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Abreviaciones Utilizadas

ADNCc: ADN copia

ARD: Axoplasma de raiz dorsal

ARNmM: ARN mensajero

ARN pol: ARN Polimerasa

ARNr: ARN ribosomal

lincRNA: long intergenic non coding RNA, ARN largo no codificante
miscRNA: miscellanous RNA, ARN no codificantes sin clasificar
snoRNA: small nucleolar RNA, ARN pequefio nucleolar

ARV: Axoplasma de raiz ventral

GAIT: Complejo inhibidor de la traduccion activado por interferon gamma
IntDen: Densidad integrada de Fluorescencia

Nefl: Neurofilamento liviano

RD: Raiz Dorsal

RNP: Ribonucleoproteina

RNA-seq: Secuenciaciéon masiva de ARN

RPKM: Reads per Kilobase Million, lecturas por Kilobase de transcripto
por millon de lecturas mapeadas.

RV: Raiz ventral
TPM: Transcriptos por millén

UTR: Region no traducida del ARN mensajero



Resumen

Con el fin de estudiar la maquinaria traduccional en células del sistema
nervioso y sus compartimentos especializados, se analiz6 la abundancia
de ARN mensajeros (ARNmM) codificantes para proteinas ribosomales en
transcriptomas obtenidos de raices ventrales (RV) y dorsales (RD), y de
axoplasmas de las neuronas que componen dichos tejidos (motoras (ARV)
y sensoriales (ARD), respectivamente). Se realizan aportes relevantes en
la tematica al formar parte del primer abordaje del estudio transcriptémico
de axones in vivo. Se observé en estudios de ontologia génica que los
transcriptomas axonales se encuentran enriquecidos en ARNmM
codificantes para proteinas ribosomales, lo cual resulta llamativo, dado que
las subunidades ribosomales son ensambladas en el nucleo. Se observo
gue en ambas muestras de axoplasma se detectan transcriptos codificantes
para la mayoria de las proteinas ribosomales, y que existen diferencias
entre lo observado para neruonas motoras y sensoriales (43/80 en ARV y
68/80 en ARD). Ademas, se observd que no todos los ARNm codificantes
para proteinas ribosomales se encuentran en la misma abundancia,
encontrando que en ARD el codificante para Rps30 es el mas abundante,
mientras que en ARV el codificante para Rpl35 Es el que se encuentra en
mayor abundancia. Se compararon los resultados obtenidos con datos
transcriptébmicos de higado, ciatico y cultivo de fibroblastos de rata para
analizar el perfil de abundancia de estos ARNm en diferentes tejidos, tipos
celulares y estructuras sub-celulares. Esto permitié observar diferencias en
el perfil de abundancia de ARNm entre las diferentes muestras identificando
mensajeros de alta y baja abundancia. Las diferencias observadas entre
tejidos podrian ser explicadas por la presencia de ribosomas heterogéneos
0 por la existencia de proteinas ribosomales con funciones externas al
mismao. Adicionalmente, se realizaron experimentos de

inmunofluorescencia sobre raices dorsales y ventrales que permitieron



analizar la distribucién de proteinas ribosomales en estos tejidos. En las
imagenes obtenidas se observo que las proteinas ribosomales Rpl5, Rps3a
y Rplp0, 1 y 2 tendrian una distribucién diferencial entre axones y células
de Schwann. En suma, los resultados obtenidos aportan datos al estudio
de la traduccién local axonal, generando a su vez preguntas acerca del

posible rol de las proteinas ribosomales sintetizadas localmente.
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1. Introduccion

1.1- Expresién Génica

Por décadas, el dogma central de la biologia molecular ha explicado el flujo
de la informacién génica en los seres vivos. Los genes poseen informacion
para sintetizar determinados ARNm mediante el proceso de transcripcion,
y a partir de la informacion que contienen, se sintetizan proteinas mediante
el proceso de traduccion. Ambos procesos biolégicos se encuentran
finamente regulados, de modo que los productos génicos se expresen en
la localizacion y momento adecuados para el correcto funcionamiento del
organismo. A pesar de que estos procesos han sido extensamente
estudiados, la regulacion de los mismos aln no es completamente
comprendida. Particularmente, en la actualidad se ha visto que el ribosoma
podria participar en la regulacién del proceso de traduccion, aunque
histéricamente se le ha considerado como una maquinaria capaz de
realizar exclusivamente la lectura de ARNmM vy posterior sintesis de
proteinas (Shi and Barna 2015).

1.2 - Ribosoma

1.2.1 - Generalidades y evolucién del ribosoma

Una de las teorias mas aceptadas acerca del origen de la vida tiene sus
bases en la existencia previa de un “mundo ARN” el cual, de haber existido,
habria sido hace mas de cuatro mil millones de afios (Higgs and Lehman
2015). Un hecho que apoya en gran medida esta teoria es que se ha visto
qgue los ARN pueden catalizar diferentes reacciones, particularmente la
formacion del enlace peptidico a partir de dos aminoacidos libres (Fox
2010).



El ribosoma eucariota se encuentra compuesto por dos subunidades. La
subunidad mayor 60S contiene tres tipos de ARN ribosomales (ARNr) (5S,
28Sy 5,8S) y 47 proteinas, mientras que la subunidad menor 40S tiene una
sola molécula de ARNr (18S) y contiene 33 proteinas (de la Cruz, Karbstein,
and Woolford Jr. 2015). Asumiendo que la traduccién y por lo tanto el
ribosoma tiene su origen Unicamente en ARN catalitico, todas las proteinas
ribosomales que hoy forman parte del mismo se deben haber incorporado
posteriormente a la maquinaria traduccional ancestral. La incorporacion de
las proteinas habria facilitado el plegamiento del mismo y generado que la
traduccion se convierta en un proceso con mayor precision y velocidad.
Esta situacion permite plantearse dos posibles escenarios: uno en el cual
las proteinas que se incorporaron evolucionaron asociadas Unicamente a
la funcion ribosomal, u otro en el cual las proteinas ya existian cumpliendo
otra funcion y posteriormente fueron reclutadas por el ribosoma para

cumplir la funcion ribosomal (Wool 1996).

1.2.2 - Biogénesis del ribosoma eucariota

La biogénesis del ribosoma eucariota es un proceso muy complejo y
altamente conservado. Del mismo participan ademas de los propios
componentes del ribosoma, mas de 200 moléculas incluyendo diferentes
proteinas y ARNs no ribosomales que confieren direccionalidad y precision
al proceso (Kressler, Hurt, and Baldler 2010).

Los ARNr 18S, 28S y 5,8S son transcriptos por la ARN pol | en el nucleo,
mas especificamente en el nucléolo, como un Udnico transcripto 47S
(preARNr), que luego es procesado y modificado formando los ARNr
previamente mencionados. En cambio, el ARNr 5S se transcribe mediante
la actividad de la ARN pol Il en el nucleo.

Por otro lado, todos los transcriptos codificantes para proteinas ribosomales
se sintetizan mediante la actividad de la ARN pol Il, y luego son exportados

al citoplasma donde se traducen a proteinas. Luego, las proteinas se



importan al ndcleo y se ensamblan junto al preARNr a medida que este se
transcribe. Mientras se ensamblan las proteinas, el preARNr se pliega y
corta formando los ARNr 18S, 28S y 5,8S. EI ARNr 18S se ensambla junto
a 33 de estas proteinas formando la subunidad menor del ribosoma,
mientras que los ARNr 5S, 28S y 5,8S se ensamblan junto a 47 proteinas
formando la subunidad mayor del ribosoma. Por ultimo, en un proceso
coordinado, ambas subunidades se exportan al citoplasma (de la Cruz,
Karbstein, and Woolford Jr. 2015; Xue and Barna 2014).

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, no se esperaria
encontrar proteinas ribosomales libres en el citosol alejadas del nucleo, ya
gue luego de sintetizadas son transportadas al nucleo donde se ensamblan
formando parte de las subunidades ribosomales. Sin embargo, en la
actualidad se hipotetiza que la presencia de proteinas ribosomales en el
citosol podria ser un mecanismo de reciclaje del ribosoma, siendo clave
para aumentar la vida media del complejo ribonucleoproteico.

En un estudio realizado por Dorrbaum y colaboradores hallaron que las
proteinas ribosomales tendrian vidas medias variables, indicando que
algunas podrian perder funcionalidad antes que otras (Ddérrbaum et al.
2018). Este hecho, sumado a estudios in vitro que han comprobado la
posible reactivacién de ribosomas dafiados mediante el intercambio de
proteinas ribosomales (Pulk et al. 2010), sugiere que las proteinas
ribosomales con vidas medias menores podrian ser intercambiadas por
proteinas ribosomales citosdlicas de modo de mantener la funcionalidad del
complejo. Apoyando esta idea, en organismos eucariotas se ha observado
que es posible encontrar proteinas ribosomales P en un pool citosélico, y
que las mismas se podrian intercambiar con sus pares presentes en el
ribosoma (Gonzalo and Reboud 2003).

La estequiometria resulta esencial para el correcto ensamblaje de las
subunidades ribosomales, requiriendo una produccion equimolar de los
ARNr y las proteinas que los constituyen (Perry 2007). En este sentido, se

ha visto que proteinas ribosomales de E.coli son capaces de actuar como



represores traduccionales y asi autorregular su sintesis. En eucariotas,
aunque en menor medida, también se ha observado casos en que las
proteinas ribosomales regulan su propia sintesis. Ademas, se ha visto que
defectos en la biogénesis del ribosoma pueden conducir al arresto del ciclo
celular o a apoptosis que puede ser inducida por algunas proteinas
ribosomales libres (Warner and Mcintosh 2009).

A pesar del requerimiento de un ensamblaje equimolar de ARNr y proteinas
ribosomales, en diversas investigaciones se observa que diferentes tejidos
pueden presentar una diferencia importante en la abundancia de
mensajeros codificantes para cada proteina ribosomal (Bortoluzzi et al.
2001; Guimaraes and Zavolan 2016; Kondrashov et al. 2011). Teniendo en
cuenta esto, se plantean dos situaciones que explicarian las diferencias
observadas a nivel transcriptomico. Una posibilidad es que exista una fuerte
regulacién traduccional, de modo de que las diferencias en abundancia
observadas a nivel de ARNm no se vean reflejadas en diferencias de
abundancia a nivel de proteina. Otra posibilidad es que efectivamente las

proteinas ribosomales no se sinteticen en iguales cantidades.

1.2.3 - Ribosomas especializados

Durante afios se ha visto al ribosoma como una maquinaria molecular muy
precisa y constitutiva para todas las células. Sin embargo, es notorio el
aumento progresivo de tamafio del ribosoma desde procariotas a
eucariotas unicelulares y a mamiferos. El ribosoma humano posee 2650
nucledtidos mas y 2542 aminoacidos mas incluyendo 26 nuevas proteinas
ribosomales comparandolo frente a ribosomas procariotas. Por otro lado, al
comparar el ribosoma humano con el ribosoma de levadura se observa que
el humano posee 1706 nucleétidos mas y una proteina ribosomal adicional
(Melnikov et al. 2012). Este aumento de tamafio y complejidad de los
ribosomas, sumado a un aumento en el rango de longitudes de las regiones
5’ UTR de los ARNm (Leppek, Das, and Barna 2018) podria estar indicando



un aumento de la regulacion y especializacion del proceso de traduccion
(Genuth and Barna 2018).

