar los niveles de expresión de los siguientes  ARN mensajeros:  

a.- pmp22 por ser el gen alterado en el modelo murino TrJ.  

b.- mag, vim y mbp por estar alterados en neuropatías y poseer 

observaciones de nuestro grupo, que indican cambios en los niveles de las 

proteínas para las cuales codifican estos mensajeros (Kinter et al., 2013; 

Rangaraju et al., 2008; Adlkofer et al., 1997).  

c.- Cytb por tratarse de un gen mitocondrial codificado en el cromosoma 

mitocondrial, el cual podría darnos una medida indirecta respecto a las 

mitocondrías., ya que según la literatura hay un aumento en la cantidad de 

mitocondrias en las neuropatías (Ravera et al., 2013).  

d.- E2f8 y Eif3e por ser respectivamente, factores de inicio de la 

transcripción y traducción, que nos podrían dar información de forma 

indirecta aceca de estos procesos (http://www.uniprot.org/uniprot/Q58FA4 ; 

http://www.uniprot.org/uniprot/P60228).  

 

2.- Cuantificar los niveles de expresión de las siguientes  proteínas: 
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a.- PMP22 por ser la proteína alterada en el modelo murino TrJ, de la cual 

esta descripta una diferente distribución, pero no niveles totales (Notterpek 

et al., 1999).  

b.- MAG, VIM y NF68, por estar alterados en otras mielinopatías  y poseer 

observaciones que indican cambios en los niveles de estas proteínas 

(Kinter et al., 2013; Rangaraju et al., 2008; Hsieh et al., 1994). 

 
3.-Analizar y  evaluar la cantidad y distribución de ribosomas en la fibra 

nerviosa, ya que se sabe que los mismos están alterados en neuropatías 

(Verheijen et al., 2011 & 2014). 

 

4.- Realizar estudios in-silico de presencia de dominios proteicos conservados  

en PMP22, con el fin de identificar predicciones de dominios posiblemente 

involucrados en la regulación génica. 
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4.- Estrategia experimental: 
 

Nuestra estrategia experimental consistió en la cuantificación de ARN 

mensajeros  y proteínas específicas, en nervios ciáticos TrJ (CMT1E) y wt, en 

todos los casos se utilizaron machos jovenes (entre 2 y 4 meses de edad). 

Los análisis se realizaron utilizando abordajes moleculares, qPCR, 

microscopía confocal cuantitativa y WB. Conjuntamente se realizó un análisis 

in sílico de PMP22. 

 

5.- Metodología: 
 

5.a.- Cuidado y mantenimiento de los animales: 
	
Para la realización de esta tesis se utilizaron  ratones de la colonia TrJ 

(B6.D2-Pmp22<Tr-J>/J) (Jackson Lab., USA) de genotipo salvaje Wt y 

heterocigota TrJ  para la mutación puntual L16P asociada con el gen pmp22. 

Todos los ratones de la colonia fueron identificados mediante numeración y 

genotipado siguiendo los criterios establecidos en Rosso et al., 2010. El 

mantenimiento de la colonia así como la eutanasia de los ratones fue 

realizado en estricto acuerdo con las normas del Comité de Ética en el Uso 

de Animales (CEUA) del Instituto de Investigaciones Biológicas Clemente 

Estable (IIBCE) bajo las regulaciones establecidas en la ley nacional de 

experimentación animal N°18611.  

 

5.b.- Disección de nervios ciáticos: 

	
Los ratones fueron sacrificados por medio de dislocación cervical y se 

procedió a la extracción de ambos nervios ciáticos. Para ello se ubicó al ratón 

en posición decúbito ventral y se le practicó una sección a nivel de la parte 

inferior de la región glútea y femoral posterior (Fig.8A), realizando 

posteriormente una incisión longitudinal paralela al eje del fémur, en la 

aponeurosis que separa los músculos abductor mayor y el bíceps crural 

(Fig.8B). Se abre una cavidad entre ambas masas musculares, en el fondo 

de la que se encuentran el nervio ciático que se observa como una cinta de 
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aproximadamente 1mm de grosor de color blanco brillante (Fig. 8B). Una vez 

identificado se secciona primero el extremo más distal y luego el más 

proximal a la columna vertebral procurando incluir la mayor cantidad del 

nervio (Fig. 8C) (siguiendo el procedimiento descripto en Martin et al., 2012).  

 

5.c.- Extracción de ARN y Retrotranscripción: 
	
Los nervios utilizados para extracción de ARN, fueron inmediatamente 

puestos en 500 µl de Trizol y se siguió el protocolo provisto por el fabricante 

(TRI Reagent® SIGMA-ALDRICH Alemania, número de catálogo T9424, 

http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/tri-

reagent.html ). La integridad del ARN total extraído fue evaluada mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2% en TAE (40 mM Tris, 1,15% (v/v)  

ácido acético, 2mM EDTA). La cantidad de ARN extraída fue cuantificada 

mediante espectrofotometría midiendo absorvancia a 260 nm y la pureza se 

observo con la relación de la obsorvancia 260/280 nm, para ello se empleo 

un nanodrop (Thermo Scientific EEUU), de modo de utilizar el minimo 

volumen de muestra para la cuantificación. Inmediatamente se realizó la  

retrotranscripción, empleando iguales cantidades de ARN para cada muestra 

(50 ng), con la retrotranscriptasa SuperScript III (SuperScript III® Reverse 

Transcriptase, Invitrogen EEUU, número de catálogo 18080-044), utilizando 

oligo dT como cebador o primer, de modo de retrotranscribir todos los 

Figura 8.- Procedimiento de disección del nervio ciático: A) Se puede apreciar la zona en 
donde debe realizarse la incisura en donde se encuentra el nervio. B) Después de diseccionar 
el bíceps crural y el musculo abductor mayor. C) El recorrido completo del nervio ciático hasta 
su entrada en la columna vertebral.	

A B C 
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mensajeros desde su cola poli-A, utilizando las condiciones recomendadas 

por el fabricante.	

 

5.d.- PCR cuantitativo (QPCR): 
	
Para las QPCR primero se diseñaron los primers específicos para cada gen. 

Para ello se utilizó la biblioteca de diseño virtual Universal Probe Library 
Assay Design Center de la pagina de Roche 

(https://lifescience.roche.com/webapp/wcs/stores/servlet/CategoryDisplay?tab

=Assay+Design+Center&identifier=Universal+Probe+Library&langId=-1) y las 

secuencias provistas por el banco de datos Ensembl 

(http://www.ensembl.org/index.html). 

	

Posteriormente se evaluaron las condiciones fisicoquímicas predichas para 

cada par de primers directo y reverso (forward y reverse en inglés). Para ello 

se empleo el programa OligoAnalyzer 3.1 

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer) y se verificó que únicamente se 

amplificara el segmento deseado realizando una búsqueda de homología de 

secuencias para primers (Primer Blast). 

 

Durante el diseño de primers, se puso especial enfásis en intentar obtener 

valores teóricos iguales para las condiciones fisicoquímicas requeridas por 

los mismos para la PCR, de forma de poder realizar las corridas con los 

mismos parametros y poder realizar los experimentos más rápido, esto 

permite realizar PCR para diferentes genes al mismo tiempo. 

