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Resumen:

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT), es la mas frecuente neuropatia periférica hereditaria
humana (incidencia 1/3300). Sus principales mutaciones afectan las células de Schwann (CS)
(CMT-1) o la neurona (CMT-2). Las alteraciones en pmp22, gen que codifica la proteina de la mielina
compacta PMP22, representan el 50% de todas las CMTs. La mielinopatia CMT1E, es causada por
una mutacion puntual en pmp22. La afeccion puede modelizarse adecuadamente en los ratones
Trembler J (TrJ), portadores de la misma mutacion puntual en el gen pmp22, que una familia

humana.

El transcripto de pmp22 fue descrito en neuronas motoras del sistema nervioso central embrionario
y adulto. Estudios de nuestro grupo, también permitieron visualizarlo en neuronas piramidales del

hipocampo y células del cestillo en el cerebelo de ratones TrJ.

Una caracteristica en comun en enfermedades neurodegenerativas es el dafo del sistema vascular.
En la Enfermedad de Alzheimer, se observa frecuentemente desregulacién neurovascular asociada

al desarrollo de la enfermedad, afectando también la perfusién y conectividad del cerebro.

En el presente trabajo hemos investigado probables alteraciones a nivel cerebral, en ratones TrJ
comparandolos con los WT. Se hallaron alteraciones en la red vascular, visualizadas mediante la
técnica Doppler Ultra Rapido (DUF), in vivo, mediante la cual se determind la existencia de
alteraciones tanto en el volumen sanguineo como en el area ocupada por la sangre, en los ratones
TrJ. También se observaron agregados lipoproteicos autofluorescentes, como lipofuscina, en mayor
cantidad y de mayor tamafio en los heterocigotos, al compararlos con los WT. Esto sugiere que la
mutacion estudiada genera una afeccion sistémica, involucrando varios aspectos del sistema

nervioso central.

Un analisis correlativo DUF con microscopia Confocal (MCC), permitié asociar a grandes estructuras
de flujo sanguineo una organizacion funcional de pequefios vasos identificados por MCC. Tal
suborganizacion vascular, no ha sido descrita anteriormente en la bibliografia revisada. Parte de
estos resultados ya fueron comunicados en el congreso International Congress Ultrasonic setiembre
2019 (Brum et al , 2019).



Introduccion:

El Sistema Nervioso (SN) es el encargado de mediar la relacion de los individuos con el
ambiente. Dada su importancia en todo el reino animal, es de sumo interés su estudio, para
comprender su estructura y fisiologia en condiciones de salud y enfermedad. De acuerdo a sus
diferentes funciones y origenes en el desarrollo embrionario, el SN de mamiferos se puede dividir
en Sistema Nervioso Periférico (SNP) y Sistema Nervioso Central (SNC). El SNP esta formado
por ganglios y nervios espinales que se extienden fuera del sistema nervioso central, las células
involucradas son neuronas motoras y sensoriales, y células gliales, en este caso células de
Schwann mielinicas y amielinicas, células de Schwann de la triple sinapsis, células de Schwann
del ganglio de la raiz dorsal, que acompafian los cuerpos neuronales, y fibroblastos. La funcién
del SNP es captar las sefiales del ambiente, enviarlas al SNC y efectuar la respuesta
correspondiente. EI SNC esta formado por el encéfalo y la médula espinal, las células involucradas
son neuronas de distintos tipos, y células gliales, como oligodendrocitos, astrocitos y microglia.
La funcién del SNC es procesar la informacion del ambiente, y organizar la respuesta. (Farley A
et al 2012), (Farley A et al 2013)

Las neuronas transmiten la informacion de forma rapida y eficiente, distintas caracteristicas
de estas células se adaptaron para cumplir esta funcién, por ejemplo, los axones de algunas
neuronas, estan rodeados por una vaina de mielina, formada por células de Schwann en el SNP,
y oligodendrocitos en el SNC. Los dafios en estas células, pueden resultar fatales para la
conduccion del impulso nervioso, y el funcionamiento del sistema nervioso. (Ceballos, 1999)
(Rangaraju, 2009) (Goldstein, 2006).

Una de las situaciones en las que se ve dafiada esta funcién, es en la enfermedad de Charcot
Marie Tooth (CMT), ésta es la mas frecuente neuropatia periférica hereditaria humana (incidencia
de 1/2500 a 1/3300) (Gorazd B. Stokin 2006) (Berciano 2003). Debido al avance en el
conocimiento genético de estas afecciones ha surgido una amplia clasificacion (Inherited
Peripheral Neuropathies Mutation Database). Sin embargo, generalmente se clasifica en dos tipos
diferentes: CMT-I consideradas genéricamente como schwannopatias y las CMT-Il que agrupa a
las axonopatias. Presentan mutaciones en proteinas de la célula de Schwann (principalmente en

proteinas de la mielina, mielinopatias, CMT 1) o del axdn (axonopatias CMT lI).

Las alteraciones en pmp22, gen que codifica la proteina de la mielina compacta PMP22,

representan el 50% de todas las CMT (figura 1) (Fortun 2005). Estas afecciones tienen un patrén



fenotipico de debilidad y pérdida muscular. CMT1E (5% de todas las CMT1), es causada por
diferentes mutaciones puntuales en pmp22. Puede modelizarse adecuadamente en los ratones
TrJ, portadores de la misma mutacion espontanea puntual en el gen pmp22, que una familia
humana (Valentijn 1992). Las principales manifestaciones son pardlisis espastica y temblor
generalizado. La mutacién afecta el plegamiento de la proteina, impidiendo su insercién en la
membrana, acumulandose perinuclearmente, con ganancia de funcion téxica (Quarles R, 2006).
Algunas de las caracteristicas observadas en esta afeccion son dismielinizacién, desmielinizacién,
degeneracién axonal, proliferacion de CS y ldmina basal redundante, siendo muy similar a lo que
se reporta en humanos nacidos con las mismas mutaciones. (Suter, 2003) (Kun, 2012) (Thomas
D Bird,1998) (Eichinger 2018) (Maxime Jouaud. 2019) (Rossor, 2013) (Morena, 2019) (Pareyson,
2017) .
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Figura 1-Estructura del gen PMP22 y prediccion de la estructura de la proteina. A) Una
representacion esquematica del gen PMP22 consiste de seis exones. El exén la contiene

transcriptos predominantemente expresados en las células de Schwann mielinizantes. El exén 1b



contiene transcritos expresados en células no neuronales. B) Representacion esquematica de la
topologia de la proteina humana PMP22, muestra dominios extracelulares, intracelulares vy
transmembrana. Se muestran varias de las mutaciones que generan CMT1A y E. Tomada de
Nave et al., 2007.

A pesar de ser una enfermedad tipicamente periférica, existen indicios de dafios a nivel del
sistema nervioso central, debidos a esta patologia. El transcripto de pmp22, fue descrito en
neuronas motoras del sistema nervioso central embrionario y adulto, y también en la mielina
central (Parmentier, 1997) (Ohsawa, 2006) (De Gasperi, 2010). Estudios de nuestro grupo,
también permitieron visualizarlo en hipocampo y cerebelo de ratones TrJ (Tesis de Grado Carlos
Pizzarossa).