En la actualidad se sabe que diferentes proteinas ribosomales poseen
especificidad funcional, y que el ribosoma no realiza exclusivamente la
lectura de ARNm y posterior sintesis de proteinas, sino que también
participa en la regulacion de este proceso (Shi and Barna 2015). Como ya
se ha mencionado, varias investigaciones han demostrado que existe una
diferencia importante en la abundancia de transcriptos codificantes para
proteinas ribosomales entre diferentes tejidos y tipos celulares, sugiriendo
que los ribosomas podrian variar en su composicion de manera tejido
especifica (Bortoluzzi et al. 2001; Guimaraes and Zavolan 2016;
Kondrashov et al. 2011). Estudios posteriores lograron confirmar que los
ribosomas pueden presentar heterogeneidad en cuanto a su composicion.
Para ello se utilizaron técnicas de espectrometria de masas cuantitativa que
permitieron estudiar la composicién de ribosomas activos dentro de un
mismo tipo celular (células madre embrionarias de raton).
Interesantemente, también observaron que al variar la proporcién de ciertas
proteinas ribosomales se favorece la transcripcion de cierto subgrupo de
mensajeros. De esta manera lograron evidenciar la importancia a nivel de
regulacion traduccional que podrian tener las proteinas ribosomales (Shi et
al. 2017).

Ademas de estas posibles variaciones en la composicion de los ribosomas,
se ha demostrado que los paralogos de proteinas ribosomales pueden ser
expresados preferentemente en ciertos tejidos. Dada su similitud, los
paralogos suelen competir por la uniéon al ribosoma en el mismo sitio,
afiadiendo una mayor complejidad y diversidad a los ribosomas. La
complejidad aumenta aun mas si se tiene en cuenta que tanto las proteinas
como el ARNr que componen al ribosoma pueden verse alteradas por
diversas modificaciones quimicas (Genuth and Barna 2018). Teniendo en
cuenta que el ribosoma puede incluir o no ciertas proteinas ribosomales, y

gque estas proteinas pueden contener o no modificaciones post-



traduccionales es posible que existan numerosas conformaciones posibles
para los ribosomas, lo cual podria afectar la funcién y/o actividad del mismo
(Shi and Barna 2015).

1.2.4 - Funciones extra ribosomales de proteinas ribosomales

Las proteinas ribosomales son proteinas de union al ARN presentes en alta
concentracion en todas las células, por lo que a priori resulta probable que
las mismas fueran reclutadas para cumplir variadas funciones auxiliares
(Warner and Mcintosh 2009). Recordando lo mencionado por Wool (1996),
se plantean dos posibles escenarios que explicarian la actual composicion
del ribosoma asumiendo una maquinaria ancestral formada Unicamente por
ARNr. Uno en el cual las proteinas que se incorporaron al ribosoma
evolucionaron asociadas Unicamente a la funcion ribosomal, y otro en el
cual las proteinas existian cumpliendo otra funcion y posteriormente fueron
reclutadas por el ribosoma para cumplir la funcién ribosomal. Por lo tanto,
pareceria probable que estas proteinas sean capaces de cumplir otras
funciones por fuera del ribosoma (Wool 1996).

La capacidad de una proteina ribosomal de cumplir una funcion por fuera
del mismo fue descrita por primera vez 1974 para la proteina Rpsl de
E.coli. Se observé que esta proteina era reclutada por el bacteriofago Qp
junto a dos factores de traduccion con el fin de formar la replicasa de ARN
responsable de la duplicacion de su genoma (Blumenthal 1979). Desde
entonces, muchas investigaciones se han centrado en esta area de
investigacién, habiéndose detectado diversas proteinas ribosomales
capaces de cumplir funciones extra ribosomales. Por ejemplo, se ha visto
qgue algunas de ellas pueden participar en la regulacion de la apoptosis,
arresto del ciclo celular, proliferacién celular, migracion e invasion celular y
reparacion de ADN dafiado. Estas funciones son principalmente mediadas

y reguladas por la via de p53-MDM2 (Xu, Xiong, and Sun 2016).



Algunas de las proteinas que se conoce que pueden afectar esta via son
Rpl5 y Rplll, las cuales cumplen esta funcion al interaccionar con el ARNr
5S y formar la ribonucleoproteina (RNP) 5S. Esta RNP es capaz de
interaccionar con el represor de p53 (MDM2) blogueando su actividad y de
esta manera activando indirectamente a p53. La interaccion entre la 5S
RNP y MDM2 se ve potenciada cuando hay defectos en la biogénesis del
ribosoma, lo cual genera una acumulacion de esta RNP (Sloan, Bohnsack,
and Watkins 2013; Bursac et al. 2012; Donati et al. 2013).

Una de las funciones extra ribosomales mas estudiadas es la descrita para
Rpl13a. Esta puede ser fosforilada en respuesta a la presencia de interferén
gamma, liberarse de la subunidad mayor del ribosoma y pasar a formar
parte del complejo inhibidor de la traduccién activado por interferon gamma
(GAIT) (Mazumder et al. 2003; Zhou et al. 2015). Resulta particularmente
interesante que una modificacion post-traduccional de la proteina permita
gue ésta se libere de la subunidad ribosomal y que como consecuencia la

conduzca a cumplir otra funcion por fuera del mismo.

A nivel neuronal, resulta interesante la posible actividad extra ribosomal que
ha sido descrita para Rps3a en un modelo de levadura por De Graeve y
colaboradores. En este modelo, mediante el clonado de secuencias
codificantes para Rps3a y a-sinucleina de mamifero observaron que dicha
proteina ribosomal es capaz de actuar como chaperona, contrarrestando la
toxicidad provocada por la agregacion de a-sinucleina. La importancia a
nivel neuronal de esta posible actividad chaperona de Rps3a viene dada
porque se ha visto que la agregacion de a-sinucleina en cuerpos de Lewy
es un sello distintivo asociado con la muerte de células neuronales en la

enfermedad de Parkinson (De Graeve et al. 2013).



1.3 - Sintesis proteica en neuronas Vy Sus compartimentos

subcelulares

El estudio de las proteinas ribosomales puede llevarse a cabo utilizando
variados modelos celulares. Particularmente, nos resultd interesante
realizar una primera aproximacion al estudio de la expresion de genes
codificantes para proteinas ribosomales en neuronas y sus compartimentos
especializados, dada su morfologia particular. Soma, dendritas y axones
son las tres grandes estructuras que componen a una neurona. El soma es
el sitio que comprende al nucleo y el citoplasma que lo rodea, y de él se
proyectan ramificaciones citoplasmaticas denominadas dendritas. El axon,
en tanto, es una proyeccion citoplasmatica que parte del soma y cuya
longitud puede variar entre un milimetro y un metro segun el tipo de neurona
(Franze and Guck 2010).

Historicamente se creia que las proteinas neuronales se traducian
Gnicamente en el soma, y que aquellas proteinas que cumplian una funcién
en el axén eran transportadas al mismo. Este transporte puede ocurrir
mediante dos mecanismos, el transporte axonal rapido (0,5-0,4 um/s) o el
transporte axonal lento (0,01-0,05 um/s). Las proteinas asociadas a
vesiculas y otros organelos membranosos se transportan por la via de
transporte axonal rapida, mientras que las proteinas citosélicas y del
citoesqueleto lo hacen por la via de transporte axonal lento (Lasek, Garner,
and Brady 1984; Alvarez and Torres 1985).

Esta idea del transporte como Unico método de suministro de proteinas al
axon surgié debido a que en estudios realizados en los 1970s no se pudo
detectar cantidades significativas de ARNr en axoplasmas provenientes de
axones gigantes de poliqueto y calamar. Por ello, no resultaba probable que
hubiera presencia de ribosomas, indicando que no era posible la traduccién
local en el axon (Lasek, Dabrowski, and Nordlander 1973). Ademas,

inicialmente tanto los poli ribosomas como el reticulo endoplasmico rugoso



se lograban observar mediante microscopia Unicamente cerca del soma, lo
cual apoyaba la idea de que la sintesis proteica no podria ocurrir en el axén
(Kim and Jung 2015). Sin embargo, para neuronas del sistema nervioso
periférico donde los axones pueden llegar a medir hasta 1 metro de
longitud, el transporte axonal lento no resulta un proceso viable como unico
suministro de proteinas dada la velocidad de transporte y la vida media de
las proteinas (Antonio Giuditta et al. 2002; Alvarez and Torres 1985).

Mas adelante, varios investigadores demostraron que existe transferencia
de proteinas (Lasek, Gainer, and Przybylski 1974), ribosomas (Court et al.
2008) y ARN (Sotelo et al. 2013) desde células de Schwann al axon. Este
proceso, sumado al transporte de proteinas desde el soma aportaria
proteinas axonales solucionando la inconsistencia del transporte como
Unico método de suministro de proteinas al axon. El hecho de que no solo
se transfieran proteinas, sino que también ribosomas y ARN, indica ademas
la posibilidad de que se utilicen para sintesis local de proteinas en el axén.
Aunque en un principio se habian observado ribosomas Unicamente en el
soma, mas adelante se lograron observar mediante microscopia
electrénica poli ribosomas en espinas dendriticas. Por lo tanto, queddé
demostrado que la sintesis de proteinas compartimentalizada podria ocurrir
en las dendritas neuronales (Steward and Levy 1982). Desde fines de la
década del 1960, mediante experimentos in vitro se evidencié que en
axones de conejo, calamar y pez dorado es posible la sintesis de proteinas
(Koenig 1967; A Giuditta, Dettbarn, and Brzin 1968; Edstrom and Sjostrand
1969). Ademas, en estudios posteriores se logro identificar ARNr, ARNm
y polisomas activos en axones gigantes de calamar utilizando técnicas con
mayor sensibilidad (Antonio Giuditta et al. 1991). Sin embargo, no fue hasta
comienzos de los afios 2000 que la comunidad cientifica comenz6 a
aceptar completamente la hipétesis de traduccién local en el axén (Kim and
Jung 2015). Dos experimentos independientes demostraron que la sintesis
local de proteinas es requerida para procesos bhiolégicos especificos como

respuestas quimiotropicas de conos de crecimiento axonales (Campbell



and Holt 2001) y para potenciar la liberacion de neurotransmisores (X. H.
Zhang and Poo 2002).

Dichos descubrimientos, sumados a las nuevas tecnologias desarrolladas
para aislar el axoplasma y para estudiar expresion génica despertaron gran
interés en estudiar la transcriptomica en el compartimento axonal. A priori,
se esperaria que los transcriptomas axonales posean caracteristicas
particulares, y que los transcriptos alli localizados posean funciones

necesarias para el correcto funcionamiento del axon.