	

Luego se realizó una PCR a tiempo final en gradiente de temperatura (los 

pasos la PCR fueron desnaturalización: 95 °C 10 min; ciclado: 95 °C 30 sec, 

gradiente, 72 °C), para poner a punto las temperaturas de hibridación 

(annealing en inglés) para cada par de primers, a continuación se corrieron 

los productos de PCR en un gel de acrilamida 6% TAE, y se observó a qué 

temperatura se producía el annealing, para los genes de pmp22, mag y vim la 

misma fue de 58 °C y para e2f8, eif3e, mbp y cytb fue de 56 °C. 
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Finalmente se corrió la qPCR, utilizando un volumen final de reacción de 25 

µl para pmp22, mag y vim y 15 µl para e2f8, eif3e, mbp y cytb, en el Rotor 

Gene 3000 (Corbett Research Alemania) del IIBCE, con las condiciones 

anteriormente puestas a punto, utilizando el kit Platinum SYBR® Green qPCR 

SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen EEUU número de catálogo 11744-100). 

 

La eficiencia de la reacción para los cebadores utilizados se determinó 

mediante diluciones seriadas en base 5 con 5 puntos del producto de 

retrotranscripción para  los primers de pmp22, mag y vim ejemplificado en la 

figura 9 A y B, para los de Cytb, mbp, Eif3e y E2f8 se realizaron diluciones en 

base 2 también con 5 puntos ejemplificado en la figura 9 C.  Para todos los 

casos se realizaron triplicados y se analizaron a través del software Rotor 

Gene 6000 Series v.1.7 (QIAGEN Alemania). Se define CT (Cycle Threshold) 

como el número de ciclos de PCR donde la señal de fluorescencia de una 

reacción excede el valor de Background.  El CT es inversamente proporcional 

a la cantidad de ADN blanco presente en la reacción.  Mediante la 

herramienta Auto-Find Threshold del programa mencionado, se determinó los 

valores CT y  la eficiencia de la reacción de cada réplica técnica para cada 

dilución, de acuerdo a la siguientes fórmulas:  

 

CT = M x log (Concentración) + B    (Ec. 1) 

Siendo M y B la pendiente y la ordenada en el origen respectivamente. La 

pendiente de esta curva permite calcular la eficiencia de la reacción:        

 % Eficiencia= (10 [-1/M]  - 1) x 100  (Ec. 2) 

 

Cabe destacar que la herramienta Auto-Find Threshold, establece 

automáticamente un umbral para determinar los CTs, optimizando  el 

coeficiente de correlación de la Ec. 1, que ajusta los datos de la curva 

estándar a una regresión lineal, en todos los casos se obtuvieron eficiencias 

mayores el 90% y fueron consideradas como 100%. Con el valor de umbral 

obtenido en la curva estándar, se analizaron las reacciones de PCR 

realizadas con las muestras extraídas de nervios ciáticos de ratones TrJ y Wt. 

Los CTs obtenidos para cada genotipo fueron analizados estadísticamente. 
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Los primers utilizados fueron:  

Gen Ensebl Gene id Tamaño 
amplicon Primer Forward Primer Reverse 

Pmp22 ENSRNOG00000003338 126 GAATTCCTGTTCCTGTTCTTCTGCCAGCTC AAGCTTGTAGATGGCCGCTGCACTCATC 

Cytb ENSRNOG00000031766 71 GTCACCCACATCTGCCGAGACG ATTGAGGCGCCGTTGGCGTG 

Mag ENSRNOG00000021023 94 AGGATGATGGGGAATACTGGT AGGATTATGGGGGCAAACTC 

Mbp ENSRNOG00000016516 102 ACGGACACCCTTTCAAGTTCAC GTGCCTGTCTATCCGCAGTG 

E2f8 ENSRNOG00000022537 109 ATCTATGGCGGCCGTACC CAAGTGCTGCAGGGTAAAGTT 

Eif3e ENSRNOG00000027690 112 TTATTCTGATGATATCCCTCATGC TGGATCTTCAAACATCTTCACG 

Vim ENSMUSG00000026728 114 AGATCGCCACCTACAGGAAG  CCAGAGGAAGTGACTCCAGGT  

 
 

	
	

Figura 9.- Determinación de la eficiencia de los primers mediante diluciones 
seriadas: A) Gráfico de fluorescencia vs CT para la dilución seriada en base 5 de los 
primers de mag. B) Gráfico de CT vs concentración en base 5 de los primers de mag. C) 
Gráfico de CT vs concentración en base 2 de los primers de Cytb. 

A 

B 

C 
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5.e.- Fijación y preparación de nervios ciáticos para 
inmunohistoquímica: 

	
Los nervios ciáticos fueron fijados por inmersión en paraformaldehído al 3% 

en PHEM (60mM Pipes, 2mM Hepes, 10mM EGTA, 2mM MgCl2, pH 7,4) 

durante 1 h. a Temperatura Ambiente (T.A.). Luego las muestras se 

crioprotegieron por inmersión en solución de sacarosa al 30% en PHEM, 

hasta que los nervios cayeron al fondo del tubo. Posteriormente, las muestras 

fueron infiltradas en soluciones crecientes de medio de inclusión y 

decresientes de sacarosa,  hasta medio de inclusión puro. El tejido se colocó 

en un molde en medio de inclusión nuevo y se congeló a -20 °C. Se 

realizaron criosecciones de 10 µm de espesor en criostato (SLEE medical®  

Alemania). Las criosecciones (recogidas sobre portaobjetos pretratados con 

sustancias adherentes (Histogrip, Invitrogen EEUU), se mantuvieron a -20 °C 

hasta el momento de realizar la inmunohistoquímica.  

 
5.f.- Inmunohistoquímica: 

	
Para el análisis de las criosecciones se utilizaron técnicas de inmunotición 

indirecta, para detectar proteínas específicas de nuestro interés, junto con 

sondas fluorescentes (DAPI, para el reconocimiento de los núcleos y 

Faloidina (Alexa 546) para el reconocimiento del citoesqueleto de actina). En 

todos los casos se utilizaron anticuerpos policlonales comerciales producidos 

en conejo, en pollo o humano. Además se utilizó un anticuerpo policlonal de 

conejo anti-ribosomas, producido y caracterizado en nuestro laboratorio (Kun 

et al., 2007). Para visualizar la marcación del anticuerpo primario se utilizaron 

anti-anticuerpos comerciales conjugados a fluorócromos con emisiones en 

distintas longitudes de onda. Las criosecciones fueron  permeabilizadas con 

Triton X-100 al 0,1% en PHEM durante 10 minutos a T.A. En el caso del 

reconocimiento de PMP22 se realizó un paso posterior de 

desenmascaramiento con ácido fórmico al 70% por 15 segundos (este 

protocolo fue adaptado del protocolo de desenmascaramiento utilizado por 

Kitamoto et al., 1987). Luego se bloquearon las uniones inespecíficas con 

suero normal de cabra al 5% en buffer de incubación (BI)(Glicina 150mM, 
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BSA 1%, en PHEM) durante 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, los cortes 

fueron incubados 16 h a 4 °C con anticuerpos específicos. El exceso del 

anticuerpo primario se lavó con BI seguido de una incubación durante 45 

minutos a 37 °C con anticuerpos secundarios y sondas fluorescentes. El 

exceso de anticuerpos secundarios fue retirado por sucesivos lavados en 

buffer PHEM. Se eliminó el exceso de humedad y se realizó el montaje 

definitivo con Prolong® Gold Antifade (Invitrogen EEUU).  