Siguiendo con el estudio del SNC en esta patologia, en nuestro grupo de investigacion, se
han encontrado caracteristicas diferenciales en los vasos sanguineos de los ratones de ambos
genotipos. Se observaron menor nimero de capilares y, en general, vasos de menor calibre en
los ratones TrJ (Tesis Lic. Bioquimica Mdnica Bubé, en redaccion). Estos hallazgos nos guiaron
a estudiar las posibles afecciones del sistema vascular en este modelo, impulsados por la
importancia del funcionamiento saludable del sistema vascular en un 6rgano tan dependiente del
oxigeno sanguineo como lo es el cerebro. Las neuronas requieren cantidades muy altas de ATP
para funcionar y no tienen reservas de glucégeno, por lo que obtienen su energia a partir del
metabolismo de la glucosa, esto las hace muy dependientes del oxigeno y la glucosa
proporcionada por el sistema sanguineo, por lo tanto cualquier alteracion en el sistema sanguineo
puede generar consecuencias drasticas en este tejido. (E. Bennetta 2017) (Volgyi, 2017)
(Obenaus, 2016) (Wei Cai, 2017)

Alteraciones en la red sanguinea del cerebro estan presentes en la Enfermedad de Alzheimer,
el tipo mas comin de demencia en humanos, con una prevalencia entre 5% y 10% (Paula
Grammas, 2011). El envejecimiento se encuentra entre los principales factores de riesgo,
(Alzheimer’'s Society 2013). Es una enfermedad progresiva cuyas principales consecuencias son
pérdida de tejido cortical, declinacion progresiva del funcionamiento mental, deterioro de memoria,
cognicion, funcion motora y comportamiento social. Se observa frecuentemente desregulacion
neurovascular asociada al desarrollo de la enfermedad, afectando también la perfusion vy
conectividad del cerebro. A nivel celular, se ven comprometidas, las rutas intracelulares del
oxigeno incluyendo el metabolismo glucidico, fosforilacién oxidativa y homeostasis mitocondrial y
celular, de neuronas y glia. (Holtzman, 2011) (Villemagne 2013) (ladecola, 2016) (Seth Love - J.
Scott Miners, 2015)



Estas consideraciones nos llevan a prestarle especial atencion a la red vascular del cerebro,
y a estudiar los dafios que eventualmente pudieran sufrir en el modelo TrJ. El cerebro recibe
irrigacion sanguinea desde la region basal por dos arterias carétidas internas y dos arterias
vertebrales, que forman el circulo de Willis dentro del cerebro, asegurando la llegada del oxigeno
a todas las zonas del encéfalo (figura 2). En la region posterior, las arterias vertebrales se originan
de las arterias subclavias. Las arterias cerebrales anteriores estan unidas con la arteria anterior
comunicante, y se conectan con las posteriores mediante el circulo de Willis. A partir de este
circulo, las arterias irrigan todo el encéfalo. Las venas internas yugulares, drenan en las venas
subclavianas, que retornan la sangre del cerebro. Una red similar se puede encontrar en el cerebro
murino. (Hur JC 2016) (Neuroscience. 2nd edition. Purves 2001.) (Fantin. 2015)
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Figura 2- Se muestra la disposicion de las arterias que forman el circulo de Willis.

La interaccién funcional entre los vasos sanguineos y los tejidos cerebrales ocurre en los
capilares, donde se genera la unidad neurovascular, especialmente afectada en la
neurodegeneracion.

La barrera hematoencefalica se encarga de permitir el pasaje selectivo de sustancias entre
los vasos sanguineos y el tejido cerebral, protegiendo al cerebro de sustancias dafiinas. Esta
barrera estd4 formada por la unién de los procesos terminales de los astrocitos con los vasos
sanguineos (Li, 2019) (Hamanaka 2018)

Los cambios hemodinamicos en el cerebro pueden utilizarse como una forma de detectar

cambios en la activacion neuronal y cerebral. Dada la importancia del sistema sanguineo del



cerebro en condiciones de salud y enfermedad, es importante contar con metodologias que
permitan evidenciarlos, sobre todo en animales vivos, ya que se puede obtener informacion sobre
su funcionamiento, en distintas condiciones.

Una metodologia muy utilizada para evidenciar vasos sanguineos es la imagenologia Doppler.
Esta técnica es ampliamente utilizada en medicina y biologia, ya que permite la observacién del
flujo en grandes vasos sanguineos de distintos tejidos. El principio de la imagenologia Doppler
consiste en enviar pulsos ultrasonicos dentro del tejido. Dichos pulsos seran retrodispersados por
los glébulos rojos, los cuales se encuentran en movimiento debido al flujo sanguineo. Es asi que
la frecuencia de los pulsos retrodispersados sera diferente a la del pulso emitido debido al efecto
Doppler: el globulo rojo actia como una fuente de ultrasonido en movimiento. Midiendo el cambio
en frecuencia entre los pulsos emitidos y recibidos se estima la velocidad del flujo sanguineo. Para
generar una imagen Doppler se utiliza una sonda ultrasonica la cual esta formada por varios
emisores de ultrasonido llamados elementos. Utilizando sélo algunos elementos de los que posee
la sonda, se emiten ondas focalizadas. Para cada onda focalizada transmitida, se graban los ecos
retrodispersados y se forma una linea de la imagen Doppler (figura 3a). La imagen completa se
forma repitiendo el proceso linea a linea, para lo cual se necesita tantas emisiones ultrasénicas
como lineas de la imagen, lo que resulta en una cadencia de imagen de aproximadamente 3 a 5
Hz. Sin embargo, mas all4d de su utilidad clinica, el Doppler convencional posee una baja
sensibilidad al momento de visualizar vasos sanguineos cerebrales debida a la baja velocidad de
flujo involucrada (del orden de los 25 mm/s comparado con una velocidad de 50 cm/s para grandes
vasos).

Para aumentar dicha sensibilidad surge una metodologia novedosa que permite estudiar el
flujo sanguineo: el Doppler ultra-rapido (o Doppler Ultra fast: DUF) (Heinzer, 2008) (Bercoff, 2011).
Esta nueva técnica tiene mayor sensibilidad que el Doppler convencional, debido a la secuencia
ultrasonica utilizada para la formacion de la imagen Doppler. En lugar de utilizar ondas focalizadas,
esta herramienta utiliza la composicion de multiples ondas planas a diferentes angulos, sobre el
6rgano a estudiar (figura 3b). Los ecos obtenidos para cada angulo son combinados generando
una unica imagen Doppler de mayor sensibilidad que una Unica imagen convencional (figura 3).
Este proceso se puede repetir a una cadencia de 500 Hz. La aproximacion estructural-funcional
gue ofrece el DUF, es una poderosa herramienta en el horizonte de estos desafios, permitiendo la
exploracién vascular in vivo en humanos y en animales. La mejora de la relacion sefal/ruido,
permite la visualizacién de vasos sanguineos de menor calibre, que de otra forma no seria posible.
(Osmanski, 2014) (Demené, 2015) (C Errico, 2016) (C Errico, 2015) (Demene, 2017) (Tiran, 2017)
(Xiong, 2017) (Bergel, 2018) (E Mace, 2013).
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Figura 3- Descripcién de la secuencias usualmente utilizadas para (a) Doppler convencional

y (b) Doppler super rapido. (Tomada de Mace et al. 2013).

Para la obtencion de imagenes DUF del cerebro, es necesario conocer cuales son las capas
de tejido, que podrian dificultar su visualizacién. El SNC tiene varias capas de proteccion, como la
piel, pelo, tejido subcutaneo, tejido adiposo, hueso, meninges y el fluido cerebroespinal. El craneo
esta protegido por ocho huesos: frontal, parietal, temporal, occipital, esfenoidal y etmoidal, la fusién
de las uniones entre los huesos forma una caja con mucha rigidez, los huesos estan unidos por
suturas, que son uniones fibrosas inmdviles. Estas suturas le afladen fuerza al craneo y reducen
posibles fracturas. En el nacimiento estas suturas no estan fusionadas. En los ratones, estas
suturas terminan de fusionarse aproximadamente a los 40 dias de nacimiento (Bradley JP, 1996)
(Opperman LA. 2000).

La siguiente capa de proteccion la integran las meninges, que rodean el cerebro y la médula
espinal; estd formada por tres capas: la duramadre (externa), la madre aracnoidea (media) y la
piamadre (capa interna). La duramadre es una capa densa de tejido fibroso, tiene una region
central de vasos sanguineos conocida como seno sagital, que es un reservorio venoso que colecta

sangre del cerebro y la retorna al corazon por la vena yugular interna. Hay otros senos pequefios



dentro de los pliegues durales que actiian como reservorio venoso. Debajo de la duramadre hay
un espacio anatomico (espacio subdural) lleno con fluido seroso.

La madre aracnoide es una capa de tejido conectivo, debajo del mismo se encuentra el
espacio subaracnoide. Se une con la duramadre en la columna vertebral. El espacio subaracnoide
tiene fluido seroso. La piamadre es la capa mas interna de tejido conectivo, delicada y fina, con
numMerosos vasos sanguineos, esta adherido a la superficie del cerebro y la médula espinal. Los
capilares que dejan los vasos sanguineos de la pia madre penetran en el tejido neural del cerebro.
(Krishnakali Dasgupta, 2019) (Adeeb N, 2012) (Woldenberg Greenberg, 1994).