1.3.1 - Transcriptomas axonales

Hasta el momento se encuentran publicados 16 transcriptomas axonales
de diferentes tipos neuronales como neuronas motoras y sensoriales. Estas
neuronas, componen las principales vias del sistema nervioso periférico vy,
a pesar de ser ambas el mismo tipo celular (neuronas) cumplen funciones
muy diferentes como lo son el control del movimiento (neuronas motoras)
y la asimilacion de diversos estimulos externos (neuronas sensoriales). Los
estudios transcriptdmicos, tanto axonales como de soma, permiten ahondar
en el conocimiento de la expresion génica y transporte de ARNm hacia
compartimentos especializados como el axén, permitiendo asi un estudio
mas profundo de las mismas de modo de comprender en mayor medida las
diferencias que presentan. Los transcriptomas axonales publicados fueron
realizados utilizando técnicas desarrolladas para el estudio de la expresion
génica como SAGE (serial analysis of gene expression) (Andreassi et al.
2010) , microarreglos (Willis et al. 2007; Taylor et al. 2009; Zivraj et al.
2010; Gumy et al. 2011; Saal et al. 2014; Bigler et al. 2017) y secuenciacion
masiva (Cajigas et al. 2012; Y. Zhang et al. 2014; Baleriola et al. 2014; Minis
et al. 2014; Briese et al. 2015; Taliaferro et al. 2016; Rotem et al. 2017;
Zappulo et al. 2017; Toth et al. 2018).

Para el estudio de transcriptomas axonales se debe aislar el axoplasma

previo a la extraccion de ARN, lo cual se puede realizar a partir de
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estrategias basadas en cultivos celulares o a partir de nervios in vivo. Hasta
el momento, todos los transcriptomas publicados fueron realizados a partir
del aislamiento de axoplasmas de cultivos celulares. El axoplasma de
células neuronales en cultivo se ha aislado mediante la utilizacion de
camaras Campenot, cémaras Boyden modificadas, dispositivos
microfluidicos 0 mediante microdiseccion por captura laser (Revisado en
Kim and Jung 2015). Por otro lado, se puede extraer axoplasma in vivo a
partir de nervios mediante la aplicacion de las técnicas de microdiseccion
descritas por Koenig (Koenig 1979), o mediante estrategias basadas en
cambios de osmolaridad tal como lo detalla el grupo de Fainzilber (Rishal,
Rozenbaum, and Fainzilber 2010). El aislamiento de axoplasma in vivo
permitiria el estudio del transcriptoma axonal sin afectar el ambiente que
rodea a la neurona. De este modo, los resultados serian mas
representativos de lo que ocurre en el animal. Por otro lado, es muy
probable que los resultados obtenidos posean una mayor variabilidad que
cuando se estudia sobre cultivos celulares.

La posibilidad de obtener el transcriptoma axonal permite estudiar el posible
rol que puede tener la sintesis local en axones, permitiendo inferir cuales
son las proteinas que alli se podrian sintetizar. Mediante estos
experimentos se ha confirmado que el contenido del transcriptoma axonal
es dependiente de la etapa del desarrollo del organismo (Zivraj et al. 2010)
y de factores extrinsecos (Willis et al. 2005). Se ha detectado una gran
variedad de ARNm presentes en el axon, pero a pesar de ello, se sabe que
solo unos pocos son traducidos en un momento dado. Este hecho sugiere
que los ARNm codificantes para proteinas que se requieren en un futuro
cercano son almacenados en el axén y son traducidos en el momento que
es necesaria su actividad (revisado en Kim and Jung 2015).

La sensibilidad de los estudios transcriptbmicos es mayor cuando se
utilizan técnicas de secuenciacion masiva de ARN (RNA-seq) que cuando
se utilizan microarreglos. Esto se confirma al comparar la variedad de

transcriptos detectados en experimentos realizados mediante RNA-seq
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(Minis et al. 2014) con experimentos realizados utilizando microarreglos
(Gumy et al. 2011). Se detectd alrededor de dos veces més variedad de
transcriptos en el analisis de Minis y colaboradores que en el realizado por
Gumy y colaboradores.

Sorprendentemente, entre la gran variedad de ARNm que fueron
detectados en los transcriptomas axonales publicados, se han encontrado
mensajeros codificantes para proteinas que no se esperaba que fueran
traducidas en el axén. Entre ellos se encuentran mensajeros codificantes
para factores de transcripcién, factores de splicing y para la mayoria de las
proteinas ribosomales, lo cual abre un campo de investigacion centrada en
el que rol cumplirian estas proteinas traducidas localmente (Jung, Yoon,
and Holt 2013).

Particularmente, esta tesina se centré en el estudio de los mensajeros
codificantes para proteinas ribosomales, los cuales han sido reportados en
9 de los articulos de transcriptomas axonales (Willis et al. 2007; Taylor et
al. 2009; Zivraj et al. 2010; Gumy et al. 2011; Saal et al. 2014; Briese et al.
2015; Rotem et al. 2017; Bigler et al. 2017; Téth et al. 2018). En particular,
Zivraj y colaboradores (2010), observaron que el transcriptoma de conos
de crecimiento axonales incluye mensajeros codificantes para 69 de las 80
proteinas ribosomales en Xenopus y para 79 de 80 proteinas ribosomales
en raton (Zivraj et al. 2010). El hecho de que se hayan detectado estos
transcriptos en varios experimentos independientes, que utilizan diferentes
técnicas y variados tipos neuronales, demuestra que los mismos se pueden
localizar en axones, siendo intrigante la funcion que cumplirian. Estudios
protedbmicos recientes han demostrado que la categoria “proteinas
ribosomales” se encuentra enriquecida dentro de las traducidas
basalmente en el axén. Ademas, interesantemente observaron que la
abundancia de las proteinas ribosomales es variable, y confirmaron que en
algunos casos la abundancia depende de estimulos externos (Cagnetta et
al. 2018).
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El presente trabajo de grado forma parte del primer abordaje del estudio de
transcriptomas axonales in vivo. Particularmente, se analizaron
transcriptomas de axoplasmas obtenidos a partir de neuronas que
componen las dos grandes vias del sistema nervioso periférico, las motoras
y las sensoriales. EI mismo se centra fundamentalmente en el analisis de
abundancia de transcriptos codificantes para proteinas ribosomales,
detectando y comparando los perfiles de abundancia de estos transcriptos
entre ambos tipos de axoplasma, asi como también con los perfiles de
abundancia de otros tejidos y tipos celulares. De este modo, se observa
qué transcriptos son detectados en cada axoplasma, y cédmo es la

abundancia relativa de cada uno.
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2. Objetivos

2.1 — Objetivos Generales

Analizar el transcriptoma de axones provenientes de neuronas que
componen las raices dorsales y ventrales de Rattus Norvegicus, poniendo
especial énfasis en el andlisis de mensajeros codificantes para proteinas

ribosomales.

2.2 - Objetivos especificos

Analizar y comparar el perfil de expresion de las proteinas ribosomales en

diferentes tejidos y cultivos celulares de rata.

Analizar el significado biologico de los ARNm detectados en el axoplasma

mediante estudios de ontologia.
Observar mediante inmunofluorescencia la presencia de proteinas

ribosomales en el axdén analizando la abundancia y distribucion de las

mismas en células de raices nerviosas.
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3. Materiales y métodos

3.1 - Datos transcriptémicos

3.1.1 - Transcriptomas de raices y axoplasmas dorsales y ventrales

Se analizaron datos de secuenciacion obtenidos previamente por Joaquina
Farias en el marco de su tesis de doctorado. Los datos corresponden a la
secuenciacion de cuatro muestras diferentes de ADN copia (ADNc), Las
muestras analizadas corresponden a axoplasmas de neuronas motoras o
sensoriales y a las raices nerviosas de las cuales forman parte. El estudio
del transcriptoma de la raiz completa puede utilizarse como control del
transcriptoma axonal, al encontrarse los axones incluidos en la raiz. El
protocolo detallado se puede encontrar en la Tesis de Maestria de Joaquina
Farias (Farias 2014).

i) Axones de raices de nervios dorsales (provenientes de 5 ratas
diferentes).

i) Axones de raices de nervios ventrales (provenientes de 5 ratas
diferentes).

iii) Raices de nervios dorsales (provenientes de 5 ratas diferentes).

iv) Raices de nervios ventrales (provenientes de 5 ratas diferentes).

Para la obtencién de las muestras se utilizaron ratas adultas (6 meses de
edad) de la cepa Sprague Dawley del bioterio del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE).

Luego de sacrificadas las ratas, se realizd una diseccion de la médula
espinal, identificando y separando raices dorsales y raices ventrales a la
altura de la vértebra L5 (las cuales daran origen al nervio ciatico junto con
las de L4 y L6). La extraccion de ARN de las raices (iii y iv) fue realizada

mediante una primera ronda de extraccion utlizando trizol (Life
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Technologies) y una segunda ronda de extraccion utilizando el kit
RNAqueous®-Micro Kit (Ambion).

De modo de obtener el ARN presente en axoplasmas (i y ii), partiendo de
raices ventrales y dorsales se realiz6 una micro-diseccion de axoplasmas
tomando como base el protocolo descrito por Koenig y colaboradores. Este
protocolo permite obtener conjuntos de axoplasmas purificados, evitando
contaminaciones de otros tipos celulares (Koenig et al., 2000). La
extraccion de ARN de los pools de axoplasmas fue realizado utilizando el
kit RNAqueous®-Micro Kit (Ambion), el cual es especialmente disefiado
para la extraccibon de ARN a partir de micro-muestras. Se utilizd el
componente para muestras de micro-diseccion de captura laser ya que
mejora la extraccion en muestras con poca concentracion de ARN.

Luego, todas las muestras de ARN fueron amplificadas utilizando el kit
Ovation RNA-seq system V2 (NuGen), el cual es capaz de amplificar ARN
de forma lineal, a partir de tan solo 500 pg de ARN total.

Finalmente, todas las muestras fueron secuenciadas mediante
secuenciacion pareada con un largo de secuenciacién de lecturas de 100
bases.

3.1.2 - Transcriptomas de tejidos y cultivos celulares de rata obtenidos

de bases de datos.

Con el fin de analizar el perfil de expresion de proteinas ribosomales en
otros tejidos se descargaron datos de secuenciacion de ARN de higado y
de ciatico de la base de datos online de NCBI. El estudio del transcriptoma
de nervio ciatico permite analizar un sistema similar a las raices nerviosas,
ya que el ciatico es originado en parte por las raices dorsales y ventrales
analizadas. Por otro lado, con el fin de estudiar el perfil de expresiéon en
cultivos de lineas celulares se descargaron datos de secuenciacion de ARN

de cultivo celular de Fibroblastos de la base de datos EMBL-EBI.
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i) Transcriptoma de ciatico de ratas adultas Sprague Dawley (Triplicado).
BioProject: PRJNA313202, Run Accessions: SAMN05388930,
SAMNO05388931, SAMN05388932 (Sapio et al. 2016).

i) Transcriptoma de higado de ratas adultas Wister (Triplicado).
Bioproject: PRJNA386218, Run  Accessions: SAMN06925366,
SAMNO06925365, SAMN06925364 (Agba et al. 2017).

iif) Transcriptoma de linea celular similar a fibroblastos (Rat2) de embriones
de ratas Fischer (Duplicado).

Bioproject: PRIJEB23562, Run Accessions: ERR2201449, ERR2201451
(Irigoyen et al. 2018).

Mediante Box Plots se analizo la distribucion de la expresion de los genes
obtenidos en cada réplica, confirmando que la distribucion entre réplicas
era similar. Teniendo en cuenta esto, y que son datos de secuenciacion con
publicaciones aceptadas, se decidié continuar los analisis utilizando el

promedio de expresion entre las réplicas para cada gen.