Tabla de anticuerpos utilizados tanto en inmunomicroscopía como en WB: 

Anticuerpos específicos, 
anti-anticuerpos y sondas 

fluorescentes 
Procedencia y Marca Dilución de 

trabajo 

PMP22 Rabbit ab15506, Abcam 1/100 

MAG S/L Rabbit 34-6200, Invitrogen 1/150 

Vimentina Chicken MBS502145, MyBioSource 1/250 

RIB DPAN 1/1000 

Anti-P HPO-0100, Immunovision 1/1000 

Neurofilamento 68 Chicken ab72997, Abcam 

1/300 

Falloidina 543 A22283,  Invitrogen 1/150 

Dapi D1306, Invitrogen 1/1000 

Goat anti Rabbit Alexa 488 A11034, Invitrogen 1/1000 

Goat anti Rabbit Alexa 546 A11035, Invitrogen 1/1000 

Goat anti Rabbit Alexa 633 A10523, Invitrogen 1/1000 

Goat anti Chicken Cy5 ab97147, Abcam 1/1000 

Goat anti Human Alexa 647 A-21445, Invitrogen 1/1000 

 

 
5.g.- Microscopía Confocal y cuantificación: 

	
Las criosecciones de nervio ciático inmunomarcadas fueron visualizadas y 

registradas en el microscopio confocal FV300 (Olympus Japón) del IIBCE. 

Las condiciones de confocalidad  y ajuste de parámetros (fotomultiplicador-

PMT-, intensidad de láser, magnificación, profundidad de imagen, etc) 

utilizadas fueron las mismas en los registros de cada anticuerpo para ambos 

genotipos, cumpliéndose siempre que el valor del PMT utilizado  cumpliera 

con que no se observara señal en el control negativo ni saturación en la 

muestra a analizar. La adquisición de las imágenes se realizó en una misma 

sesión confocal para evitar el decaimiento de la señal.  
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Las cuantificaciones de las intensidades de las señales para cada anticuerpo 

se realizaron utilizando el software Image J (software libre desarrollado en el 

NIH EEUU). Fueron utilizados dos métodos de cuantificación, uno para 

cuantificar cantidad total y otro para distribución a lo ancho de la fibra. En el 

método utilizado para cuantificación total, se realizó una proyección de 10 

planos en el eje óptico Z, con planos tomados cada 1 µm. La proyección es 

una herramienta  que permite obtener una imagen virtual bidimensional 

conteniendo la información más relevante de varios planos secuenciales 

capturados en el eje Z, proyectados pixel a pixel. El programa permite  

considerar opcionalmente, valores de intensidad  de fluorescencia diferentes 

(mínimos, medios o máximos). En nuestro caso utilizamos proyecciones de 

intensidad de fluorescencia máxima. Sobre esta proyección se dispusieron 9 

ventanas idénticas, distribuidas de forma homogénea en el tejido. Donde se 

tomo el valor promedio de intensidad de fluorescencia de cada ventana. 

Fueron realizadas un total de 45 ventanas por animal (esto implica que se 

utilizaron 5 proyecciones de 10 planos por animal, con 9 ventanas en cada 

proyección). A partir de esta información se calculó el promedio de intensidad 

de señal de fluorescencia para cada genotipo, posteriormente se realizó el 

análisis estadístico mediante Test de T y se graficó. 

 

Para observar la distribución a lo ancho de la fibra se utilizó un método de 

líneas ensanchadas, que dibujaban un área rectangular cubriendo la fibra de 

lado a lado (CS-axón-CS).El largo del rectángulo coincidió con el ancho de la 

fibra, ubicado  perpendicular al eje mayor de ella. El ancho del rectángulo 

permaneció constante en todas las medidas, para todas las imágenes 

examinadas. Las medidas se realizaron en los planos focales donde se 

apreciaba el mayor diámetro de la fibra, para todas las fibras consideradas 

Mediante la herramienta Plot Profile del software mencionado, se obtiene la 

intensidad de señal promedio, en función del ancho de la fibra, considerada 

como 100% para normalizar todas las medidas obtenidas. El gráfico de 

intensidad de fluorescencia promedio en función del ancho de la fibra nos 

permite obtener los patrones de distribución de señal  transversal a la fibra 

donde se pueden discriminar los dominios gliales (0-30% y 70-100%) y 
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axonales (30-70%). A partir de esta información se calculó el promedio de 

intensidad de señal de fluorescencia en cada dominio (Bresque, 2014), para 

100 observaciones, en cada genotipo, se promedió la intensidad por 

genotipo, se analizó estadísticamente y se graficó. 

 
5.i.- Extracción de proteínas, SDS PAGE y WB de nervios ciáticos: 

	
La extracción de proteínas se realizo en tampón de lisis (Pipes 50mM, EGTA 

5mM, NaCl 50mM, MgCl2 5mM, Nonidet P40 0,1%, Tritón X-100 0,1%, 

Tween-20 0,1%, Glicerol 5%, pH 6,9), previo al inicio de la extracción se 

agregó un cóctel de inhibidores de proteasas (SIGMAFASTTM Protease 

inhibitor, S8830-20TAB Alemania), a continuación se realizó una 

centrifugación a 300g por 10 minutos para eliminar los remanentes de tejido.  

Luego se procedió a cuantificar la cantidad de proteína utilizando el Quanti-

iTTM Protein Assay (Invitrogen EEUU).  

 

Posteriormente se utilizó el sistema de electroforesis desnaturalizante SDS-

PAGE, en donde se sembraron 29,7 µg de proteína para cada muestra. Una 

vez desnaturalizadas y cargadas las muestras, se realizó la electroforesis, 

proceso en el cual pasaron las proteínas primero a través de un  gel 

concentrador a 60 voltios constante y posteriormente fueron separadas en un 

gel separador al 12% de acrilamida a 90 voltios constante. A continuación 

fueron transferidas a una membrana a 350 mA constante (Immuno-BlotTM 

PVDF Membrane, de BIO RAD EEUU, número de catálogo 162-0177) y se 

procedió con el inmunoreconocimiento. 

 

El inmunoreconocimiento de las bandas transferidas, se realizó mediante 

marcación indirecta. Se utilizaron anticuerpos específicos (se utilizarón las 

mismas diluciónes de trabajo que en IHQ, si bien no es lo que comunmente 

se realiza, fue así por el sistema de detección empleado) sin marca y 

posteriormente anti-anticuerpos conjugados a un fluorocromo. El 

procedimiento consistió en bloquear la membrana con TBS-T leche al 10% 

una vez terminada la transferencia, para bloquear sitios de unión 

inespecíficos, seguido de una incubación de 16 h  a 4 °C con el anticuerpo 
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específico. El exceso de anticuerpo específico se eliminó lavando con TBS-T 

y se procedió a incubar con el antianticuerpo,  1 h a TA. El exceso de anti-

anticuerpo fue eliminado por sucesivos lavados con el mismo tampón. 