Algunos autores han sefialado la presencia de PMP22, en niveles apreciables en muy diversas
areas del SNC de ratas, ratones y humanos (Parmantier E, 1995) (Ohsawa Y, 2006) (Xie CH, 2016)
(Norreel JC, 2001). Nuestro grupo decidio explorar la expresion central de pmp22 en ratones TrJ.
Asi, forma parte de un trabajo en redaccion resultados en los que se describe la presencia del
transcripto del gen pmp22 y de su proteina (PMP22) en neuronas piramidales, de las capas
polimorfa y molecular del Cuerno de Amén, en el Hipocampo de ratones TrJ (Tesis Licenciatura en
Bioquimica, Facultad de Ciencias, Pizzarossa, 2013; Pizzarossa et al, 2020 en redaccién). Dos
tests de ansiedad (campo abierto y cruz elevada) complementan el andlisis molecular. Hemos
encontrado diferencias significativas entre TrJ y WT tanto en la expresion del transcrito como de
su proteina, a nivel citoplasméatico y nuclear, asi como en los estudios cognitivos que indican
cambios de comportamiento con un claro compromiso a nivel del hipocampo. La
neurodegeneracion modelizada en TrJ, muestra la presencia de agregados proteicos, indicadores
de deficientes procesos intracelulares de eliminacién de agregados, gue hemos sefialado a nivel
de la célula de Schwann (Tesis Maestria de Mariana Bresque, 2014). Sin embargo, no ha sido
explorada la presencia de agregados a nivel del SNC, como indicador del proceso de
neurodegeneracion CMT1E, modelizado por Trembler-J. El compromiso funcional del hipocampo
involucra procesos relevante en la vida del individuo como son la adquisicion de memoria y el
aprendizaje. La afectacion de estas areas durante el desarrollo neurodegenerativo, es un evento
frecuente en las principales neuropatias del SNC.

Dentro de los principales agregados observados a nivel del SNC destaca la presencia de
lipofuscina. La lipofuscina (LF) es un pigmento autofluorescente, mas evidente en células
postmitoticas (A Terman, 1998) (Jeannette Konig, 2017). Se agrega como un conjunto de lipidos,
metales, moléculas organicas y biomoléculas. Este pigmento se acumula progresivamente en

lisosomas secundarios, generando un patrén de senescencia, asociado con la edad. Es conocida
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y utilizada ampliamente como un marcador etario (Crouch RK, 2015) (Annika H6hn, 2013) (M
Tsuchida, 1987) (loanna Korovila, 2017) (Feng FK, 2015).

Los agregados de LF podrian estar asociados a la neurodegeneracion, ya que se ha
observado su relacién con el decrecimiento neuronal, y proliferacién glial a nivel del SNC, tanto
con cambios morfolégicos como bioquimicos en las células nerviosas (E A Georgakopoulou, 2013)
(G Di Guardo, 2015) (A V Chaplygina, 2018). La LF representa un marcador de vulnerabilidad
cerebral, estrés, envejecimiento y patologia asociada. También se relaciona con otras alteraciones
metabolicas, tales como estrés oxidativo, alteraciones en la proteostasis y disfuncion lisosomal y
mitocondrial. El analisis del contenido de lipofuscina en afecciones neurodegenerativas es
escasamente sefialado en la literatura, asi como su eventual rol en la patogenia o su aparicion
como consecuencia de la afeccion del sistema nervioso (Moreno-Garcia A, Kun 2018) (Kun, 2018)
(Gray DA, Woulfe J. 2005) (Terman A, Brunk UT. 2004), por lo que su elucidacién cobra especial
intereés.
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Hipotesis:

El fenotipo neurodegenerativo CMT1E modelizado en los ratones Trembler-J se manifiesta también
a nivel del SNC en un compromiso del componente vascular del encéfalo y en la presencia de

agregados lipoproteicos a nivel del hipocampo.

Objetivo general:

Evaluar la manifestacion central del fenotipo neurodegenerativo TrJ, explorando el compromiso
vascular mediante DUF y caracterizar la presencia de lipofuscina en el hipocampo de ratones de

genotipo TrJ y WT.

Objetivos especificos:

1) Obtencién de imagenes coronales DUF, en la regién cerebral comprendida entre
Bregmay Lambda, en ratones de genotipo WT y TrJ.

2) Reconocimiento de la red vascular de los mismos cerebros analizados en (1), (con
lectina IB4), obteniendo imagenes en mosaico en microscopio confocal.

3) Procesamiento de imagenes: cuantificacion, reconstruccion 3D, proyeccion en z
correlacion con imagenes doppler.

4) Realizar un andlisis comparativo cuantitativo de imagenes DUF de cerebros de
ratones WT y TrJ.

5) Realizar un analisis comparativo cuantitativo de agregados de lipofuscina, con

imagenes de microscopia confocal de la region hipocampal.
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Materiales y métodos:

Para estudiar la red vascular cerebral utilizamos dos abordajes integrados y correlativos: Doppler
superrapido y microscopia confocal.

La combinacion de estas dos técnicas permite un mayor entendimiento del sistema vascular,
siendo posible acceder a la red in vivo mediante imagenes DUF, y obteniendo imagenes de mucha

mayor resolucion mediante microscopia confocal.

Ejemplares utilizados:

En este trabajo se utilizaron ratones de 3, 6 y 18 meses de fenotipo WT y TrJ (pertenecientes a los
mismos grupos etarios). Los ratones TrJ son heterocigotos para la mutacion puntual L16P en la
proteina PMP22, en el gen (T1703C). Estos ratones pertenecen a la cepa B6D2-Pmp22<TrJ>/J
adquirida en Jackson Laboratory, USA en 2008 (CSIC I+D 2007, responsable Alejandra Kun).

El genotipo de los ratones fue identificado de acuerdo a los criterios establecidos en Rosso et al.,
2010. La colonia se encuentra en el bioterio del IIBCE, su mantenimiento, los procedimientos
quirdrgicos y la eutanasia de los ratones fue realizada por la Dra Kun, de acuerdo con las normas
del Comité de Etica en el Uso de Animales (CEUA) del Instituto de Investigaciones Biolégicas
Clemente Estable, bajo las regulaciones establecidas en la ley nacional de experimentacion animal
N° 18611.

1.- Obtencién de imagenes coronales DUF, en la region comprendida entre Bregma y

Lambda, en cerebro de ratones WT y TrJ:

Para obtener las imagenes los ratones deben estar anestesiados durante un intervalo de tiempo
de forma que se mantengan inmdviles durante todo el experimento (aproximadamente dos horas),
para esto se adecud la administracion de anestesia. Se realiz6 una dilucion de la dosis correcta
de anestesia (Mudarra, 2011), solucién con 120 mg/kg ketamina+16 mg/kg xilacina, y se llev6 a un
volumen final de 300ul, esto fue inyectado intraperitonealmente de a poco mientras se observaba
el comportamiento del animal, hasta conseguir el estado de anestesia. De ser necesario se
proporciona el resto del volumen.

Cuando el ratén esta completamente dormido, se realiza craneotomia generando una “ventana”
de 5 mm x 6 mm, centrada en la cisura sagital, que expone el cerebro entre Bregma y Lambda.
La piamadre se conserva intacta para mantener la estructura del cerebro. Se cubre la region con

gel para ultrasonido para el acoplado, de ésta forma se busca disminuir los ecos. Se posiciona la
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sonda sobre la ventana, perpendicular a la base de la cabeza, de forma que se obtengan imagenes
DUF coronales del cerebro. Se utiliza una sonda de 2,5 cm, de 15MHz de 128 elementos conectada
a un ecografo ultrarrapido programable (Verasonics Vantage System). Para obtener una imagen
DUF se promedian 200 imagenes compuestas las cuales son adquiridas durante 200 ms. La
imagen final se forma realizando un promedio de 20 imagenes DUF. Se realiza el registro DUF en

sentido rostro caudal (desde Bregma hacia Lambda), cada 250um.