3.2 - Andlisis de datos de secuenciacion

Para el analisis de las secuencias obtenidas se utiliz6 el programa
informatico CLC Genomics Workbench v11.0 (Qiagen Bioinformatics)
siguiendo el procedimiento que se observa en el diagrama de flujo (Figura
1).

3.2.1 - Genoma de referencia

El genoma de referencia y las anotaciones de genes del mismo fueron
descargados utilizando la herramienta de descarga de genomas del CLC.
El programa descarga la version actual del genoma publicado en el
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Figura 1. Diagrama de flujo ilustrando el procedimiento de andlisis de secuencias
llevado a cabo. Los pasos de analisis de calidad, recorte, mapeo y conteo de lecturas
fueron realizados utilizando el CLC Genomics Workbench v11.0. Los Diagramas de
Venn fueron realizados utilizando el programa BioVenn.

Diagramas
de Venn

GenBank de NCBI con las anotaciones correspondientes que provee

ENSEMBL. El ensamblado fue publicado en el 2014, y las anotaciones han
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sido actualizadas por ultima vez en enero de 2017. GenBank assembly
accession: GCA_000001895.4

3.2.2 - Andlisis de calidad y recorte

Para analizar la calidad de las secuencias se utilizo la herramienta de
control de calidad presente en el programa informatico CLC Working
Genomics v11.0.

Se realiz6 el recorte de las secuencias utilizando la herramienta “trimming”
presente en el CLC. Para el recorte se utilizaron los parametros por defecto
del programa (limite de valor de calidad igual a 0,05, maximo numero de

nucleétidos ambiguos igual a 2 y recorte automatico de adaptadores).

3.2.3 - Alineamiento y conteo de lecturas

Se procedié al andlisis de las secuencias recortadas utilizando la
herramienta “RNAseq Analysis” del CLC. Esta herramienta realiza el
alineamiento de las secuencias seleccionadas frente al genoma de
referencia, y otorga como resultados los alineamientos correspondientes
junto a una tabla que incluye la cantidad de lecturas alineadas a cada gen
indicando los valores de abundancia normalizados por el total de lecturas
TPM (Transcript Per Million) y RPKM (Reads Per Kilobase Million). Ambos
valores se definen con el fin de normalizar los resultados obtenidos
teniendo en cuenta la profundidad de la secuenciacién y la longitud de los
genes. A pesar de que el objetivo de ambos valores es comun (normalizar
los resultados), los mismos poseen ciertas diferencias y se ha visto que
para comparaciones entre diferentes muestras resulta mas util el valor del
TPM (Wagner, Kin, and Lynch 2012). Para este analisis, se utilizaron los
parametros por defecto del CLC (coste del error de alineamiento en una

base en 2, el coste de generar una insercion en 3, el coste de generar una
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delecién en 3, la fraccién de longitud en 0,8, la fraccion de similaridad en
0,8 y el maximo namero de hits para una lectura en 10).

Luego, se filtraron manualmente los resultados obtenidos de modo de evitar
posibles falsos positivos debido a baja cantidad de lecturas alineadas. De
este modo, para los posteriores andlisis se tomaron como genes

detectados Unicamente aquellos que posean un TPM mayor a 1.

3.2.4 - Comparativa de genes detectados mediante diagramas de Venn

Los diagramas de Venn escalados segun el tamafio de las muestras fueron
realizados utilizando la herramienta BioVenn. Esta herramienta, ademas
del diagrama otorga las listas de genes Unicos de cada set de datos y la

lista de los genes compartidos (Hulsen, de Vlieg, and Alkema 2008).

3.2.5 - Estudios de ontologia

Los estudios de ontologia de los genes presentes en las muestras de
axones de raices dorsales y ventrales fueron realizados utilizando la
herramienta online Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery (DAVID) v6.8 (Huang, Sherman, and Lempicki 2009a, 2009b).
Para realizar el andlisis se compar6 las listas de genes detectados en
axoplasma frente a los genes detectados en las raices que componen. Es
decir que, los genes detectados en ARV se los compard con los genes
detectados en RV, mientras que los detectados en ARD se los comparé
con los detectados en RD.

Para los tres dominios ontoldgicos (Procesos biolégicos, Componentes
Celulares y Funcién Molecular) se presentan aquellas categorias que

presentan un p-valor corregido menor a 0,05.
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3.2.6 - Obtencion del listado de proteinas ribosomales de Rattus

Norvegicus.

Para obtener un listado con los genes codificantes para proteinas
ribosomales en rata, se utilizo el buscador de la base de datos de
ENSEMBL. En ella se buscaron genes cuyas anotaciones correspondian a
proteinas ribosomales o a paralogos de las mismas. Se tomaron como
genes codificantes para proteinas ribosomales aquellos que se
encontraban descritos con el nombre de una proteina ribosomal, como
“‘RPlike” o como “similar to RP”, y se tuvo en cuenta que dichos genes
estuvieran anotados como codificantes de proteinas de modo de evitar

incluir a los pseudogenes.

3.2.7 - Heat Maps

Los Heat Maps son representaciones graficas donde valores individuales
ingresados en una matriz son representados como colores. Los colores
correspondientes a cada valor se definen en base al z-score, el cual viene
dado por la comparacién (por columnas o por filas) de dicho valor respecto
al promedio de valores frente a los que se esta comparando. Para realizar
el Heat Map de expresion de genes codificantes para proteinas ribosomales
se utilizé la herramienta online Heatmapper (Babicki et al. 2016). Se
ingresaron los valores correspondientes al TPM de cada gen codificante
para proteinas ribosomales detectados en cada muestra de modo que las
columnas representan a las muestras y las filas a cada gen. Realizando un
escalado por muestra (columna) se logra normalizar los TPM observados
de modo de poder comparar facilmente cuales genes codificantes para
proteinas ribosomales se expresan por encima o por debajo del promedio
en cada caso. Ademas de la representacion de colores, también se puede
representar la similaridad entre las muestras aplicando meétodos de

clustering y mediante diferentes métodos de medidas de distancia. En este
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caso se aplicd el método de promedios para el clustering y el método de
Kendall’s Tau para las medidas de distancia, ya que se observé que era el

meétodo que mejor agrupaba las muestras.

3.3 - Inmunofluorescencia

3.3.1 - Animales de experimentacion

Con el fin de extraer raices dorsales y ventrales de rata para realizar
inmunofluorescencias, se sacrificaron ratas Sprague Dawley adultas del

bioterio del IBCE mediante decapitacion.

3.3.2 - Extraccioén de raices

Se procedio a disecar la médula espinal con el fin de identificar raices
ventrales y dorsales a ambos lados de la misma. A medida que se extraen
los nervios se los coloca en medio de cultivo (DMEM) de modo de mantener
el tejido en buenas condiciones mientras se extraen los nervios.

Luego, se separaron las raices dorsales y ventrales observando las mismas
bajo la lupa, y se colocaron en fijador [PAF 4% en PHEM (PIPES 60mM,
HEPES 25mM, EGTA 10mM, MgCl2 2mM)] por una hora.

Transcurrida esa hora se procedié a realizar 3 lavados de 5 minutos con
PHEM, y finalmente se crioprotegieron las muestras (se guardaron las

raices a 4°C en sacarosa 30% en PHEM).

3.3.3 - Cortes

Los cortes de los nervios se realizaron utilizando el criostato institucional

del IIBCE, el cual funciona a temperaturas menores a -20°C. Para ello se
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coloco un nervio dorsal y un nervio ventral en un molde al que luego se le
agregé medio de montaje (CryoGlue SLEE medical GmbH 30001101).
Utilizando el criostato se realizaron cortes longitudinales de 15 micrometros
consecutivos de los tejidos presentes en los bloques y se fijaron a
portaobjetos previamente tratados con poli-L Lisina 0,1% (Sigma Life
Science P8920). Luego, los mismos fueron guardados a -20°C hasta el

momento de llevar a cabo la inmunofluorescencia.
3.3.4 — Protocolo de Inmunofluorescencia

Se tomaron los portaobjetos con los cortes guardados a -20°C, se los dejo
unos minutos a temperatura ambiente y luego se marco alrededor de los
cortes con un marcador de cera (Mini PAP Pen Invitrogen 008877). Se
colocaron los portaobjetos sobre una camara humeda y se realiz6 una
permeabilizacién con Tritdn 0,5% en PHEM durante 20 minutos. Luego se
realizaron lavados 3x5 minutos con PHEM. Después del ultimo lavado se
realiz6 el bloqueo utilizando buffer de incubacion (Composicion del Buffer
de Incubacion: Glicina 3% y BSA 2% en PHEM) durante 30 minutos en
horno de hibridacién a 37°C. Luego del bloqueo se realizé la incubacién con
anticuerpos primarios especificos en buffer de incubacion (Tabla 1)
overnight a 4°C. Se realizaron experimentos con diferente combinacion de

anticuerpos primarios (Anti-Rpl5, Anti-Nefl y Anti-P o Anti-Rps3a, Anti-Nefl

Tabla 1. Anticuerpos primarios especificos.

Conejo ProteinTech 15430-1-AP 1/150
Conejo ProteinTech 14123-1-AP 1/300
Humano ImmunoVision HPO-0100 1/500
Cell Signaling
Ratdn 2835 1/400
Technology
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y Anti-P). Es importante tener en cuenta que las proteinas ribosomales P
son marcadas en ambas combinaciones de anticuerpos, por lo que se
obtendran réplicas de dicho marcaje. Al dia siguiente se realizaron lavados
3x5 minutos con PHEM, y luego del ultimo lavado se realiz6 la incubacion
con DAPI y los anticuerpos secundarios en buffer de incubacion (Tabla 2)
durante 2 horas a temperatura ambiente. Es importante que una vez
agregados los anticuerpos secundarios se evite la exposicion a la luz de los
preparados, de modo de proteger el fluoréforo. Transcurridas estas dos
horas se realizaron lavados 3x5 minutos con PHEM y por ultimo se procedio

a realizar el montado con un cubre objetos utilizando el medio de montado

Tabla 2. Anticuerpos secundarios y métodos de tincion.

Life technologies A12379 1/400

Anti-Neurofilamento Life technologies A-11008 1/500
Anti-Rpl5
Anti-Rps3a

Life technologies A-21422 1/500

Anti-Proteina ribosomal P Life technologies A-21445 1/500

Life technologies P-36931

Prolong conjugado a DAPI (Life Technologies P-36931). Luego de secados
los preparados se los sella con esmalte y se guardan a 4°C hasta el
momento de su visualizacién en el microscopio confocal. En paralelo se
realiza un control negativo de la inmunofluorescencia, cuya Unica diferencia

es que no fue incubado con anticuerpos primarios especificos.