Finalmente la membrana fue escaneada en el escáner fla reader 9000 (Fuji 

Japón) del IIBCE. 

 

Para todo gel transferido se realizó un gel gemelo, el cual fue teñido con 

Coomassie Blue al 1% preparado en fijador (30% EtOH, 7% ácido Acetico) 16 

h TA, el exceso de tinción de elimino con H2O pura y se procedio a escanear 

en el fla reader 9000, posteriormente cuantificamos la cantidad de proteína 

de cada carril como control de carga. 

 
5.h.- Análisis Estadísticos: 

	
El análisis estadístico fue realizado mediante la prueba t de Student, 

considerando que las poblaciones de ratones TrJ y wt, eran muestras 

independientes, con una distribución normal para los parámetros analizados. 

Sin embargo, como el tamaño de la muestra que analizamos era pequeño, la 

inferencia estuvo basada en una estimación de la desviación típica. 

Empleamos la prueba t de dos colas para muestras con diferente varianza.  

Al considerar diferencias en los parámetros analizados entre los ratones TrJ y 

wt, se consideraron diferencias significativas entre poblaciones a los valores 

de error de tipo 1 o valores de p<0.05.   

 
5.j.- Análisis in silico de PMP22: 

	
El análisis in silico se realizó en busca de secuencias conservadas para 

PMP22, en el Research Collaboratory for Structural Bionformatics Protein 

Data Bank (RCSB – PDB, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). En el 

mismo. se buscaron secuencias conservadas de PMP22 de unión o 

interacción con ácidos nucleicos. 
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6.- Resultados: 
 

6.a.- Cuantificación de mensajeros: 
 
Fueron evaluadas las cantidades relativas de los mensajeros pmp22, mag y 

vim, de los cuales poseíamos observaciones de un aumento en la cantidad 

sus proteínas, asociado al genotipo TrJ. Nuestro análisis no  mostró 

diferencias significativas en la expresión de estos ARNm entre genotipos TrJ 

y wt. Para la realización de los mismos se emplearon muestras provenientes 

de nervios ciáticos de 6 ratones TrJ y 6 wt (Graf. 1).  

	

Posteriormente fue analizado el grupo de mensajeros e2f8, eif3e, cytb y mbp. 

Los factores de inicio de la transcripción y de la traducción (e2f8 y eif3e, 

respectivamente) se consideraron relevantes, para explorar la posibilidad de 

que estos procesos pudieran tener una alteración asociada al genotipo 

mutante. La exploración de los niveles de expresión del gen mitocondrial que 

codifica para el citocromo b (cytb), nos permitió obtener indicios de 

eventuales alteraciones mitocondriales. La posibilidad de comprender el 

Gráfica 1.- Gráficos de CT de QPCR para pmp22, mag y vimentina (vim): 
Nuestros resultados indican que no hay diferencias significativas entre los 
genotipos TrJ y wt en la abundancia relativa de los mensajeros de pmp22, mag 
y vim. En las barras de error se aprecia la SEM (error estándar de la media), 
los valores obtenidos para cada uno de los ARNm fueron: pmp22 - TrJ 18,94 + 
0,6 vs wt 19,69 + 0,99 p=0,532; mag -TrJ 27,25+ 0,75 vs wt 28,92 + 0,80 p= 
0,16; vim - TrJ 19,58 + 0,65 vs wt 20,52 + 0,66 p= 0,34 
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fenotipo neurodegenerativo TrJ como una mitocondriopatía no ha sido hasta 

el presente señalado en la literatura, aunque si ha sido descripto para otras 

neuropatías (Ravera et al., 2013).  El ARNm mbp lo exploramos por ser 

específico del SN y por estar descripto en la literatura un cambio en la 

abundancia relativa de esta proteína en TrJ (Adlkofer et al., 1997).  En este 

caso se utilizaron muestras provenientes de 3 ratones wt y 3 TrJ. Como se 

puede observar en el gráfico 2 no fueron halladas diferencias significativas 

para los genes e2f8, eif3e y mbp entre genotipos TrJ y wt. Sin embargo, el 

ARN mensajero del gen mitocondrial cytb mostró diferencias significativas 

entre genotipos TrJ y wt.  

 

Esta diferencia en cytb fue de 2 CT, siendo el genotipo mutante el que posee 

mayor número de CT. Esta diferencia entre los valores de CT implica una 

disminución del 75% en el ARN mensajero de cytb en el genotipo TrJ 

respecto del wt (TrJ: 29,12 ± 0,099 vs wt: 27,18 ± 0,035; p< 0,001). En todos 

los casos fueron realizadas curvas de calibración estándar, como se describe 

en la estrategia esperimental, sobre las que se interpolaron las medidas de 

las muestras. 
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6.b.- Cuantificación y distribución de proteínas y ribosomas mediante 
IHQ: 

	
Estudios realizados in-situ, mediante criosecciones e inmunomarcación 

específica, para las proteínas PMP22, MAG y VIM, revelaron diferencias 

significativas genotipo específicas. Para todos los estudios de IHQ se 

emplearon muestras provenientes de 3 individuos TrJ y 3 wt.  

Gráfica 2.- Cuantificación de los mensajeros de e2f8, eif3e, mbp y cytb:  
A) Nuestros resultados indican que no hay diferencias significativas entre los 
genotipos TrJ y wt en la abundancia relativa de los mensajeros de e2f8, eif3e 
y mbp.  Y una diferencia significativa de 2CT para el mensajero de cytb, 
siendo menor el número de CT en el wt. En las barras de error se aprecia la 
SEM (error estándar de la media) y los valores obtenidos para cada uno de 
los ARNm fueron: e2f8 - TrJ 30,47 + 0,33 vs wt 31,35 + 0,52 p=0,23; eif3e -
TrJ 25,15+ 0,19 vs wt 27,73 + 1,17 p= 0,26; mbp - TrJ 22,58 + 0,73 vs wt 
21,35 + 0,99 p= 0,38; cytb - TrJ 29,12 + 0,099 vs wt 27,18 + 0,035 p=0,0097 
B) Se aprecia la gráfica de CT vs fluorescencia para el cytb, en donde se 
evidencia la clara diferencia entre genotipos. 
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Para todas estas proteínas, observadas in-situ, se halló un aumento en el 

genotipo TrJ respecto al wt (Fig. 10). 
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Figura 10.- Marcación de PMP22, MAG y VIM en cortes longitudinales de nervio 
ciático de ratón TrJ y wt: Para las tres proteínas inmunoreconocidas se aprecia una 
mayor intensidad de marcación en el fenotipo TrJ .	