2.-Reconocimiento de lared vascular de los mismos cerebros analizados en (1), (con lectina

IB4), imagenes en mosaico en microscopio confocal.

Terminado el registro DUF, se sacrifica el animal mediante sobredosis de anestesia y se extrae y
fija el cerebro por difusion en solucion fijadora (4% Paraformaldehido, en buffer PHEM: 60mM
PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgCI2, pH 7,2; a 4°C). Se realizan cortes coronales
seriados de 60 micras, con vibratomo (Leica VT 1000S), para esto se incluye al cerebro en una
mezcla de 12% seroalbumina bovina, 1,5% gelatina que se solidifica con el agregado de
glutaraldehido al 1% (concentracion final).

Para visualizar los vasos sanguineos se utiliza isolectina IB4, que esta conjugada a una sonda
fluorescente, funciona uniéndose a las paredes de los vasos sanguineos. Se incuba en una
concentracion 1:100 en buffer PHM, con CaCl2 0,5M que promueve la unién de la isolectina a los
vasos. Se realiza incubacién durante toda la noche. Luego de los lavados, se realiza marcacion de
los nudcleos con DAPI, incubando durante 15 minutos.

Se obtienen imagenes en mosaico utilizando la platina motorizada, y la herramienta tiles scan,

mediante microscopia confocal (Zeiss 800) con lente 10x, de todo el cerebro.

3.-Procesamiento de iméagenes: cuantificacion, reconstruccion 3D, proyeccion en z

correlacion con imagenes doppler.

La combinacién de la microscopia confocal y laimagenologia DUF permite un mayor entendimiento
del sistema vascular, siendo posible acceder a la red in vivo mediante imagenes DUF, y obteniendo
muy buena resolucién mediante las imagenes de microscopia confocal, lo que permite una mayor

comprension de ambas metodologias.
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Las imagenes seriadas de microscopia confocal son editadas, alineando las rodajas del cerebro
de a 4 para obtener un espesor total de cada imagen similar al espesor de las imagenes obtenidas
por DUF. Esto se realiza utilizando el software imageJ y el plugin TrakEM2.

Se utilizaron imagenes de la zona del hipocampo anterior. Teniendo en cuenta estructuras
conocidas del cerebro, se buscan las mismas zonas en las imagenes obtenidas por ambas
metodologias, utilizando como referencia el atlas del cerebro murino (George Paxinos, 2007). Esto
permite solapar las imagenes DUF con las imagenes de microscopia confocal y observar las

coincidencias en los vasos sanguineos de ambas imagenes.

4.-Realizar un analisis comparativo cuantitativo de imagenes DUF de cerebros de ratones
WTy Trd.
Se utilizaron cuatro ratones WT (tres de 6 meses y uno de 3 meses) y tres ratones TrJ (uno
de 3y dos de 18 meses).
Luego de obtener las imagenes DUF de ratones de ambos genotipos, se cuantifica utilizando
Matlab. Se selecciona la zona del hipocampo por ser una estructura facilmente reconocible y muy
importante en procesos de memoria y aprendizaje. Se llamara intensidad a la intensidad promedio
de todos los pixeles del area medida. Los parametros medidos fueron:
1) Area hipocampal total: se crea una figura ovalada que abarca toda la zona hipocampal
de la imagen y se mide el area de esa figura (figura 4);
2) Area hipocampal con vasos sanguineos: se mide la cantidad de pixeles con intensidad
mayor a -25db dentro del area delimitada anteriormente;
3) EIl cociente entre area hipocampal con vasos sanguineos y area hipocampal total (a
esto le llamaremos densidad) (Li HC, 2019).
4) El cociente entre la intensidad en el area hipocampal total, y el area hipocampal total;
5) El cociente entre intensidad en el &rea con vasos, y el area con vasos;

6) El cociente entre la intensidad en el area hipocampal total, y la densidad.

Con los datos obtenidos se realizaron test de normalidad D"Agostino- Pearson, Shapiro-Wilk,
Kolmogorov-Smirnov con intervalo de confianza de 0,05. Como la distribucién no era normal, se
realiz6 un t-test no paramétrico, Kolmogorov-Smirnov con un intervalo de confianza de 0,05,

utilizando Graphpad para comparar ambos fenotipos.
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Z (mm)

X (mm)

Figura 4- Se muestra el area hipocampal
mencionada en el punto 1. El tamafio de
la figura ovalada se selecciona en cada imagen,

ya que cambia segun el tamafio del cerebro.

5.-Realizar un andlisis comparativo-cuantitativo de agregados de lipofuscina, con imagenes

de microscopia confocal de la region hipocampal.

Los cerebros analizados fueron fijados con Paraformaldehido al 3%. Se infiltraron en
concentraciones crecientes de medio de inclusién en sacarosa, y se congelaron. Se realizaron
secciones de 10 um de espesor utilizando criostato.

Para obtener imagenes de microscopia confocal se realiz6 marcacion con DAPI, para visualizar
los ndcleos y poder identificar estructuras importantes como el hipocampo. No se realizé ninguna
otra marcacién ni proceso de desenmascaramiento, para observar la autofluorescencia de los
agregados.

Se adquirieron imagenes de microscopia confocal del Cuerno de Amon del hipocampo, se analizé
esta estructura ya que estudios comportamentales, de hibridacion in situ e inmunohistoquimicos
de nuestro grupo, indican un claro compromiso hipocampal asociado al genotipo Trembler-J
(manuscrito en redaccion). Nuestro grupo ha iniciado trabajos preliminares en el estudio de otras
areas del SNC, como el cerebelo (Trabajo de Grado en Bioquimica del Dr. Carlos Pizzarossa,
2012) y la regién de la sustancia nigra (Trabajo de Grado en Bioquimica de Monica Bubé, en
redaccion), cuyos componentes vasculares también deberan ser analizados con mayor
profundidad. Se utilizaron todos los laseres del microscopio Zeiss 800, la adquisicion de las
imagenes se realiz6 comenzando por las longitudes de onda mayores y continuando con las
menores, de forma de no sobreexcitar la muestra y afectar la autofluorescencia de los agregados.

Las imagenes de las muestras de ratones TrJ y WT se realizaron de forma pareada, en la misma
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sesién, sin modificar las caracteristicas de adquisicion de la imagen, como los valores de auto
voltaje.

Se midié la cantidad de agregados, su tamafo y su intensidad. Los datos se tomaron a partir de
una proyeccién en Z de 20 planos. Se realizé un analisis estadistico (t test no paramétrico) para
evidenciar diferencias en los distintos fenotipos, para esto se compar6 la cantidad de agregados
de distintos tamafios en las diferentes longitudes de onda entre ambos fenotipos.

Con los datos obtenidos se realiz6 un test de normalidad D"Agostino- Pearson, Shapiro-Wilk,
Kolmogorov-Smirnov con intervalo de confianza 0,05. Como la distribucién no era normal, se
realizé un test estadistico no paramétrico Kolmogorov Smirnov con un intervalo de confianza de

0,05, para comparar ambos fenotipos. Los test estadisticos fueron realizados en Graphpad.
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Datos preliminares:

En el grupo de trabajo se obtuvieron imagenes DUF sin remover el craneo (figura 5- 1y 3).
Esto se realiz6 en ratones de tres meses, para evitar que el hueso del craneo estuviera muy
consolidado, y la sonda pudiera penetrar mejor.

Luego se obtuvieron imagenes DUF del mismo cerebro (figura 5- 2 y 4), removiendo el
craneo. Pudimos comparar ambas imagenes, encontramos que las imagenes sin craneo tenian

mejor resolucion y se pueden observar mas estructuras.

Z (mm)
Z (mm)

X (mm)

Z (mm)
Z (mm)

X (mm) X (mm)

Figura 5- Imagen DUF de cerebro de raton TrJ de 3 meses de edad. 1) Imagen tomada sin
retirar el craneo, correspondiente a la zona mas anterior del cerebro, donde empieza a
visualizarse el hipocampo. 2) Imagen tomada sin retirar el craneo, correspondiente a una
zona mas posterior. 3) y 4) imagenes obtenidas luego de retirar el crdneo. Correspondientes
a la misma altura que las imagenes 1) y 2) respectivamente. En estas se observan los vasos
sanguineos con mayor resolucién y en mayor cantidad, se obtiene una estructura con mas
detalle y mejora la penetracion de la sonda, visualizando zonas més profundas. Las flechas

muestran el hipocampo anterior.
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Las imagenes obtenidas con craneo s6lo muestran estructuras préximas a la corteza y con
muy poco contraste, mientras que en las imagenes obtenidas luego de la remocién del craneo
podemos identificar distintas estructuras, por ejemplo, se puede observar la zona del hipocampo
(sefialado por flechas), y arterias grandes en la parte mas inferior. En las imagenes tomadas sin
craneo ademas se visualizan vasos de menor calibre que no son visibles en las imagenes con
craneo.