3.3.5 - Visualizacion en el microscopio confocal de alta resolucion

La visualizacion se realizo utilizando el microscopio confocal institucional
Zeiss LSM800 — AiryScan del IIBCE con el objetivo 63X de inmersion en
aceite, y las imagenes fueron obtenidas utilizando el software asociado Zen
Blue 2.3. Observando el control negativo se fij6 la potencia del laser y el
nivel del fotomultiplicador de modo de que no se observe sefal al irradiar
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la muestra con las diferentes longitudes de onda utilizadas. Luego de
fijados los parametros para evitar la observacion de sefales debidas a
reconocimiento inespecifico por parte de los anticuerpos secundarios 0
autofluorescencia de los tejidos, se procedié a analizar los experimentos.
Para ello se obtuvieron mas de 15 imégenes de planos a lo largo de los
cortes de ambas raices sin variar la potencia del Iaser ni el fotomultiplicador,
de modo de poder cuantificar y comparar las sefiales de expresion entre

ambas raices.

3.3.6 - Cuantificacion

Para realizar la cuantificacion de las sefales observadas en el microscopio
confocal se utilizo la herramienta informatica ImageJ Fiji. Segun el objetivo
planteado se siguieron dos metodologias diferentes:

3.3.6.1 - Cuantificacion de sefiales en Tejido Entero

Se abrieron todas las imagenes y se utilizé la herramienta Measure para
medir intensidad de fluorescencia en cada canal. De este modo se obtuvo
un valor de Intensidad de Fluorescencia, el cual luego se dividié por el area
de la seccién de modo de obtener una medida independiente del area
observada.

3.3.6.2 - Cuantificacién de sefiales en axones

Para la cuantificacion en axones, se utilizé la fluorescencia dada por el
marcaje del neurofilamento para delimitar los axones en las imagenes
obtenidas y posteriormente se cuantificd la sefial dentro de los mismos
siguiendo los pasos que se detallan a continuacion. Para cada imagen
correspondiente al canal donde se marca neurofilamento (Figura 2a) se

utilizan las opciones “Make binary” y “Fill holes” dentro de la pestaia
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“process” del ImageJ. De esta manera se obtiene una imagen binaria donde
se marcan en negro unicamente aquellas partes de la imagen que posee
sefal superior a un umbral seleccionado (en este caso se utilizé el umbral
por defecto) debido a la presencia de axones (Figura 2b). Luego se utiliza
la opcion “Analyze Particles” de la pestafia “Analyze”, en donde se define
que la mascara detectada debe tener un minimo de tamafio de 4 micras
cuadradas de modo de filtrar un posible marcaje inespecifico (Figura 2c).
Para las imagenes correspondientes a todos los canales de fluorescencia
se utiliza la opcion “Overlay From Roy Manager” presente en la pestafia
“Image” de modo de incorporar la mascara de neurofilamento generada en
los pasos previos (Figura 2d). Finalmente se utiliza la herramienta

“Measure” presente en el “Roy Manager”, obteniendo como resultado
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intensidad de fluorescencia y area de cada axdn detectado en la imagen.
De modo de obtener una medida independiente de la cantidad de axones
y del area de axones observada en cada imagen, se sumaron las
intensidades de fluorescencia de cada canal y se dividieron por el area total

de axones en la imagen. Asi, se obtuvo para cada canal de fluorescencia

a) b)

Figura 2. Método utilizado para cuantificacion de sefal en axones en imagenes de
inmunofluorescencia. a) Canal correspondiente a neurofilamento. b) Imagen binaria
representando en negro la sefial proveniente de neurofilamento. c) Seleccién de
mascara utilizando la imagen binaria mencionada anteriormente. d) Superposicion de
mascara con canal de fluorescencia que se desea cuantificar. La barra de escala
corresponde a 10 um.
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un valor de IntDen/Area (siendo IntDen densidad integrada de
fluorescencia) de las imdgenes obtenidas. Para evaluar si la intensidad de
fluorescencia es significativamente diferente entre las raices se utilizo el

test estadistico t-student de dos colas asumiendo varianzas iguales.

3.3.7 — Colocalizacién

Las imagenes de Colocalizacion fueron realizadas utilizando el plugin
Colocalization Finder del programa de analisis de imagenes ImageJ. Se
analizé la Colocalizacion de las proteinas ribosomales P con Rps3a o con
Rpl5. De esta manera, se generaron imagenes en las que se observa los
pixeles de la imagen original dénde hay intensidad de fluorescencia mayor
al umbral fijado en los dos canales analizados. Asi, permite confirmar que

dos moléculas se encuentran cercanas espacialmente en la célula.
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4. Resultados

El principal material de partida para abordar los objetivos planteados son
los datos de secuenciacion obtenidos a partir de extracciones de ARN de
muestras de RD, RV, ARV y ARD. Estos datos fueron procesados y
analizados utilizando principalmente la herramienta bioinformética CLC

Genomics Workbench v.11.

4.1 - Anélisis y procesamiento preliminar de las secuencias obtenidas

mediante secuenciacion masiva

En primer lugar se resolvio realizar un recorte de las secuencias con el fin
de mejorar la calidad de las mismas. En la Tabla 3 se presentan la longitud
y numero de lecturas iniciales y posteriores al recorte. Se observa que el
largo final difiere levemente del inicial y que muy pocas fueron descartadas
con los parametros escogidos para el recorte. Posteriormente se analizé la
calidad de las secuencias, observando que la misma era adecuada para
seguir adelante con el analisis.

Tabla 3. Cantidad y largo de lecturas obtenidas por secuenciacion de ARN previas y

posteriores al recorte de las mismas segin su calidad. Se presentan datos

correspondientes a axoplasmas de raiz dorsal (ARD), axoplasmas de raiz ventral
(ARV), raices dorsales (RD) y raices ventrales (RV).

46.481.126 99,8 46.480.929
100 45.444.018 99,8 45.444.018
100 41.414.414 99,8 41.414.387
100 40.768.410 99,8 40.768.288
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4.2 - Alineamientos

Las lecturas recortadas de acuerdo a los parametros de calidad escogidos
fueron alineadas frente al genoma de referencia actualizado de Rattus
Norvegicus (GCA_000001895.4). El CLC otorga las estadisticas generales
del alineamiento, las cuales se presentan en la Tabla 4 y permiten confirmar
que se obtuvo un buen porcentaje de lecturas alineadas (porcentaje de
lecturas no alineadas menor al 15% en todos los casos). La secuenciacion
fue realizada a partir de extracciones de ARN, por lo que a priori se

esperaria que las secuencias alineen frente a regiones definidas como

Tabla 4. Estadisticas generales del alineamiento. Se indican los porcentajes de lecturas
alineadas en pares o sin par, y también el porcentaje de lecturas no alineadas frente al
genoma de referencia para los 4 transcriptomas en estudio.

Tabla 5. Estadisticas de las lecturas alineadas frente al genoma. Se presentan los
porcentajes de las lecturas alineadas frente a regiones anotadas como genes,
diferenciando intrones y exones, o frente a regiones intergénicas.

91,76 97,14 89,19 88,61
_ 12,42 5,34 17,72 19,47
_ 79,35 91,80 71,47 69,14
_ 8,24 2,86 10,81 11,39
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genes. De modo de verificar lo anteriormente mencionado, se presentan
las estadisticas otorgadas por el CLC indicando el porcentaje de lecturas
gue se alinean a las distintas regiones del genoma en la Tabla 5. Se
observa que la mayoria de las lecturas alinean contra genes vy
particularmente contra exones. Ademas, hay lecturas que alinean frente a
regiones intergénicas, pero aun asi estas resultan ser la minoria (no

superan en ningun caso el 15% de las lecturas alineadas).

4.3 - Distribuciéon de biotipos de moléculas de ARN secuenciadas

Esta tesina se centra en el analisis de ARNs codificantes para proteinas,
pero estos no son los Unicos tipos de ARNs presentes en un tejido. Por lo
tanto, ademas de verificar que la mayoria de las lecturas alinea frente a

genes, es importante analizar la distribucién de biotipos (Figura 3).

Analizando esta distribucion, es posible observar que la amplia mayoria de
las lecturas alinean frente a genes codificantes para ARNr mitocondriales
en todas las muestras que se estudian. En segundo lugar se encuentran
los genes que codifican para proteinas y muy por debajo genes que

codifican para ARNs largos no codificantes (lincRNA), ARNs no

100 0,5
90 BARD WARV mRD mRV 0,45

80 0,4
70 0,35

60 0,3

® 50 0,25 ®
40 0,2
30 I 0,15
20 0,1
10 I I I 0,05
0 [ | sl _nm ™ -

Mt rRNA protein lincRNA  miscRNA retained processed ribozyme nonsense snoRNA
coding intron transcript mediated
decay

Figura 3. Distribucion de biotipos. Porcentaje de lecturas alineadas en funcién de las
distintas categorias de ARN. Las categorias a la izquierda de la linea punteada roja
se corresponden con los valores del eje Y primario (a la izquierda), mientras que las
categorias a la derecha de la misma se corresponden con los valores del eje Y
secundario (a la derecha).
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codificantes sin clasificar (miscRNA), intrones retenidos (retained intron),
transcriptos procesados (processed transcripts), ribozimas (rybozime),
ARNs degradados por mutaciones terminadoras (nonsense mediated
decay) y ARNs nucleolares pequefios (SnoRNA). También se observa que
la distribucion se asemeja en mayor medida cuando se comparan las dos
muestras de axoplasma o las dos muestras de raiz completa entre ellas

gue al comparar axoplasmas con raices.

4.4 - Comparacion de ARNs detectados en las diferentes listas

Luego del alineamiento, se filtrd la lista de genes de modo de evitar incluir
genes con pocas lecturas que podrian ser falsos positivos. El filtrado se
realiz6 tomando 1 como limite inferior de TPM. Se detectaron transcriptos
codificados por 1240 genes en ARD y por 882 genes en ARV. Las listas de
genes con expresion detectada se compararon mediante diagramas de
Venn (Figura 4), los cuales permiten obtener un listado de genes Unicos y

compartidos entre las muestras.

En la Figura 4a, se observa que varios de los genes con expresion
detectada en ambos axoplasmas son compartidos, pero hay una gran

proporcion que se detectan Unicamente en axones de neuronas motoras o
a) b) c) d)

1801
ARD
ARD

(1240) 10202)

692 (9372) (1240) “0202]

ARV

ARV 882]
Figura 4. Diagramas de Venn comparando los genes cuya expresion fue detectada en

(882) (9372)
las muestras de axoplasma de raiz ventral (ARV), axoplasma de raiz dorsal (ARD), raiz
ventral (RV) y raiz dorsal (RD).
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en axones de neuronas sensoriales. Mas de la mitad de los genes con
expresion detectada (55%) en axoplasmas de raices dorsales no se
detectan en axoplasmas de raices ventrales, y el 38% de los genes con
expresion detectada en axoplasmas de raices ventrales no se detectan en
axoplasmas de raices dorsales. El diagrama también permite observar que
se detectaron transcriptos provenientes de una mayor variedad de genes

en axones de raiz dorsal (1240) que en axones de raiz ventral (882).

A nivel de las raices completas, en la Figura 4b se observa que la mayor
parte de los genes con expresion detectada en ambas raices son
compartidos, pero aun asi existe cierta proporcién de los mismos que se
detectan en una raiz y no en la otra. Alrededor del 18% de los genes
detectados en raices dorsales no se detectan en raices ventrales, mientras
que aproximadamente el 10% de los que son detectados en raices
ventrales no se detectan en raices dorsales. Al analizar las Figuras 4a 'y 4b
en conjunto se observa que la variedad de ARNs es mucho mayor en el

tejido completo de raices que en axoplasmas.