 35 

Las diferencias fueron cuantificadas mediante intensidad de fluorescencia en 

las imágenes obtenidas mediante microscopía confocal (Graf.3), utilizando el 

método de ventanas previamente descrito en metodología. Hallándose que el 

TrJ posee un incremento de 200% de PMP22 respecto al wt (TrJ: 18362 ± 

827 UA vs wt: 6028 ± 196 UA; p< 0,001) , un 100% más de MAG (TrJ: 20882 

± 640 UA vs wt: 10011 ± 245 UA; p< 0,001)y  50% más de VIM (TrJ: 12007 ± 

565 UA vs wt: 8451 ± 362 UA; p< 0,001) , siendo estas diferencias 

estadísticamente significativas. 

 
Teniendo en cuenta las diferencias en los niveles de proteína y no en 

mensajeros, observamos la marcación de ribosomas, como cuantificación 

indirecta de sintesis proteica, realizada con el anticuerpo generado en 

nuestro laboratorio, en criosecciones de nervios ciáticos, para ambos 

genotipos (Fig.11), en donde se aprecian diferencias genotipo específicas en 

la intensidad y distribución de los ribosomas empleando el metodo de líneas 

ensanchadas descrito en materiales y metodos. Se apreció un aumento de la 

señal en el genotipo TrJ comparado con el genotipo wt (Graf.4B), 

Gráfica 3.- Cuantificación de PMP22, MAG y VIM: En estas 
cuantificaciones se puede apreciar una aumento de un 200% en la cantidad 
total de PMP22, un aumento  del 100% en la cantidad de MAG y un aumento 
del 50% en la cantidad de Vimentina (VIM), en criosecciones de nervios 
ciáticos de TrJ con respecto a wt. En las barras de error se aprecia la SEM 
(error estándar de la media) y los valores obtenidos para cada una de las 
proteínas fueron: PMP22 - TrJ: 18362 ± 827 UA vs wt: 6028 ± 196 UA p< 
0,001; MAG - TrJ: 20882 ± 640 UA vs wt: 10011 ± 245 UA; p< 0,001 y VIM - 
TrJ: 12007 ± 565 UA vs wt: 8451 ± 362 UA; p< 0,001. 
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representando un incremento del 50% en la zona glial y del 250% la axonal 

(Graf.4A). 
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6.c.- Cuantificación de proteínas mediante WB y SDS-PAGE: 
 
Estudios realizados mediante WB, para las proteínas NF68, VIM, MAG y 

proteínas ribosomales, revelaron algunas diferencias significativas genotipo 

especificas. En todos los casos se emplearon muestras provenientes de 3 

individuos TrJ y 3 wt.  
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Gráfico 4.-  Distribución de Ribosomas en la fibra nerviosa wt y TrJ: A) Cuantificación en dominio glial 
(SC) y axonal en donde observamos un incremento del 50% en la señal glial y un incremento del 250% en la 
señal axonal B) Se aprecia la distribución transversal de la señal cuantificada en un perfil perpendicular al eje 
principal de la fibra nerviosa, en donde se nota un incremento en la señal en TrJ principalmente en el axón.  
	

Figura 11.- Marcación Ribosomal en cortes transversales de nervio ciático TrJ y wt: en esta 
inmuno-marcación se observa un aumento y diferente distribución de los ribosomas en los ratones 
que presentan la mutación respecto a los wt. En la misma fue empleado el anticuerpo desarrollado y 
caracterizado en el DPAN (Kun et al., 2007). 
	

TrJ wt 

R
IB

 



 38 

Se apreciaron diferencias significativas genotipo específicas para la 

subunidad liviana de los neurofilamentos (NF68) que mostró un 100% más de 

esta proteína en el genotipo TrJ respecto al wt (TrJ: 41425944 ± 5255433 UA 

vs wt: 20614448 ± 5516600 UA; p = 0,05) y un 39% más de Vim en el (TrJ: 

50849274 ± 1492568 UA vs wt: 36548453 ± 2436920 UA; p = 0,01) (Figura 

12A). A su vez, se apreció una tendencia de aumento de MAG en el TrJ 

respecto al wt (Figura 12B).  
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Figura 12.-  Cuantificación mediante WB de las proteínas NF68, VIM y MAG: en la parte 
superior se observan los WB, en donde hay una notoria diferencia genotipo especifíca rn NF68 y 
VIM, mientras que para MAG no es tan evidente. Al cuantificar y gráficar se aprecia en: A) NF68 y 
VIM, un incremento del 100% para NF68 y un incremento de 39% para VIM en nervio ciático de TrJ 
respecto a wt, siendo ambos estadísticamente significativos. B) MAG presenta una tendencia al 
aumento en nervio ciático de TrJ respecto a wt. En las barras de error se aprecia la SEM (error 
estándar de la media) y los valores obtenidos para cada una de las proteínas fueron: NF68 - TrJ: 
41425944 ± 5255433 UA vs wt: 20614448 ± 5516600 UA p = 0,05; VIM – TrJ: 50849274 ± 1492568 
UA vs wt: 36548453 ± 2436920 UA p = 0,01y MAG - TrJ: 134148,1833 ± 19269,14713 UA vs wt: 
79626,40333 ± 8397,375066 UA p= 0,33. 
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El densitograma correspondiente a la intensidad de fluorescencia de las 

proteínas ribosomales se realizó con el anticuerpo humano anti-P (el cual 

reconoce las proteínas ribosomales P), halló un aumento del 33% de P0 (TrJ: 

36800038 ± 1315257 UA vs wt: 27584395 ± 1006895 UA; p = 0,01), no se 

observaron diferencias  significativas  para P1 y se observó una tendencia al 

aumento para P2 (TrJ: 22058762 ± 590516 UA vs wt: 15332411 ± 2056703 

UA), en nervios ciáticos de TrJ respecto a wt (Figura 13). 
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En el gel gemelo, además de constatar que la carga de proteína por carril era 

la misma (mediante la cuantificación de proteína total por carril, analizando 

las imágenes obtenidas mediante el software Image J), se identificaron 

(Fig.14) grandes diferencias en el patrón de bandas genotipo específicas, al 

comparar el genotipo TrJ con el wt. Es notorio un aumento de intensidad en 

bandas de alto peso molecular, especialmente en una banda de alrededor de 

70 kDa y una disminución en una banda de alrededor de 30 kDa en TrJ 

respecto a wt . 