Como resultado de estos datos, decidimos continuar obteniendo imagenes con el encéfalo

expuesto, realizando una craneotomia.
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Resultados:

1.- Obtencién de imagenes coronales DUF, en laregion cerebral comprendida entre Bregma

y Lambda, en ratones de genotipo WT y TrJ.

Se utilizaron 4 ratones WT (tres de 6 meses y uno de 3 meses) y 3 ratones TrJ (uno de 3y
dos de 18 meses).

Se reconocieron estructuras conocidas del cerebro (figura 6), como son la zona del
hipocampo, las 4 arterias que se observan en la zona mas inferior, ademas se reconocieron en

varias imagenes una estructura en forma de 8 en el hemisferio izquierdo, y una estructura que se

forma en la regién central de la corteza.

T Omm 0,5mm 1mm 1,5mm 2mm
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(figura 6: 1-10) Imagenes DUF del cerebro de raton WT, se observan los vasos sanguineos
del cerebro, tanto los mas cercanos a la corteza como los mas profundos. La zona del

hipocampo se observa en la figura 5, 6 y 7, en la parte superior.

(figura 6: 11-20) Imagenes DUF del cerebro de ratdon TrJ, al igual que en la imagen anterior se
observan los vasos sanguineos de todo el cerebro, se puede observar el hipocampo en la

parte superior, imagenes 16, 17 y 18.

Se sefalan las estructuras reconocidas que fueron Utiles para comprender las imagenes y

reconocer la zona del cerebro a la que corresponden.

a) hipocampo, se observa como lineas verticales pequefias formando una estructura
curvada, esto corresponde a la parte mas anterior del hipocampo.

b) Estructura curvada, en forma de 8, se observé esta estructura en todos los ratones,
sobre el lado izquierdo.

c) Las arterias mas profundas, se observan de forma transversal al flujo de sangre, estas
arterias formarian parte del circulo de Willis.

d) Se observa una estructura vertical, en la zona mas cercana a la corteza, se encuentra
en las secciones que corresponden a la parte méas anterior del hipocampo. En algunos

ratones no se observa bien debido a problemas que no permiten visualizar la corteza.

2.- Reconocimiento de la red vascular de los mismos cerebros analizados en (1),

(con lectina IB4), imagenes en mosaico en microscopio confocal.

Se obtuvieron imagenes de microscopia confocal evidenciando los vasos sanguineos con la sonda
IB4. El espesor de cada corte es de 60 um. Con cada imagen se realiz6 una proyeccion en z para

visualizar todo el volumen (figura 7, 1).

A partir de estas imagenes, se solaparon imagenes de cuatro cortes consecutivos, para obtener
una imagen que represente un espesor total de 240 um, similar al espesor de las imagenes DUF.
Esto se realiz6 para imagenes del cerebro entero, para la seccién del hipocampo y de las arterias

inferiores (figura 7- 2, 3, 4y 5).
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(figura 7: 1) Imagen de microscopia confocal, DAPI (azul) evidencia los nacleos, 1B4 (verde)
evidencia los vasos sanguineos. Corresponde a una rodaja de 60 micras, se realizé una
proyeccion en z de los 10 planos obtenidos. Se observa el hipocampo evidenciado con

DAPI, se visualizan vasos sanguineos transversales a las lineas de nucleos.

(figura 7: 2) Esta imagen se obtuvo por superposicion de imagenes de cuatro rodajas,
alineandolas para que coincidieran, de forma que sea comparable con las imagenes DUF.

Se observan mejor las lineas transversales de vasos cercanos al hipocampo.

(figura 7: 3) Amplificacién de la imagen anterior, se pueden distinguir mejor los vasos de la
zona del hipocampo. Se observa una acumulacién de vasos sanguineos formando la misma

figura que formaban los nucleos.

(figura 7: 4) Seccion del hipocampo, se sefialan algunos vasos que se ubican

transversalmente a la estructura del mismo.

(figura 7: 5) Seccion inferior de la imagen, se observan arterias orientadas transversalmente,
en algunas se puede observar la estructura de la capa muscular que la rodea, lo que
sugiere, junto con el diametro, que se trata de arterias.

3.- Procesamiento de imagenes: cuantificacién, reconstruccién 3D, proyeccion en z

correlacion con imagenes DUF.

Para comparar las imagenes obtenidas por ambas metodologias, se utilizaron imagenes de la

misma zona del cerebro, luego de generar imagenes de microscopia confocal con informacion del

mismo espesor que las imagenes DUF, se analizaron ambas estructuras buscando comprender la

distinta informacién obtenida por estas dos metodologias (figura 8). Se identificaron estructuras

comunes en ambas imégenes. Una caracteristica a resaltar es que las imagenes de microscopia

confocal tienen mucha mayor resolucién que las imagenes DUF, siendo el limite de resolucion

0,14-0,25um para las imagenes de microscopia confocal y 100 um para las imagenes DUF, por lo

tanto permite resolver capilares mas pequefios. En DUF se observaron conjuntos de vasos que en
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esta metodologia se observan como una estructura Unica, sin embargo, mediante microscopia
confocal se confirmd que se trataba de un conjunto de vasos mas pequefios, separados entre si.

En la zona del hipocampo se observan estructuras lineales en ambas imagenes.

(Figura 8) Imagen DUF y de microscopia confocal solapadas, se observan estructuras que
coinciden en ambas imagenes, se puede ver que las estructuras venosas visualizadas por DUF
como estructuras individuales, se tratan de grupos de vasos méas pequefios.

Se observan estructuras que coinciden en ambas imagenes. a) Vasos o grupos de vasos
que corren transversalmente en la zona hipocampal. b) Vasos ubicados en la cisura
interhemisférica. d) Grupo de vasos que corresponden a la pared del tercer ventriculo. C) se
observa un conjunto de vasos, posiblemente corresponden a la zona de la fimbria del
hipocampo e), f) Estructura en forma de 8 observada en todos los ratones, se puede visualizar

por ambas metodologias, corresponde a la zona de la capsula interna.

24



4.- Andlisis comparativo cuantitativo de imégenes DUF de cerebros de ratones WTy TrJ.

Con los datos obtenidos se realiz6 un analisis estadistico comparando las medidas de ratones
WT respecto a ratones TrJ, utilizando el programa Graphpad. Se utilizaron imagenes del hipocampo,
entre bregma -1,2 y -2,2 aproximadamente (medidas en relacion a bregma), (George Paxinos,
2007). Mediante este analisis se obtuvieron diferencias significativas para las medidas de intensidad
(1), intensidad sobre area hipocampal sanguinea (I/AS), intensidad sobre densidad (I/D), intensidad
sobre area total (I/AT). Todas estas medidas mostraron un valor absoluto mayor en los ratones TrJ.
Las medidas de area total y area de vasos sanguineos, también mostraron una diferencia
significativa, presentando un valor mayor para los ratones WT (figura 9). Las medidas de intensidad
se miden en decibeles, un valor de intensidad de menor valor absoluto (mas cercano a cero)
corresponde a mayor intensidad. Estos resultados muestran que los ratones TrJ presentan menor
intensidad respecto a los WT, que corresponde a menor volumen asi como menor area ocupada

por el flujo sanguineo.
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(Figura 9) Graficos comparando las dimensiones de las imagenes DUF medidas por Matlab,
en ratones TrJ y WT. Grafico 1. Se muestran diferencias de intensidad en ambos fenotipos,
observandose valores significativamente mayores para el TrJ. Grafico 2: se observan
diferencias significativas en la medida de intensidad/area sanguinea, obteniendo un valor
mayor en el TrJ. Grafico 3: valores de intensidad/densidad, se observan valores
significativamente mayores en el TrJ. Gréfico 4: diferencias de intensidad/area total del
hipocampo, valores significativamente mayores en el TrJ. Grafico 5: comparacién de valores
de densidad, no se observan diferencias significativas. Grafico 6: comparacién de valores de
area total, se observan valores significativamente mayores para el WT. Gréfico 7:
comparacion de valores de area ocupada por sangre, se observa un valor significativamente

mayor en ratones WT. Los valores de intensidad se expresan en decibeles (db).