Por otro lado, las Figuras 4c y 4d comparan genes con expresion detectada
en los axones frente a los detectados en la raiz completa de la cual forman
parte. A priori, se esperaria que todos los que se detectan en axones se
detecten en la raiz correspondiente, dado que los axones son componentes
del tejido analizado. Sin embargo, a pesar de que se observa que la mayor
parte de ellos son detectados en ambas muestras, existe un pequefio
subgrupo que se detecta en los axones y no en la raiz completa. En el caso
de axoplasmas de raices dorsales este subgrupo corresponde a
aproximadamente el 12% de los genes con expresion detectada, mientras
gue en axoplasmas de raices ventrales corresponde a aproximadamente el
8%. Intrigantemente, dentro del subgrupo de ARNs que se detectaron en
ARV y no en RV, se encuentra el codificante para ADN Polimerasa Nu
(Poln), proteina que participa en la reparacion del ADN. A partir de este

resultado se decidio investigar si se detectaba la presencia de mensajeros
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codificantes para otras ADN polimerasas, encontrando que el codificante

para Poln era el Unico presente en la muestra.

Para analizar el conjunto de genes con expresion detectada en el
axoplasma y no en la raiz que componen se realizaron analisis de
ontologia. En ellos, se observd un enriqguecimiento de categorias
ontolégicas relacionadas a la funcion axonal como “sinapsis” y

“proyecciones neuronales” entre otras.

4.5 - Analisis de ontologia

Sobre todos los genes cuya expresion fue detectada en las muestras
axonales se realizaron analisis de ontologia utilizando la herramienta
informatica DAVID 6.7. De esta forma se analiz6 si las muestras presentan
enriquecimiento de algunas de las categorias de los diferentes dominios
ontoldgicos estudiados (proceso biolégico, componente celular, funcién

molecular).

En las Figuras 5 y 6 se observan las categorias ontolégicas enriquecidas
significativamente en cada dominio ontoldgico para ARD y ARV
respectivamente, ordenadas segun el porcentaje de genes de dicha
categoria detectados. Unicamente se muestran aquellas categorias cuyo
p-valor corregido (Benjamini) es menor a 0,05. A pesar de que en los
diagramas de Venn se habian observado grandes diferencias en los genes
detectados entre ARV y ARD, se observé que las categorias enriguecidas
en ambas muestras para los tres dominios ontologicos son similares entre
si. Categorias relacionadas a la traduccion y al ribosoma se encuentran
enriquecidas en ambas muestras, demostrando asi la importancia de
analizar especificamente los ARNSs codificantes para proteinas ribosomales

en el axén.
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4.6 - Deteccion de ARNs codificantes para proteinas ribosomales en

muestras de raiz ventral, dorsal y axoplasma

Con el fin de analizar la expresion de genes codificantes para distintas
proteinas ribosomales, en primer lugar se debio generar un listado de los
mismos, ya que el mismo no se encuentra publicado en la bibliografia
revisada. Dicho listado fue generado mediante la busqueda de genes
codificantes para proteinas ribosomales en la base de datos ENSEMBL. A
partir de dicha busqueda se obtuvo un listado de 163 genes, los cuales
codifican para las 80 proteinas ribosomales y para pardlogos de las

mismas.

Luego, se analizo la presencia de mensajeros codificados por dichos genes
en los transcriptomas en estudio. En las raices completas se detect6 una
mayor variedad de mensajeros codificantes para proteinas ribosomales
gue en axoplasma, habiéndose detectado mensajeros para 107 de los 163
genes con un TPM mayor a 1 tanto en RV como en RD. En cambio, al
analizar la expresién de estos genes en las muestras de axoplasma se
observa que del total de 163 genes, se detectan 47 genes en ARV y 75

genes en ARD.

Se realizaron graficos de distribucion de TPM con el fin de comparar los
perfiles de abundancia de transcriptos codificantes para proteinas
ribosomales entre axoplasmas y entre raices. El grafico presentado en la
Figura 7a permite observar los perfiles de abundancia de ambas raices
nerviosas. Para su realizacién se tomaron en cuenta los 110 genes que
presentan TPM mayor a uno en al menos una de las dos muestras. El
grafico presentado en la Figura 7b permite analizar las diferencias en la
abundancia de cada mensajero. Por otro lado, el grafico presentado en la
Figura 8a presenta los perfiles de abundancia de las muestras de

axoplasma, y para su realizacion se tomaron en cuenta los 80 genes que
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presentan TPM mayor a 1 en al menos una de las dos muestras. El gréafico
presentado en la Figura 8b permite analizar las diferencias en la
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Figura 7. a) Perfil de abundancia de TPM de ARNm codificantes para proteinas
ribosomales en raices ventrales (RV) y dorsales (RD). El eje de las ordenadas posee
dos escalas diferentes, cambiando la misma a partir del valor correspondiente a 800
TPM. b) Diferencias en los niveles de abundancia de cada mensajero entre ambas
muestras.
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Figura 8. a) Perfil de abundancia de TPM de ARNm codificantes para proteinas
ribosomales en axoplasmas de raices ventrales (ARV) y dorsales (ARD). El eje de las
ordenadas posee dos escalas diferentes, cambiando la misma a partir del valor
correspondiente a 80 TPM. b) Diferencias en los niveles de abundancia de cada
mensajero entre ambas muestras.

abundancia de cada mensajero. En la Figura 7b, se observa que el patrén

de abundancia de mensajeros para los tejidos RV y RD refleja perfiles muy
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similares indicando que no presentan grandes diferencias. A diferencia de
ello, al analizar el perfil obtenido para las muestras de axoplasma en la
Figura 8b, se puede observar que, si bien el perfil no es completamente
diferente, hay notorias diferencias en los valores de expresion obtenidos
para ciertos genes. Al observar las Figuras 7a y 8a se observa que la
abundancia difiere entre cada mensajero, siendo para algunos casos
llamativamente mayor al resto. Por ejemplo, en raices ventrales y dorsales
se observa que el ARNm codificante para Rpl21 es el que posee mayor
abundancia, siendo ésta mayor al doble de la abundancia media de ARNm
codificantes para proteinas ribosomales detectados. En axoplasmas, se
observa que para ARV el ARNm que se encuentra en mayor abundancia
es el codificante para Rpl35, mientras que en ARD es el codificante para
Rps30.

4.7 - Deteccion de ARNs codificantes para proteinas ribosomales en

transcriptomas obtenidos de bases de datos

Posteriormente, se decidié re-analizar un transcriptoma de higado de rata
con el fin de analizar el perfil de expresion de proteinas ribosomales en
otros tejidos. También se re-analizé un transcriptoma de ciatico de modo
de analizar el perfil de expresion en un tejido similar a los analizados
previamente. Por dltimo, se re-analizé un transcriptoma de cultivo celular
de fibroblastos de modo de analizar el perfil de expresién en lineas

celulares.

Al igual que para los datos de secuenciacion obtenidos previamente, se
realizd un recorte con las mismas exigencias de calidad de modo de que la
calidad de las secuencias fuera 0ptima. Luego, se analizo la calidad de las
mismas verificando que fuera adecuada y se prosiguioé con los analisis de

alineamiento. Con el fin de observar la distribucion general de expresion de
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mensajeros en todas las muestras (incluyendo las obtenidas mediante
secuenciacion y las descargadas de bases de datos), y para confirmar que
las réplicas sean efectivamente comparables entre si, se realizé un boxplot
donde se representa el TPM de los genes detectados en cada muestra
(Figura 9). Analizando el box plot se confirma que las réplicas tienen una
distribucion similar, lo cual sumado a que son datos provenientes de
publicaciones cientificas permite asumir que las mismas son réplicas
confiables. Por lo tanto, para los analisis posteriores se trabajé con el
promedio de TPM de cada gen para los datos con réplicas. A su vez,
también se observa que las distribuciones obtenidas para los axoplasmas
son similares entre si, y que las mismas difieren de las distribuciones

obtenidas para raices completas.
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Figura 9. Comparacion entre la distribucion de TPM de transcriptomas de diferentes
muestras. Las muestras analizadas fueron raices ventrales y dorsales, axoplasmas
provenientes de las mismas, fibroblastos (duplicado), higado (triplicado) y ciatico
(triplicado). Las cajas junto a las barras de variacion representan a los percentiles 10-
90. Se presenta la mediana de expresion para cada muestra
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Con el fin de analizar y comparar la distribucion de TPMs de los genes
codificantes para proteinas ribosomales en todas las muestras con las que
se trabajo se realiz otro boxplot (Figura 10). En este grafico, ademas de la
distribucion de TPMs de todos los genes detectados en cada muestra, se
representa la distribucion de TPMs de los genes codificantes para proteinas
ribosomales. Se observa que, exceptuando a las muestras de axoplasma,
la mediana de TPM para proteinas ribosomales es mayor a la mediana de
TPM de los genes totales detectados, indicando que son genes de alta
expresion. Para el caso de las muestras de axoplasmas se observa que la
distribucion de TPMs de genes codificantes para proteinas ribosomales es

muy similar a la de TPMs de todos los genes. A pesar de ello, se observa
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Figura 10. Comparacion entre la distribucion de TPM de transcriptomas (blanco) y de
mensajeros codificantes para proteinas ribosomales (azul). Las muestras analizadas
fueron raices ventrales y dorsales, axoplasmas provenientes de las mismas,
fibroblastos, higado y ciético. Las cajas junto a las barras de variacién representan a
los percentiles 10-90. Se presenta la mediana de expresion para cada muestra.
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que la mediana de TPMs de genes codificantes para proteinas ribosomales
aumentaria levemente frente a la mediana de TPMs de todos los genes

tanto para ARV como para ARD.

4.8 — Analisis comparativo de la expresion de genes codificantes para

proteinas ribosomales en diferentes tejidos, células y estructuras sub-

celulares mediante Heat Map

Analizando los perfiles de TPMs de genes codificantes para proteinas
ribosomales en raices y en axoplasmas, se observo que ciertos mensajeros
se encuentran en mayor abundancia que otros. Para evaluar esta situacion
se realiz6 un Heat Map (Figura 11), el cual permite, mediante una
representacion coloreada identificar aquellos mensajeros con una
abundancia mayor o menor a la media, asi como también agrupar a las
muestras segun su similaridad. Las columnas del Heat Map representan a
las muestras y las filas a cada gen. Se realiz6 un escalado por columnas,
por lo que los colores indican expresiéon del gen respecto a la media de
expresiones en la muestra. Para el agrupamiento entre muestras se utilizé
el método de promedios para el clustering y el método de Kendall's Tau
para medidas de distancia. Las muestras ARV y ARD se agrupan entre si,
y lo mismo ocurre con las muestras de raices completas RV y RD. Se
observa que varios genes se mantienen como los mas expresados en todas
las muestras, como es el caso de Rplpl, Rpl41l y Rps29. Sin embargo, se
observa que hay otros que presentan una mayor expresion que la media
en cierta muestra y no en otras, indicando una posible sobreexpresion
especifica de tipo o estructura celular. Tal es el caso de Rps7 y Rps10I1,
CUyoS mensajeros se encuentran en alta abundancia relativa en ARD y no

en el resto de las muestras.
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Figura 11. Distribucién de abundancia de mensajeros codificantes para
proteinas ribosomales relativa a cada muestra. Heat Map escalado por
columna, siendo las columnas las muestras y las filas los genes codificantes
para proteinas ribosomales. Las muestras analizadas corresponden a ARV,
ARD, RV, RD, cultivo de fibroblastos (C.F), higado y ciatico.
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4.9 - Deteccion de proteinas ribosomales mediante

inmunofluorescencia

Utilizando las herramientas bioinformaticas mencionadas anteriormente, se
observaron diferencias en la abundancia de mensajeros codificantes para
Rps3a y Rpl5 entre las diferentes muestras ventrales o dorsales tal como
se observa en las Tablas 6 y 7. Con el fin de evaluar si las diferencias en
abundancia de mensajeros se ven reflejadas en una diferente abundancia
de proteinas, usualmente se suelen realizar experimentos de Western Blot.
Sin embargo, este abordaje no resulta util para realizar cuantificaciones a
nivel axonal, dado que con el instrumental disponible no es posible detectar
los bajos niveles de proteina alli presentes. Una estrategia que a priori
resultaba factible para abordar este problema es la realizacion de

experimentos de inmunofluorescencia semi-cuantitativos.