Figura 14.- Gel gemelo SDS-PAGE 
teñido con Comassie: De izquierda a 
derecha se pueden apreciar el 
marcador de peso molecular, 3 carriles 
con diferentes muestras de nervio 
ciático de wt y 3 carriles con diferente 
muestra de nervio ciático de TrJ. En 
este gel se puede apreciar un aumento 
en la intensidad de bandas de alto 
peso molecular en TrJ, principalmente 
en una banda de alrededor de 70 kDa 
y una disminución en una banda de 
alrededor de 30 kDa.	
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Figura 13.- WB de  proteínas ribosomales 
P0, P1 y P2: En la parte superior se pueden 
apreciar los WB, en donde es evidente el 
aumento de P0 en el genotipo TrJ. En la 
gráfica se aprecia la cuanfificación, en donde 
se nota un aumento del 33% de P0, 
ausencia de diferencias significativas en P1 y 
una tendencia al aumento de P2. Para este 
WB fue utilizado en anti-P, anticuerpo 
comercial. En las barras de error se aprecia 
la SEM (error estándar de la media) y los 
valores obtenidos para cada una de las 
proteínas fueron: P0 - TrJ: 36800038 ± 
1315257 UA vs wt: 27584395 ± 1006895 UA 
p = 0,01; P1 TrJ: 21479227 ± 926038 UA vs 
wt: 24456729 ± 1123328 UA p = 0,11; P2 – 
TrJ: 22058762 ± 590516 UA vs wt: 15332411 
± 2056703 UA p = 0,07 
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El análisis in-silico, realizado de forma extensa en diferentes bases de datos, 

no arrojó evidencias de la presencia de dominios conservados en PMP22 

involucrados en la regulación génica. Se apreció únicamente un dominio 

claudina, constituido por las alfa hélice transmembrana, los dominios amino y 

carboxilo terminales intracelulares, dos bucles extracelulares y un bucle 

intracelular. El resultado obtenido en las diferentes bases de datos se 

esquematiza en la fig 15. 

Figura 15.- Dominios 
conservados de PMP22: A) 
Resultado obtenido en el Protein 
Data Bank para PMP22: en 
donde se aprecia un dominio de 
tipo Claudina formado por 4 
motivos alfa hélice, 2 bucles 
extracelulares y uno intracelular 
y los dominios amino y carboxilo 
terminal intracelulares. B) Se 
aprecia una modelización de la 
proteína en el Swiss Prot 
structure prediction, en donde se 
aprecian los mismos dominios 
previamente mencionados. 

A 

B 
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7.- DISCUSIÓN: 

 

Exploramos la expresión génica de pmp22, mag, vim, mbp, citocromo b, e2f8 

y eif3e en el nervio ciático de ratones adultos TrJ, cuya alteración génica 

(T1703C, produciendo un cambio L16P en el primer dominio transmembrana 

de PMP22) constituye un modelo de neuropatía periférica hereditaria crónica, 

equivalente a la humana CMT-1E.  Al comparar su expresión con la mostrada 

en el genotipo wt,  no hallamos cambios en los nivel de expresión de ninguno 

de estos ARNm, a excepción del ARNm del citocromo b.  

 

Esperabamos encontrar diferencias significativas a favor de una mayor 

producción de ARNm de pmp22 en el genotipo Trembler-J, comparado con el 

wt. Las diferencias a nivel transcripcional, podrían haberse debido al 

incremento de expresión durante la regeneración de la fibra nerviosa, ya 

señalada por otros autores para pmp22 (Snipes et al., 1992; De Leon et al., 

1991; Spreyer et al., 1991; Welcher et al., 1991). Sin embargo, esto no es 

exactamente lo que sucede en los ratones TrJ, donde hay una mielinización 

defectuosa e inestable, que alterna constantemente episodios de 

degeneración y regeneración, dando como resultado una hipomielinización 

crónica (Verheijen et al., 2011). Al no haber observado diferencias en la 

cantidad de ARN mensajero de pmp22, estimamos muy improbable una 

regulación transcripcional diferencial del gen, en nervio ciático de los ratones 

TrJ respecto de los wt. Sin embargo, la expresión de la proteína PMP22  

mostró niveles significativamente más altos en el genotipo TrJ. La mayor 

producción de proteínas asociada al genotipo TrJ coincide con los 

incrementos reportados en la formación de agregosomas (Notterpek et al., 

1999). Concomitantemente, se reporta un déficit en la producción de mielina, 

puesto que la proteína que presenta la mutación es incapaz de insertarse en 

la membrana (Rangaraju et al., 2008; Ryan et al., 2002; Notterpek et al., 

1999).  En condiciones normales la proteína PMP22 posee una alta tasa de 

mal plegamiento, enviando el 80% de la proteína a las vías de degradación 

(Yamada et al., 2003; Notterpek et al., 1999; Pareek et al., 1997). Tanto en 

condiciones patológicas de sobre-expresión de la proteína normal (ej. 
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CMT1A, la más frecuente neuropatía periférica humana), como de 

acumulación de la proteína mutada, no integrada a la membrana (ej. CMT1E 

humana y TrJ murina), las vías celulares de degradación de proteínas se ven 

colapsadas. (Ryan et al., 2002). Como consecuencia, se produce una ruptura 

de la homeostasis celular, las proteínas no degradadas se acumulan, 

produciendo una alteración del tránsito intracelular (incluido su propio 

tránsito) y la generación de acúmulos  en el Golgi (Snipes et al., 1992) y en 

los agregosomas (Notterpek et al., 1999).  Se genera así un mecanismo 

patológico de formación de agregados intracelulares que incluyen, además 

de PMP22, otras proteínas celulares y mielínicas, típicamente empaquetadas 

por filamentos de vimentina, que caracterizan al fenotipo neurodegenerativo 

de la fibra nerviosa TrJ. (Ryan et al., 2002).  

 

De acuerdo a nuestros hallazgos, la modulación de pmp22 parece no ocurrir 

durante la transcripción de su mensajero, sino en una instancia ulterior. Esto 

coincide con los hallazgos señalados en la descripción inicial del gen, cuando 

se lo caracterizó  como perteneciente a gas3, en cultivos de fibroblastos 

NIH3T3 (Manfioletti et al., 1990). Algunos autores han señalado que la 

transcripción de pmp22, parece estar mediada por el factor de transcripción 

EGR2, aunque a diferencia de lo que ocurre con los genes de mpz, mbp y  

mag,  esta modulación no es directa. Un posible candidato involucrado en la 

regulación transcripcional de otros genes de proteínas mielínicas, durante el 

desarrollo y la diferenciación, el AMP cíclico (cAMP), no parece estar, sin 

embargo, involucrado en la regulación de  pmp22 (Nobbio et al., 2014).  La 

expresión de pmp22 parece estar regulada por hormonas esteroideas en 

tejido no neural (Rao et al, 2011). Igualmente en un contexto terapéutico, se 

ha señalado la regulación hormonal de la expresión de pmp22, en células de 

Schwann,  activándola transitoriamente con glucocorticoides y 5α-androstan-

3α,17 β-diol (un metabolito de la dihidrotestosterona - Desárnaud et al., 2000; 

Melcangi et al., 2000).  
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Con respecto a la posibilidad de que PMP22 pueda actuar como regulador de 

la expresión génica, nuestro grupo reportó la presencia nuclear tanto del 

transcripto, como de la proteína PMP22 (o al menos del segmento carboxilo 

terminal reconocido por  los anticuerpo comerciales anti PMP22 que hemos 

utilizado) (Kun et al., 2012). Sin embargo el análisis in-sílico de la proteína 

sólo mostró un dominio conservado de tipo Claudina. No se demostró la 

presencia  de una señal de localización nuclear,  ni de otro tipo de dominio 

específico conservado,  con predicción de interactuar como regulador  de  

expresión genica. La estructura predicha coincide con los descrito para 

PMP22, proteína que integra la mielina, formando dímeros contiguos (en cis) 

y participa de uniones estrechas de la mielina del SNP (Nave & Werner, 

2014; Oguievetskaia & Goutebroze, 2006; Arroyo & Scherer, 2000). El primer 

bucle extracelular mediaría interacciones homofílicas consigo misma y el 

segundo mediaría interacciones heterofílicas con MPZ (Hasse et al.,  2004). 