5.- Andlisis comparativo cuantitativo de agregados de lipofuscina, con imagenes de

microscopia confocal de laregion hipocampal.
Se obtuvieron fotos de autofluorescencia del giro dentado, del hipocampo de cuatro ratones de 9

meses, dos de ellos WT y dos TrJ (figura 10). Utilizando DAPI se evidenciaron los nicleos. Se

obtuvieron 8 fotos para cada fenotipo, de dos ratones distintos.

26



..

Figura 10: Agregados de lipofuscina en el Cuerno de Amén (CA3) del hipocampo. (1, 2, 3):
imagenes de cerebro de raton WT, en las longitudes de onda 633, 561, 488

respectivamente. (4, 5, 6): imagenes de cerebro de raton TrJ, en las longitudes de onda 633,

561, 488 respectivamente. Se observan agregados de mayor tamafio y en mayor cantidad

en el raton Trd.

Para contabilizar los agregados de lipofuscina se utiliz6 el programa de procesamiento de
imagenes Image J. Se realiz6 una mascara con un valor de umbral definido para cada longitud de
onda, de forma que separara los agregados visibles del fondo, y estos se pudieran distinguir entre
si. Se seleccionaron los agregados que incluia la mascara y se contabilizaron, tanto la cantidad
como la intensidad de fluorescencia.

Con estos datos se realizaron los siguientes analisis:

Tamano de agregados:

Se separaron los agregados en grupos segun su area: 0-1; 1-5; 5-10; >10 um2, contando la
cantidad de agregados en cada grupo para cada longitud de onda, y en cada foto por separado
(figura 11).

Se realizé un t-test multiple para evidenciar diferencias entre la cantidad de agregados de los

distintos tamarios en ratones TrJ respecto a los WT.
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(Figura 11) Gréficos de cantidad de agregados de lipofuscina separados por rangos de

tamafo: 0-lum 2, 1-5um 2,5-10um 2,>10um 2. Figura la- longitud de onda 633,

primer par de ratones TrJ-WT. Figura 1b- longitud de onda 633, segundo par de ratones TrJ-

WT. Figura 2a- longitud de onda 561, primer par de ratones TrJ-WT. Figura 2b- longitud de

onda 561, segundo par de ratones TrJ-WT. Figura 3a- longitud de onda 488, primer par de

ratones TrJ-WT. 3b- longitud de onda 488, segundo par de ratones TrJ-WT.

Para las longitudes de onda 633y 561, se obtuvieron cantidades de agregados significativamente

mayores para los agregados de tamafios 1-5, 5-10 y >10um2 del ratén TrJ respecto al WT, solo en

un par de datos (un raton WT y un raton TrJ), esto puede deberse a que en el segundo par de datos

solo se identificaron tres fotos y no fueron suficientes para obtener diferencias significativas.

Para la longitud de onda 488, en el primer par de datos se obtuvieron cantidades de agregados

significativamente mayores para el raton TrJ, en los tamafios de 1-5um2, mientras que en el

segundo par de datos se obtuvieron diferencias significativas para los agregados de tamafios 1-5,

5-10 y >10.

En todos los casos los TrJ presentaron mayor cantidad de agregados que los WT.
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Intensidad de los agregados:

Se midio la intensidad de fluorescencia dividido entre el area de cada agregado. Esto se realizé
para las distintas longitudes de onda y se separaron los datos en distintos rangos segun el area de

los agregados (figura 12).
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(Figura 12) Comparacion de la intensidad/area de agregados de lipofuscina, separados en
rangos de tamafios. Graficos 1, 2 y 3: intensidad /area de agregados en las longitudes de

onda 633, 561 y 488, respectivamente, separados en los rangos 0-1u 2, 1-5u 2y >5u 2,

Gréficos 4, 5y 6: intensidad /area de agregados en las longitudes de onda 633, 561 y 488,
respectivamente, separados en rangos mas chicos, esto permite observar una tendencia

creciente, indicando que la intensidad aumenta con el tamafio de los agregados.

Se realizé un analisis estadistico no paramétrico (ya que las medidas no seguian una distribucion
normal) mediante el cual se hallaron diferencias significativas en la intensidad de lipofuscina para
los distintos genotipos, de todas formas, dado que la cantidad de animales es baja, y hay mucha
dispersién en los datos, esto no se puede tomar como un dato concluyente, no se puede observar

una diferencia contundente respecto a la intensidad de fluorescencia en los distintos genotipos.
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Con los resultados obtenidos también se observa que la intensidad de lipofuscina crece en todos

los casos con el area de los agregados, lo que sucede en todas las muestras y en todas las

longitudes de onda. A partir de esto se analizaron los agregados de 0 a 1 um2 y se observé que la

intensidad de los agregados sigue una relacion lineal con el tamafio (figura 13).
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(Figura 13) Gréfico de intensidad/area en funcion del area de los agregados, para cada
longitud de onda en cada raton. Grafico 1-6: WT; gréafico 6-12: TrJ. Se observa que la

intensidad crece linealmente con el area.
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Discusion:

a) Diferencias vasculares en el fenotipo TrJ

El primer hallazgo de este trabajo es haber puesto a punto un método de deteccion de la funcion
cerebral del flujo sanguineo en el encéfalo murino, en condiciones saludables y en

neurodegeneracion.

Un hallazgo interesante fue la determinacion de alteraciones en la estructura de la red vascular
asociada a cambios en el volumen sanguineo en el cerebro murino de un ratén que modeliza la
neuropatia periférica CMT1-E. Para obtener estos datos se utiliz6 una metodologia novedosa, DUF,
mediante la cual se adquirieron imagenes muy ricas en informacién, de areas vasculares y flujo

sanguineo global a nivel encefalico.
Este es un resultado valioso por varios motivos:

1.- En primer lugar, se encontraron alteraciones en el sistema nervioso central, en un modelo
murino de la principal neuropatia periférica humana, lo cual fue escasamente reportado
anteriormente (Wang Y, 2016). Esto indica que la neuropatia no solo afecta al SNP, sino que
también afecta en alguna medida al SNC. Este es un dato muy nuevo, que abre una serie de
preguntas, sugiriendo que pueden estar afectados otros dominios del SN, que no han sido
suficientemente explorados hasta el presente en afecciones periféricas y de los que no se conoce
el impacto sobre el fenotipo neurodegenerativo. También aporta al entendimiento del SN, ya que
estos indicios sugieren que la mutacion no afecta solo al SNP, sino que produce un impacto

sistémico.

2.- Por otro lado, en el presente trabajo, se observaron alteraciones en el sistema vascular
del cerebro en el modelo murino de CMT1E, Trembler-J, lo que implica un dato novedoso y
escasamente reportado con anterioridad, a pesar de que originalmente CMT ha sido descrita como

acompafada también de anormalidades vasomotoras (Brooks AP, 1980) (Charcot, J-M, 1886).

Se obtuvieron diferencias significativas comparando el registro del volumen sanguineo en el
cerebro de ratones TrJ y WT, lo que podria afectar su funcionamiento cerebral. En el presente
trabajo mostramos decrecimiento en el volumen sanguineo en TrJ respecto de WT, en la zona del
hipocampo anterior. Ademas, el &rea que contiene sangre, es significativamente menor en los
ratones TrJ. Esto significa que el fenotipo neurodegenerativo TrJ presenta menor volumen

sanguineo, lo que se observa tanto en la intensidad como en el area ocupada. Estas observaciones
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podrian complementarse obteniendo las imagenes de la velocidad axial a partir de la frecuencia
central de la sefial sanguinea, que es proporcional a la velocidad axial de la sangre como ha sido
sefalado (Macé et al, 2011, 2013).