De modo de identificar correctamente las estructuras y tipos celulares

presentes en las raices nerviosas, se realizaron experimentos de marcaje

Tabla 6. Abundancia de mensajeros codificantes para Rps3a en las muestras de
axoplasma y raices.

---——
0,54 0,41

_ 9,65 6,25 36 119

" RY | 20599 104,51 1070 1985
R0 2 94,39 869 1840

Tabla 7. Abundancia de mensajeros codificantes para Rpl5 en las muestras de
axoplasma y raices.

_--__
87,27 66,69 1329 1335
_ 28,53 18,49 337 342
RV 38508 19537 3148 3658
R0 w767 233,06 3788 4347
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de los tejidos con DAPI y con Faloidina conjugada a un fluoréforo. De esta
manera se pueden detectar los filamentos de actina y los nucleos en el
tejido, facilitando el andlisis de las diferentes estructuras y tipos celulares
presentes. En las Figuras 12 y 13 se sefialan las principales estructuras
celulares presentes en el tejido de estudio, lo cual sirve de base para tener

conocimientos generales del tejido.

Luego, se disefiaron experimentos de inmunofluorescencia donde se
marcaron proteinas ribosomales en las que se observa diferente
abundancia de transcriptos entre ARV y ARD (Rpl5 o0 Rps3a) y otras en las
gue no se observan dichas diferencias (Proteinas ribosomales P (RplpO,
Rplply Rplp2)). Estos experimentos fueron realizados sobre cortes de raiz
dorsal y ventral con el fin de realizar las cuantificaciones de proteina tanto

Mielina compacta AXON

Incisura Nucleo de Citoplasma
de Schmidt- Célula de externo de célula
Lanterman Schwann de Schwann

Figura 12. Estructuras de raiz ventral de rata obtenidas utilizando métodos de tincién
con DAPI y Faloidina conjugada a fluoréforo. Se observan filamentos de actina (gris) y
ndcleos (azul). La barra de escala (blanco) corresponde a 5 um
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Mielina compacta Célula de
Schwann

AXo6n Nodo de
Ranvier

Figura 13. Estructuras de raiz ventral de rata obtenidas utilizando métodos de tincion
con DAPI y Faloidina conjugada a fluoréforo. Se observan filamentos de actina (gris) y
nacleos (azul). La barra de escala (blanco) corresponde a 5 um

a nivel de tejido entero como a nivel axonal. Ademas, permiten analizar la

distribucion de las proteinas previamente mencionadas en las raices.

Se obtuvieron 15 imagenes de cada experimento con el fin de realizar
cuantificaciones de intensidad de fluorescencia para cada proteina
ribosomal en la raiz completa, asi como también en el axén. Para obtener
las imagenes de microscopia, se configuraron los parametros del
microscopio de modo de que no se observe sefal de fluorescencia en el
control negativo. De esta manera, se evita en gran medida la deteccién de
fluorescencia debido a reconocimientos inespecificos del anticuerpo

secundario 'y a  autofluorescencia. Los experimentos de
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inmunofluorescencia realizados no permitieron la correcta cuantificacion de
sefial de modo de poder correlacionarlo con la abundancia de las proteinas
en el axon. Los resultados obtenidos no fueron reproducibles, ya que al
cuantificar la presencia de proteinas ribosomales P en las réplicas técnicas
obtenidas, se obtuvieron resultados discordantes. Las complejidades
propias de la técnica provocan errores al utilizarla para cuantificar proteinas
en diferentes muestras, ya que hay muchas variables que pueden afectar
la cuantificacion. Ejemplo de ello son la seleccién de planos, la diferente
penetrabilidad de los anticuerpos en muestras distintas y la calidad de los
cortes de modo de que sean comparables.

Las inmunofluorescencias realizadas permitieron analizar la distribucién de
las proteinas ribosomales Rpl5, Rps3a y las proteinas ribosomales P
(Rplp0, Rplpl, Rplp2) en los tejidos en estudio. Los anticuerpos conjugados
a fluorescencia que detectan neurofilamentos nos permiten identificar
claramente las regiones en las que se encuentran los axones, y el DAPI

permite identificar nlcleos pertenecientes a células de Schwann.

Se analizé un nucleo de célula de Schwann de raiz dorsal en detalle
mediante tincibn con DAPI (Figura 14). En la regién interna al nucleo se
detecta un sitio sin tincion, el cual corresponderia al nucléolo (Sirri et al.
2008). En este sitio, se observa una mayor intensidad de fluorescencia
correspondiente al marcado de las proteinas ribosomales P, indicando una
acumulacion de las mismas en el nucléolo. En cambio, la intensidad de
fluorescencia correspondiente a la proteina ribosomal Rpl5 no presenta

mayores diferencias en las distintas regiones del nucleo.

También se analizé un nodo de Ranvier en detalle (Figura 15). Esta imagen
se obtuvo mediante la captura de imagenes en diferentes planos focales,
lo cual permite realizar la proyecciéon ortogonal que en dicha Figura se
representa. Alli se confirma que hay sefal correspondiente a Rpl5 y las

proteinas ribosomales P en todas las secciones del axon. Ademas, se
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observa una acumulacion de sefial para Rpl5 en la zona correspondiente

al nodo.

Por otro lado, se analiz6 globalmente la distribucion de las proteinas
ribosomales en los tejidos de raiz ventral y dorsal de rata (Figuras 16 y 17).
Tal como se esperaba, ninguna de las proteinas ribosomales fue detectada
en la region correspondiente a mielina compacta. Se observa alta sefial de
fluorescencia correspondiente a la marca de las proteinas ribosomales Rpl5
y Rps3a en axones (identificados mediante la utilizacion de anti-
neurofilamento), mientras que la deteccion de dichas sefiales es de menor
abundancia en las células de Schwann. La distribucién de las proteinas
ribosomales P es diferente, ya que se detecta una mayor abundancia de
sefial en las células de Schwann, fundamentalmente en zonas cercanas e
internas a nucleos, y una sefial menor en axones. Igualmente, se observa
gue existen sitios de colocalizacién de las proteinas ribosomales P con
Rps3a o con Rpl5. La colocalizacion entre Rps3a y proteinas ribosomales
P indica sitios donde probablemente se encuentren ribosomas
ensamblados al haber cercania entre proteinas de la subunidad mayor y
menor del ribosoma. Sin embargo, se observan sitios de colocalizacién
internos al ndcleo, localizacién en la que no se encontrarian ribosomas
ensamblados. Por lo tanto, a pesar de que indica cercania entre las dos
subunidades, no es posible afirmar que todos los sitios de colocalizacion
correspondan a ribosomas ensamblados. Los sitios de colocalizacion se
observan con mayor intensidad en regiones cercanas al nucleo, lo cual es
esperable dada la presencia de reticulo endoplasmético en dichas
regiones. Aunque en menor cantidad, también se observan sitios de

colocalizacién en axones.
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Figura 14. Detalle de nucleo de Célula de Schwann obtenida de raiz dorsal. Se observa
Rpl5 (verde), Rplp0, Rplpl y Rplp2 (rojo), y nicleo (azul). La barra de escala
corresponde a 5 pm.
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Figura 15. Detalle de nodo de Ranvier en raiz ventral de rata. A la izquierda de cada
imagen se observa su proyeccion ortogonal. Se observa Rpl5 (verde), Rplp0, Rplply
Rplp2 (rojo), y filamentos de actina (gris). La barra de escala corresponde a 5 pm.
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B = -

Colocalizacion -.

Figura 16. Inmunofluorescencias sobre raices dorsales (izquierda) y ventrales
(derecha) de rata. Se observan las proteinas ribosomales Rplp0, Rplpl y Rplp2 (rojo),
Rps3a (verde), Neurofilamento (gris) y nucleos (azul). En blanco se observa
colocalizacion entre Rps3a y Anti P. Las barras de escala corresponden a 5 um.
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Figura 17. Inmunofluorescencias sobre raices dorsales (izquierda) y ventrales
(derecha) de rata. Se observan las proteinas ribosomales Rplp0, Rplpl y Rplp2 (rojo),
Rpl5 (verde), Neurofilamento (gris) y nucleos (azul). En blanco se observa
colocalizacién entre Rpl5 y Anti P. Las barras de escala corresponden a 5 pm.
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5. Discusioén

Esta tesina realiza un aporte importante al estudio del transcriptoma axonal
al ser parte del primer analisis realizado sobre axoplasmas in vivo.
Particularmente, se realiza una primera aproximacién al estudio de la
expresion de genes codificantes para proteinas ribosomales en
axoplasmas, observando y analizando diferencias entre neuronas motoras

y sensoriales.

5.1 - Andlisis transcriptémico de muestras de raiz dorsal y ventral

El principal objeto de partida para los analisis aqui realizados fueron datos
de secuenciacion, los cuales se debieron alinear frente al genoma de
referencia actualizado de rata, incluyendo las anotaciones de genes. Un
importante parametro de la calidad del alineamiento es el porcentaje de
lecturas alineadas frente al genoma de referencia, lo cual es un indicador
de la calidad de la secuenciacion y de la presencia de contaminaciones en
la muestra. Usualmente, se espera que el porcentaje de lecturas alineadas
ronde entre el 70-90% (Conesa et al. 2016). El alineamiento realizado fue
exitoso para las 4 muestras, al lograr alinear mas de un 85% de las
secuencias frente al genoma de referencia, lo cual evidencia que las
lecturas y el genoma de referencia utilizados son adecuados. Ademas, para
las 4 muestras se observa que mas de un 85 % de las lecturas mapeadas
frente al genoma se alinean contra zonas anotadas como genes, lo cual es
esperable al estar secuenciando ARN. Las restantes secuencias alinean
frente a zonas descritas como intergénicas, lo cual se puede deber a
posibles errores en las anotaciones del genoma ya que muchas veces
resulta complejo definir el inicio y fin de determinado gen. También cabe la

posibilidad de que algunas de estas secuencias correspondan a genes no
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anotados, o bien que haya habido cierto porcentaje de error en el

alineamiento.