 

En cuanto a los niveles de ARN mensajero de mag, se encuentran 

incrementados en un modelo murino de CMT1A (ratones C22), donde existe 

una expresión supernumeraria del alelo normal de pmp22 humano (Kinter et 

al., 2013), por ello esperabamos un aumento en los niveles de este 

mensajero. Sin embargo en nervios ciáticos de  ratones TrJ, no encontramos 

diferencias significativas en  los niveles de ARNm de mag, al compararlos 

con los  wt. Esto tal vez se deba a qué, si bien ambos tipos de ratón son 

modelo de CMT, son diferentes, un modelo sobre-expresa PMP22 (CMT1A) y 

el otro presenta una mutación puntual (CMT1E). Con respecto a la expresión 

de la proteína MAG, encontramos niveles significativamente más altos  en 

ciáticos provenientes de ratones TrJ. Este resultado verifica hallazgos 

preliminares realizados durante mi Tesis de Grado, en células de Schwann 

TrJ comparadas con wt. Es interesante señalar que en el cultivo primario de 

CS, a diferencia de lo que ocurre en la fibra nerviosa donde el ciclo celular 

está detenido, las células se encontraban en fase proliferativa. Esto indicaría 

que las diferencias en la expresión de MAG, no están asociadas a la 

presencia del axón, sino que se correspondería con una regulación intrínseca 

de la CS y diferencial en el genotipo TrJ respecto del wt. Niveles más altos de 



 45 

MAG también fueron descriptos en nervios ciáticos de ratones C22 y Tr  

(Kinter et al., 2013; Bürgisser et al., 1987; Inuzuka et al., 1985). Sin embargo, 

se ha propuesto que el aumento de MAG,  se produciría como una reacción 

compensatoria, para mantener la integridad de la relación axo-glial (Kinter et 

al., 2013). Teniendo en cuenta que en los ratones TrJ hay una mayor 

cantidad de la proteína MAG, pero no de su mensajero, pensamos que mag 

tiene una regulación pos-transcripcional diferencial en ratones TrJ. 

 

Cuando analizamos los resultados del mensajero de Vimentina, hallamos que 

tanto el TrJ como el wt, poseen la misma cantidad de este mensajero, sin 

embargo el TrJ posee más cantidad de proteína que el wt. La diferencia en 

cuanto a cantidad de esta proteína es un resultado que esperabamos, debido 

a que la Vimentina se encuentra empaquetando los agregosomas presentes 

en el TrJ (Rangaraju et al., 2008; Fortun et al., 2007; Ryan et al., 2002; 

Notterpek et al., 1999). Para esta proteína, al igual que para las 

anteriormente observadas, parecería haber una regulación postranscripcional 

diferencial entre TrJ y Wt. 

 

MBP, una proteína mielinica, que representa alrededor de 25% del total de 

proteínas mielinicas del SNP, en condiciones normales (Sherman et al., 2003, 

Arroyo & Scherer., 2002), se encuentra alterada en numerosas mielinopatías 

(Jacque et al., 1983), incluidos los modelos en Tr y TrJ, donde su expresión 

está disminuída (Adlkofer et al., 1997). Nosotros no encontramos diferencias 

significativas en la expresión del ARNm de mbp, entre el genotipo TrJ y wt. 

Es muy probable que las diferencias señaladas en la literatura, entre TrJ y wt,  

a nivel de la expresión de la proteína MBP, se deban igualmente a una 

regulación a nivel postranscripcional. 

 

A nivel del axón (el componente neuronal presente en la fibra nerviosa), 

hemos explorado parcialmente la expresión de la subunidad menor de los 

neurofilamentos (NF68), elemento crucial del citoesqueleto axonal. Su 

expresión está relacionada con la tensión estructural y acompaña el 
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desarrollo normal y el brotamiento axonal, especialmente presente cuando la 

CS por diferentes razones, deja de ejercer su rol inhibitorio sobre el axón. En 

este sentido, la desmielinización glial presente en ratones de genotipo 

Trembler se ha asociado a cambios en el citoesqueleto de los filamentos 

intermedios axonales (neurofilamentos), especialmente en su organización, 

niveles de fosforilación, espaciamiento y cantidad de neurofilamentos (Hsieh 

et al., 1994). Nuestro grupo ha encontrado diferencias significativas en la 

expresión de NF-68 entre los genotipo TrJ y wt, que describen importantes 

incrementos de esta proteínas asociadas al genotipo mutante (datos no 

publicados). En nuestra aproximación actual, hemos verificado este hallazgo 

a nivel molecular mediante WB. La mayor cantidad de NF68 asociada al 

genotipo TrJ mostró diferencias significativas respecto del genotipo salvaje. 

Deseamos en un futuro cercano poder relacionarlo con los niveles de 

expresión del ARNm codificando para esta proteína. 

 

Con el fin de aportar más información acerca del proceso mismo de la 

transcripción y de la traducción, analizamos los niveles de expresión de los 

ARN mensajeros de los factores E2F8 y EIF3E, de inicio de la transcripción y 

de la traducción respectivamente, en nervio ciático  de ratones TrJ y wt. 

 

E2F8 es un factor de transcripción atípico, que participa en varios procesos 

como ser la angiogénesis y poliploidización de células especializadas 

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q58FA4). Principalmente actúa como represor 

de la transcripción, uniéndose a ADN independiente de factores de 

transcripción DP (un complejo multiproteíco que puede actuar tanto como 

activador, como represor de la transcripción dependiendo del contexto) y 

específicamente reconoce el sitio de reconocimiento E2 (5'-TTTC[CG]CGC-

3') (http://www.uniprot.org/uniprot/Q58FA4).  

 

EIF3E es un componente del factor de inicio de la traducción eucariotica 3 

(EIF-3), el cual es requerido para muchas etapas de inicio de la síntesis 

proteica (http://www.uniprot.org/uniprot/P60228). El complejo EIF-3 se asocia 

con el 40S ribosomal, reclutando otros factores de inicio de la traducción, 

formando el complejo 43S de preiniciación 
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(http://www.uniprot.org/uniprot/P60228). Nuestros resultados indican que no 

hay diferencias, a nivel de los ARNm de estos factores, en nervios ciáticos de 

ratones TrJ respecto a wt. Lo cual no descarta que haya diferencias a nivel 

de las proteínas de estos mensajeros o que haya otro componente alterado 

de alguna de las dos vías.	