Para realizar este estudio fue necesario poner a punto la técnica DUF, esto fue un desafio ya que
es una técnica nueva y no utilizada anteriormente en nuestro laboratorio. Existen escasos estudios
previos en los que se utiliza este método en cerebros de ratones, para estudiar las diferencias de la
red sanguinea, asociadas a un fenotipo neurodegenerativo (Li HC, 2019). Los estudios previos se
realizaron en rata (Bercoff, 2011) (Osmanski, 2014) (C Errico, 2015) (C Errico, 2016) (Bergel, 2018)
(Macé et al, 2013), ratén (Heinzer, 2008) (Tiran, 2017), y en bebés humanos (Demene, 2017). Los
estudios DUF realizados en ratdn en estos trabajos se centran en evaluar la respuesta funcional,
sin evaluar un proceso de neurodegeneracion. Por lo tanto, fue necesaria una etapa de
perfeccionamiento de la técnica, para generar un protocolo de trabajo préactico, la obtencion de datos
confiables, asi como la adquisicion de imagenes de buena calidad, que permitieran observar el
cerebro en toda su extension. En estos trabajos previos, se constato que era necesario remover una
seccion del craneo, para obtener registros DUF con imagenes mas nitidas y de mejor contraste. El
procedimiento implicé un aprendizaje nuevo en cuanto a la sedacién y anestesia de los ratones
durante la craneotomia y el tiempo ulterior del registro DUF, (alrededor de 2 horas en total). El éxito
del procedimiento esta basado en la sincronizacion de ambas técnicas (anestésica y quirargica).
Fue necesario poner a punto la obtencion de imagenes DUF, e idear una forma de cuantificacion,
para comparar la red vascular en los distintos fenotipos, ya que no existen estudios previos similares
utilizando esta técnica. La cuantificacion de densidad de vasos, fue realizada utilizando el programa
Matlab, disefiando una secuencia que nos permiti6 evaluar en las imagenes DUF del cerebro

murino, la intensidad de sefal asociada a las areas de vasos sanguineos.

Es necesario también considerar la alteracion de la red vascular en respuesta a los componentes
de la anestesia, como un factor con impacto sobre la estructura de la red vascular. En general, la
anestesia va acompafada en los primeros momentos de un descenso de la temperatura central (de
0,5 a 1,5 °C en los primeros 30 a 60 minutos), conocido como hipotermia de distribucién de la
induccién anestésica, que esta integrado también por la vasodilatacion cutanea, con consecuencias
térmicas y cardiovasculares. Esta vasodilatacién puede ser una respuesta directa a los anestésicos

o deberse a la inhibicién de la actividad vasoconstrictora del Sistema Nervioso Simpatico.
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Hemos aplicado una mezcla de anestésico Ketamina y sedante Xilacina recomendada en la
literatura para anestesia quirdrgica en roedores (Mudarra I. et al, 2011; Regueiro M. et al, 2013), a
ratones de ambos genotipos. La xilacina es un analgésico, sedante y relajante muscular, depresor
de los mecanismos termorreguladores (Paddleford, 1999). La ketamina es un anestésico general,
gue induce inmovilizacidon y es considerado por sus efectos, un anestésico disociativo (Regueiro M.
et al 2013). La mezcla de ambos farmacos produce una anestesia estable por periodos prolongados

de tiempo y una minima vasodilatacién, comparada con otros anestésicos, liquidos 0 gaseosos.

Nuestro trabajo ha demostrado la existencia de diferencias significativas en las areas vasculares y
en el volumen sanguineo in vivo de la red vascular encefalica de ratones TrJ respecto de los wit.
Estos estudios fueron efectuados bajo anestesia, suministrada en las mismas condiciones y dosis
para ambos genotipos, en relacion a su peso corporal. De ocurrir, la principal alteracién esperable
(la vasodilatacion) podria actuar enmascarando los niveles de estenosis real en el genotipo TrJ. A
pesar de ello, las diferencias observadas in vivo y bajo la acciéon de los farmacos Ketamina y
Xilacina, en los ratones TrJ comparados con los wt, mostraron ser significativas.

Para nuestro trabajo futuro inmediato hemos incorporado un sistema de control de temperatura
sincronizado con una cama térmica termostatizada, que se activa al bajar la temperatura rectal del
raton. Este sistema tiende a minimizar los efectos de las variaciones corporales de temperatura.
Seran necesario incorporar nuevos estudios en la caracterizacion de otros aspectos del sistema
vascular, como el ritmo cardiaco y respiratorio de cada genotipo, bajo la accién de la anestesia, para
comprender con mayor profundidad los efectos de la misma en relacién al componente vascular

murino de ambos genotipos.

b) Anédlisis correlativo de imagenes DUF y MCC

El segundo aporte de este Trabajo de Grado es la puesta a punto de una metodologia que permitié

correlacionar las imagenes DUF, adquiridas in vivo, con imagenes de MCC de alta resolucién.

En efecto, nuestro novedoso abordaje permitié la comparacién entre imagenes DUF y MCC de las
mismas &reas del cerebro. Dado que las imagenes de microscopia confocal tienen un espesor
menor a las adquiridas por DUF, fue necesario realizar un tratamiento especial, utilizando distintos
programas de procesamiento, que permiten apilar las imagenes de microscopia confocal de forma

coherente, para obtener un espesor de imagen igual a las de las imagenes adquiridas in vivo por
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DUF, y luego superponer ambas. Para esto fue necesario perfeccionar la obtencion de imagenes
mediante ambas técnicas. En DUF, buscamos obtener imagenes que incluyeran todo el cerebro,
desde la regién cortical superior hasta las zonas mas profundas del cerebro, en cortes coronales
completos. En cuanto a las imagenes de microscopia confocal, se utilizé la imagen de todo el
cerebro a partir de una misma seccién coronal. La platina motorizada es una adquisicién reciente
del IIBCE para el nuevo microscopio ZEISS-800 y ella nos permitié el uso de la funcion “escaneo en
mosaico” (tiles scan), que fue puesta a punto por primera vez por nosotros, para la obtencion de
estas imagenes. Se realizaron pruebas para obtener el correcto solapamiento de las imagenes
ordenadas del mosaico, con el objetivo de obtener una Unica imagen de cada seccion, unida

correctamente.

Una de las principales ventajas de esta aproximacion, es la posibilidad de analizar distintas
caracteristicas de un mismo fendmeno. La microscopia confocal, permite caracterizar el epitelio
vascular del cerebro, brindando informacién sobre la morfologia y la conectividad de los vasos
sanguineos. En tanto que las imagenes DUF, brindan informacion sobre la funcionalidad de los
mismos, permitiendo observar y caracterizar el volumen sanguineo. La microscopia confocal, posee
mayor resolucion que la DUF (R=100 um), por lo cual se puede observar con detalle la conectividad
de los vasos y distinguir sus calibres, aln los mas pequefios, donde ocurre la unién neurovascular,
de gran importancia para el funcionamiento cerebral. La limitacion de la MCC aplicada a nuestros
objetivos, es que las medidas se realizan pos mortem y luego de una serie de tratamientos, que en
mayor o menor medida promueven una serie de alteraciones con impacto variable sobre la
estructura tisular. Por otro lado, la imagenologia DUF permite obtener imagenes con el animal vivo,
obteniendo informacién de la red sanguinea en funcionamiento, como un todo, visualizando la
irrigaciéon completa del cerebro. Se obtiene macro-informacién del tamafio y estructura del sistema
vascular y volumen de flujo sanguineo. La limitacién de ésta técnica, DUF, es que la resolucion es
mucho menor que la de la microscopia confocal (R>250 um), lo que no permite distinguir a los vasos

de menor calibre.

Sistematizamos la identificacién de areas del cerebro por DUF y la caracterizacién en las mismas
areas del cerebro, de los epitelios vasculares sefialados con isolectina fluorescente, por MCC. Nos
enfocamos en establecer una correcta correlacion y superposicién de ambos tipos de imagenes en

la zona del hipocampo anterior.
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c¢) Niveles de organizacion vascular del encéfalo murino

El tercer aporte original de nuestro trabajo, fue la identificacion por MCC de un grupo de pequefos
vasos organizados de forma tal que al superponer las imagenes de MCC con la imagen DUF

correspondiente, coincidian perfectamente con grandes estructuras de flujo sanguineo.

Dado que las imagenes DUF aportan informacion funcional, esto sugiere que estos grupos de vasos
pequefios, a pesar de estar separados anatOmicamente, parecerian encontrarse asociados
funcionalmente. Dicho de otro modo, dominios descritos como poseedores de un flujo reconocido
por DUF, aparecen en la microscopia confocal, como vasos de pequefio calibre, separados
anatémicamente, que se pueden visualizar formando estos agrupamientos cuando montamos la
imagen de confocal con la de DUF, que cambian en conjunto. Esto s6lo puede deducirse a partir de
la comparacion correlativa de ambas técnicas. En efecto, al observar la imagen de MCC no se
identificaban grandes estructuras vasculares con isolectina fluorescente, pero al superponer las
imagenes DUF se observa nitidamente cuales son los grupos de vasos que corresponden a esas
estructuras, y se comprende mejor la asociacion funcional que posee el arreglo tridimensional de
ellos. Este hallazgo es muy valioso, ya que podria implicar un nivel de organizacion funcional
asociado a una su organizacion de capilares de menor calibre. Tal resultado, en la bibliografia que
conocemos del tema, no ha sido descrito anteriormente y de confirmarse su existencia en un mayor
numero de animales, podria contribuir a comprender el funcionamiento del sistema vascular cerebral

desde otra perspectiva.

Esta correlacion se realiz6 en animales sanos. Entendemos de sumo interés, realizar estudios
posteriores para verificar si se observa la misma correspondencia de imagenes en los ratones TrJ

0 si muestran una organizacion diferente.

d) EI SNC en el modelo Trembler-J: la lipofuscina como posible indicador de

neurodegeneracion

El cuarto aporte de este trabajo es haber determinado la existencia de diferentes niveles de
autofluorescencia de agregados intracelulares de lipofuscina a nivel del hipocampo, en cerebro de

ratones TrJ y WT.
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El SNC también parece estar afectado en el modelo TrJ. Nuestro grupo ha sefialado la expresion
diferencial del ARNm de pmp22 y de su proteina monomérica y en agregados a nivel de las
neuronas hipocampales de ratones de ambos genotipos (TrJ y WT), asociado a comportamiento
neuromotores y cognitivos conductuales especificos, lo que forma parte de un trabajo actualmente
en vias de publicacion. Contribuyendo a la caracterizacién del fenotipo neurodegenerativo TrJ,
hemos iniciado un trabajo complementario, analizando las formas de agregacion proteica en el
hipocampo, analizando cuali y cuantitativamente la presencia de agregados de lipofuscina en

cerebros de ratones TrJ y WT.

La lipofuscina es un pigmento frecuentemente considerado marcador etario, ya que se acumula con
la edad, sin embargo, ha sido escasamente sefialado como un indicador de neurodegeneracion. En
este trabajo logramos observar y cuantificar una distribucién desigual de los agregados de
lipofuscina, en hipocampo de ratones TrJ y WT. Ademas, un analisis de la fluorescencia en
diferentes longitudes de onda nos sugiere un estudio cualitativo de los diferentes componentes y
procesos metabolicos involucrados en la lipofuscinogénesis asociada a la neurodegeneracion
modelizada en los ratones Trembler-J. Esto pareceria indicar que los agregados de lipofuscina
podrian no ser Unicamente un marcador etario, sino estar asociados a un metabolismo deficiente
manifiesto durante la neurodegeneracion. Asi la presencia de agregados podria reflejar una
ganancia de funcion toxica, probablemente asociada al mal plegamiento y agregacion de proteinas
y glucolipidos. Ademas, recientemente se ha sefialado en enfermedad de Alzheimer, agregados de
lipofuscina asociados a placas seniles caracterizadas por la presencia del beta-amiloide, lo que
parece indicar que nuestro hallazgo podria contribuir a la comprensién de un aspecto diferente de
la neurodegeneracién (Kun A, 2018) (Moreno-Garcia A, 2018) (Giaccone G, 2011).

Como conclusién, se logré identificar un comportamiento diferencial en el SNC, en ratones TrJ y
WT, lo que pone de manifiesto un compromiso del Sistema Nervioso Central en esta patologia. Este
compromiso se manifiesta tanto en modificaciones del volumen sanguineo, como en la presencia

de agregados lipoproteicos.

Histéricamente, se ha observado que existe un compromiso vascular en las enfermedades
neurodegenerativas (Govindpani K, 2019) (Nelson AR, 2015) (Roher AE, 2004) (Montagne A, 2015)
(Martin JA, 2001) (Murphy MJ, 2012) (Abrahams S, 1996) (Winkler EA, 2013) (Kortekaas R, 2005)
(Rosengarten B, 2010) (ladecola C, 2017), El hallazgo de un compromiso vascular en el encéfalo,

asociado a la neuropatia periférica CMT1E, modelizada en los ratones Trembler-J, sugiere un
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aspecto sistémico de la patologia, que podria estar en la base de fenbmenos mas transversales
como eventos inflamatorios, altos niveles de estrés oxidativo y/o disfuncion mitocondrial, que
nuestro grupo ha comenzado a explorar. En este sentido, entendemos que el compromiso vascular
debe también ser analizado y eventualmente confirmado, con los registros DUF y MCC correlativos

de la red femoral que irriga el SNP.

Conclusiones generales:
1.-Se puso a punto la técnica DUF, en la exploracion de la red vascular cerebral murina.

2.- Se observaron diferencias significativas en los volimenes de flujo sanguineo y en las
areas vasculares de cerebros de ratones WT y TrJ, sugiriendo que asociado al genotipo TrJ, se
desarrolla un fenotipo neurodegenerativo con un compromiso vascular, que a nivel del SNC muestra
un menor calibre y una mayor intensidad de volumen sanguineo. Estos resultados indican que la

mutacion afecta al organismo en aspectos poco estudiados con anterioridad.

3.- Se realiz6 por primera vez un andlisis correlativo DUF-MCC, de la red vascular del SNC
murino WT a nivel del hipocampo anterior en ratones de genotipo WT. Asi se observo la existencia
de una suborganizacién de vasos sanguineos en grupos de pequefios vasos que podrian

encontrarse unidos funcionalmente.

4.- En el hipocampo anterior se observé una organizacion de agregados de lipofuscina
diferente en cerebros TrJ respecto de WT, sugiriendo que estos agregados no solo se acumulan
con la edad, sino que también pueden estar relacionados a condiciones de neurodegeneracion. Esto
podria estar indicando aspectos inexplorados del dafio al SN en el fenotipo neurodegenerativo

Trembler-J, no observado anteriormente.
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Perspectivas:

1- Una vez optimizada la técnica DUF, se puede obtener otro tipo de informacion, como la
direccionalidad del flujo, lo que puede ser de gran ayuda para comprender el sistema sanguineo

cerebral, discriminando la red arterial de la venosa.

2.- Se podra determinar la velocidad de flujo sanguineo para cada genotipo, determinando
la velocidad axial a partir de la frecuencia central de la sefial sanguinea, que es proporcional a la

velocidad axial de la sangre.

3.- Ademas se podran realizar estudios funcionales en respuesta a un estimulo exterior y
registrando cambios correlativos en el registro DUF. Por ejemplo, se explorara la conectividad
anatomica y funcional de la corteza somatosensorial (bigote/barril), inervada por el par craneal
periférico derivado del trigémino (cita), en ratones de genotipo WT y en TrJ.

4.- Se seguira perfeccionando la correlacion DUF-MCC, estando proyectado un registro
completo del encéfalo entre lambda y bregma.

5.- Se realizaran estudios con mayor cantidad de datos, y en diferentes grupos etarios, para

confirmar lo observado en cuanto a las diferencias en el volumen sanguineo TrJ-WT.

6.- Se estudiaran otros aspectos del sistema vascular que puedan verse alterados, como el

funcionamiento vascular a nivel del SNP.

7.- Se realizaran estudios posteriores, sobre los agregados de lipofuscina en el modelo TrJ,
investigando cdmo se relacionan los agregados con la progresion de la afeccién en funcion del

tiempo.
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