 

Considerando que los ratones TrJ desarrollan una mielinopatía 

hipomielinizante, se podría especular sobre un incremento en el número de 

mitocondrias, aunque en la literatura esto aún no ha sido descripto, para 

CMT1E. En nervio ciático de ratones Tr de 15 días de edad (portadores de 

una mutación G150D en el tercer dominio transmembrana de PMP22), se ha 

señalado un aumento de 2 a 3 veces del consumo de oxígeno, aunque no se 

ha descrito un incremento específico en el número de mitocondrias (Matthieu 

et al., 1981). Nuestros resultados indican una notable regulación a la baja en 

la expresión del gen de cytb, codificado por el cromosoma mitocondrial, 

asociado al genotipo TrJ. Esta disminución en la producción de ARNm del 

cytb en TrJ, representa un cuarto del nivel del ARNm observado en el 

genotipo wt. No hemos analizado cuantitativamente la presencia de 

mitocondrias, ni su eventual alteración estructural, en el genotipo TrJ. Pero 

esto constituirá un objetivo en el futuro inmediato, con el fin de determinar 

alteraciones mitocondriales presentes en este modelo murino.  

 

El análisis de la traducción, fue enfocado en la cuantificación de ribosomas, 

en donde encontramos un aumento en la marcación de ribosomas totales al 

comparar la fibra nerviosa TrJ respecto de la wt. Observamos una diferente 

distribución de la señal, obtenida por IHQ, en los dominios gliales, respecto 

de los axonales, que fueron significativamente mayores en el TrJ, siendo los 

dominios axonales los que mostraron los mayores niveles y la mayor 

diferencia respecto del wt. El análisis bioquímico de la expresión de las 

proteínas ribosomales ácidas P, por WB, mostró en nervio ciático TrJ un 

aumento significativo de la proteína P0, una tendencia al aumento de P1, e 

iguales cantidades de P2, al compararlo con wt. Recientemente,  ha sido 

descrito en la literatura un aumento en la cantidad de ribosomas en la fibra 
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nerviosa, incluido los dominios axonales, en donde se describieron 

polirribosomas por microscopía electrónica de transmisión, en enfermedades 

neurodegenerativas, incluida CMT (Verheijen et al., 2011 & 2014). En ratones 

TrJ ha sido señalado un incremento de la ribofagia, mecanismo señalado 

como inicial en la respuesta autofágica, en respuesta a la saturación de las 

vías canónicas de degradación, generado por el mal plegamiento  y 

acumulación de PMP22 normal y mutada (Fortun et al., 2007). Así, en base a 

nuestros resultados y a lo señalado en la literatura, hipotetizamos sobre los 

hallazgos vinculados a los niveles de expresión ribosomal en la fibra nerviosa 

periférica, lo siguiente: 1) Parte del aumento en la señal de ribosomas, 

estaría dada por ribosomas incompletos, que podrían estar en vías de 

degradación, vinculados al evento de la ribofagia. A esto atribuimos las 

diferencias en la relación entre las proteínas ribosomales P observadas, por 

WB entre, TrJ y wt. Y 2) Si los ribosomas tuvieran igual constitución en 

ambos genotipos, y fueran igualmente funcionales, se podría estar 

produciendo un aumento en la tasa de traducción, debido al aumento de la 

marcación para ribosomas, que eventualmente estarían formando polisomas 

como lo señalado en la literatura para CMT. En este sentido es importante 

señalar, que en las células eucariotas la mayoría de los ribosomas 

traduccionalmente activos, se encuentran formando polisomas (Liu & Qian, 

2016). 

 

El análisis de las proteínas totales del nervio ciático de ratones TrJ y wt, 

mostró  cambios en cuanto a las intensidades de bandeo en el gel SDS-

PAGE, teñido con azul de Coomassie. Se observó un aumento de intensidad 

en bandas de alrededor de 70 KDa en TrJ respecto de wt y una disminución 

en bandas de alrededor de 30 kDa en TrJ respecto de wt. Este resultado es 

coincidente con lo señalado por Bürgisser y colaboradores para ratones Tr, 

en donde observan, un aumento en bandas de alrededor de 67 KDa, una 

disminución en bandas de 27 KDa, comparados con el genotipo salvaje, 

estos autores atribuyen estas diferencias a una disminución en MPZ, a su vez 

aprecian un aumento en bandas inferiores a 20 KDa, que asocian, en parte, a 

un aumento de histonas en ratones Tr respecto a wt (Bürgisser et al., 1987), 
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a una disminución de la sintetasa de palmitoil –CoA (Cantrill et al., 1982),  a 

un aumento de la síntesis y degradación de estearoil-CoA (Boiron et al., 

1984) y  a una menor cantidad de bomba de sodio/potasio ATPasa (Bürgisser 

et al., 1987). La caracterización molecular específica por espectrometría de 

masa será un paso ineludible para discernir con claridad estas diferencias. 

 

8.- Conclusiones: 
 

1. No encontramos diferencias en la expresión de los ARNm de los 

genes pmp22, mbp, mag, vim, e2f8 y eif3E, entre fibras nerviosas TrJ 

y wt. Sin embargo, encontramos una disminución significativa a nivel 

transcripcional para el gen mitocondrial del cytb, lo cual podría implicar 

una deficiencia en la actividad mitocondrial. 

 
2. Las proteínas MAG, PMP22, VIM y MBP,  implicadas en el 

mantenimiento de la estructura de la fibra nerviosa, poseen una 

traducción diferencial en los nervio ciáticos TrJ respecto del  wt. 

3. La expresión de la proteína NF-68 está incrementada en fibras de 

nervio ciático TrJ respecto del wt.  

4.  Las proteínas ribosomales P muestran diferentes correlaciones en el 

genotipo TrJ comparadas con el wt.  

5. No descartamos la existencia de una regulación transcripcional 

mediada por PMP22. Sin embargo, consideramos que no tenemos 

evidencia suficiente que apoye este tipo de mecanismo en fibras 

nerviosas periféricas.  

 

 

 

9.- Perspectivas: 
 

1. Determinar la existencia de  eventuales diferencias a nivel del 

transcriptoma,  entre ratones TrJ y wt, mediante secuenciación masiva 
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del transcriptoma. De especial interés serían las diferencias en otros 

mensajeros codificantes para proteínas de la cadena respiratoria entre 

estos genotipos. 

2. Identificar mediante expectrometría de masa las proteínas mayoritarias 

en las bandas que presentan una marcada diferencial en el SDS 

PAGE (en nervio ciático entre genotipo TrJ y wt). Y cuantificarlas por 

WB.Complementariamente, analizaríamos estas diferencias para ver si 

se ven reflejadas al nivel del transcripto, mediante qPCR. 

3. Realizar análisis de coinmunoprecipitación utilizando un anticuerpo 

contra PMP22, para establecer interacciones físicas con otras 

proteínas y analizar si alguna de estas interacciones podría influenciar 

en la regulación de la expresión génica. 

4. Realizar purificación de ribosomas a partir de nervios ciáticos 

provenientes de ratones TrJ y wt y estudiar su funcionalidad in vitro. 

5. Realizar estudios de cuantificación y distribución de mitocondrias, en 

nervios ciáticos de ratones TrJ y wt, mediante  inmunomicroscopía 

confocal y microscopía electrónica de transmisión. 

6. Realizar análisis de respiración mitocondrial, mediante el estudio de 

los componentes de la cadena respiratoria utilizando el equipo 

Oxygraph 2 K (Oroboros Instruments Corp). Estos dos últimos análisis 

serán realizados con el fin de describir posibles alteraciones 

mitocondriales en el fenotipo TrJ. 
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