5.2 - Distribucion de biotipos de moléculas de ARN secuenciadas

El abordaje que realizamos en esta tesina, de secuenciar el ARN a partir
de extraccion de ARN total, lleva a obtener tanto alineamientos frente a
genes codificantes como no codificantes para proteinas. En el gréfico que
representa la distribucion de biotipos (Figura 3) se observa que la mayor
parte de las lecturas alinean frente a ARNr mitocondriales y frente a genes
codificantes para proteinas. Aunque se detectan en baja proporcion en
comparacion con los genes codificantes para proteinas y para ARNr
mitocondriales, resulta importante destacar que se detecta presencia de
diversos tipos de ARNSs no codificantes tanto en las muestras de axoplasma
como en las de tejido. El estudio de este tipo de ARNs es un tema de
investigacién activa dado que se han encontrado ARNs que pueden cumplir
una amplia variedad de funciones, y otros cuya funcién permanece
desconocida. (Cech and Steitz 2014). Es intrigante por lo tanto detectar
este tipo de ARNs en el axdn, generdndose preguntas acerca de las

posibles funciones que podrian cumplir en el mismo.

La distribucién de biotipos varia entre las diferentes muestras analizadas,
observandose que la distribucion es diferente entre axoplasma y raiz. Por
ejemplo, el porcentaje de lecturas alineadas frente a ARNr mitocondrial es
aproximadamente 20% mayor en axoplasma que en raiz. Sin embargo, las
distribuciones de ambos axoplasmas resultan similares entre si, y lo mismo
ocurre al comparar las distribuciones de raices. En transcriptomas axonales
publicados también se observd una mayor abundancia de ARNr
mitocondrial en axones que en somas (Briese et al., 2015), sugiriendo que,

relativamente, el axén posee una mayor cantidad de mitocondrias que el
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soma. Este hecho, provoca que en las muestras de axoplasma el
porcentaje de lecturas alineadas frente a genes codificantes para proteina
sea bajo (entre 10-20% del total de lecturas alineadas). Igualmente, al
tratarse de datos de secuenciaciéon de alta profundidad (méas de 4x10’
lecturas), es suficiente para analizar el transcriptoma. Al analizar la lista de
genes codificantes para proteinas detectadas en las muestras de
axoplasma se observa que los 10 genes con mayor abundancia de
transcriptos en ambos tipos axonales corresponden a genes codificados
por el genoma mitocondrial. Este hecho, sumado a la sobreexpresion de
ARNr mitocondrial observada en la distribucién de biotipos confirma que el
transcriptoma axonal se encuentra enriquecido en transcriptos requeridos
por la mitocondria. Esta situacién no se observa al analizar las listas de
genes detectadas en las muestras de raiz, donde los genes con mayor
abundancia provienen de distintos cromosomas sin mostrar una tendencia

clara.

5.3 - Comparacion de ARNs detectados en las diferentes listas

En este trabajo nos interes6 realizar las comparaciones de los
transcriptomas de raices y axoplasmas tomando en cuenta exclusivamente
los transcriptos codificantes. Se consideré como genes detectados a
aguellos genes con un TPM mayor a 1. El filtrado, aunque puede provocar
gue algun gen cuyo transcripto se encontraba en baja abundancia deje de
detectarse, es necesario para evitar posibles falsos positivos por errores de
alineamiento. De esta manera, se trata de trabajar Gnicamente con aquellos
genes que se pueda afirmar con seguridad que los transcriptos que

codifican se encuentran en las muestras de estudio.

Las anotaciones descargadas del genoma de Rattus Norvegicus poseen
informacion de localizacion para 30967 genes. Se detectaron transcriptos

codificados por 9372 y 10202 genes en las muestras de raices dorsales y
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ventrales respectivamente. Para las muestras de axoplasma se detectaron
transcriptos de una variedad notoriamente menor de genes; 1240 para la
muestra proveniente de raiz dorsal y 882 para la de raiz ventral. Esta
diferencia en la variedad de genes detectados era esperable, ya que las
muestras de tejido poseen varios tipos celulares y por lo tanto una gran
diversidad, mientras que las muestras de axoplasma representan a una
estructura sub-celular de un solo tipo celular. Teniendo en cuenta ademas,
gue ciertas proteinas pueden ser sintetizadas en el soma para luego ser
transportadas al axdén, Unicamente se esperaria encontrar en esta
localizacion subcelular a aquellos ARNs que cumplan directamente
funciones en el ax6n o0 que necesariamente deban ser traducidos

localmente.

El nimero de transcriptos detectados en axoplasmas es notoriamente
menor al reportado en diferentes analisis transcriptomicos axonales
realizados a partir de axones en cultivos celulares mediante RNA-seq.
Mientras que Minis y colaboradores detectaron aproximadamente 6000
transcriptos (Minis et al. 2014), y Briese y colaboradores 11000 transcriptos
(Briese et al. 2015), en el presente trabajo se detectan 1366 transcriptos en
ARD y 943 en ARV (codificantes por los 1240 y 882 genes
respectivamente). Teniendo en cuenta que los presentes analisis fueron
realizados partiendo de axones maduros y mielinizados in vivo, y que los
realizados por Minis y Briese fueron realizados a partir de cultivos
neuronales, las diferencias observadas podrian deberse a las
caracteristicas del axén y al ambiente en el que se encuentra. A esto se le
podria sumar que en las técnicas de aislamiento de axoplasma mediante
cultivos compartimentalizados exista una contaminacion de residuos entre
los compartimentos, segun indica un articulo en proceso de publicaciéon
(Nijssen et al. 2018). Por lo tanto, existe la posibilidad de que ciertos
transcriptos detectados en baja abundancia en los compartimentos

axonales provengan del somay no del axén.
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Al comparar las listas de genes con expresion detectada en muestras de
axoplasma con los detectados en el tejido de raiz de la cual provienen, se
observa que algunos de los genes que se detectan en el axoplasma no se
detectan en la raiz. Esto podria deberse a que son genes de baja expresion
en las raices nerviosas. Al analizar los transcriptomas axonales es posible
detectar la presencia de estos transcriptos dado que la gran mayoria de los
transcriptos de alta expresidbn no se encuentran presentes en esta
estructura subcelular provocando que, a pesar de su baja abundancia, si
se puedan detectar en axoplasmas. Al analizar los niveles de abundancia
de estos mensajeros se observa que un grupo importante de los mismos
se encuentra por encima del percentil 50 de los expresados en el
axoplasma. Ademas, al realizar analisis de ontologia con estos subgrupos
de genes se observa enriquecimiento en categorias ontologicas
relacionadas a la funcion axonal como la sinapsis, proyecciones
neuronales, etc. Por lo tanto, se podria considerar a este subgrupo de

genes como enriquecidos en el axon.

Los axoplasmas analizados provienen de diferentes tipos neuronales. Las
neuronas motoras son neuronas que participan en vias eferentes cuya
funciébn es provocar el movimiento de mauasculos, mientras que las
sensoriales son neuronas que participan en vias aferentes cuya funcién
principal es convertir estimulos externos en estimulos internos. Resulta
sorprendentemente alta la proporcion de genes cuya expresion se detecta
en un tipo de axoplasma y no en el otro, ya que a pesar de poseer
diferencias en cuanto a la funcién que cumplen, se trata del mismo tipo
celular. Estos resultados estan de acuerdo con lo descrito por el grupo de
Jeffery Twiss, quienes observaron una baja correlacion entre los
transcriptos enriquecidos en axoplasmas de neuronas motoras Yy
sensoriales. Estos resultados los obtuvieron al re-analizar los
transcriptomas publicados por Briese y colaboradores y Minis y

colaboradores (Kar, Joon Lee, and Twiss 2018).
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5.4 - Andlisis de ontologia

Mediante los analisis de ontologia se observa que, a pesar de las
diferencias observadas en los genes cuya expresion se detecta en cada
tipo neuronal, las categorias ontologicas enriquecidas en ambas muestras
de axoplasma son similares entre si. Resulta llamativo que en ambas
muestras de axoplasma se detecta enriquecimiento en categorias
relacionadas a la traducciéon y de componentes del ribosoma. El hecho de
gue se encuentre enriquecida la categoria traduccion puede ser explicado
por la sintesis local de proteinas en el axén. Sin embargo, el
enriguecimiento en mensajeros codificantes para componentes del
ribosoma no se puede explicar tan facilmente con los conocimientos
actuales. El ensamblaje de este complejo ribonucleoproteico es un proceso
muy complejo que ocurre en el ndcleo. Por lo tanto, resulta incierta la
funcién que cumplirian estos mensajeros en compartimentos subcelulares
alejados del nucleo como el axén. Se puso especial énfasis en el estudio
de la expresion de estos mensajeros con el fin de evaluar cuales se
expresan y para estudiar la abundancia de cada ARNm codificante para

proteina ribosomal.

5.5 - Deteccion de ARNs codificantes para proteinas ribosomales en

muestras de raiz ventral, dorsal y axoplasma

Con el fin de generar un listado de genes codificantes para proteinas
ribosomales se realiz6 una busqueda en las anotaciones presentadas en
ENSEMBL. Se encontr0 que la rata posee un total de 163 genes
codificantes para proteinas ribosomales, evidenciando que existen varios
genes con paralogos asociados. Es posible que el listado sea aun mayor,

ya que se observaron ciertos genes anotados dentro de familias de
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proteinas ribosomales que no fueron tenidos en cuenta para el presente
analisis al no poseer descripciones claras. Ademas, la rata posee més de
2500 pseudogenes asociados a estas proteinas (Balasubramanian et al.
2009), los cuales no fueron tenidos en cuenta para la generacion de este
listado. Dada la similitud que usualmente presentan los pseudogenes con
los genes asociados, cabe preguntarse acerca de la conveniencia de
enmascarar estos pseudogenes en el genoma. De este modo, se evitaria
la asignacion de lecturas a pseudogenes que podria estar afectando el
valor de expresion de los genes. En este proyecto se decidi6 no
enmascarar a los mismos, ya que los pseudogenes en muchas ocasiones
se pueden transcribir, y por tanto al enmascararlos se estaria obviando esta
situacion. Sin embargo, no se descarta para estudios posteriores la
realizacion de los andlisis aqui presentados enmascarando los

pseudogenes de modo de comparar los resultados obtenidos.

No todas las proteinas presentes en el axon son sintetizadas localmente,
siendo varias de ellas transportadas desde el soma. A priori, se pensaria
que las proteinas ribosomales no deberian sintetizarse localmente en el
axén teniendo en cuenta que el ensamblaje de las subunidades
ribosomales ocurre en el nucléolo. Por lo tanto, resulta I6gico imaginar que
la traduccion ocurra en el soma, posteriormente se ensamblen las
subunidades ribosomales y que las mismas sean transportadas al axén. Sin
embargo, diversos autores hallaron varios ARNs codificantes para
proteinas ribosomales al analizar transcriptomas de axén (Bigler et al.
2017; Briese et al. 2015; Gumy et al. 2011; Rotem et al. 2017; Saal et al.
2014; Taylor et al. 2009; Toth et al. 2018; Willis et al. 2007; Zivraj et al.
2010).

Consistentemente con estos hallazgos, en los analisis realizados en la
presente tesina, se detectan varios ARNs codificantes para proteinas
ribosomales en muestras de axoplasma de neuronas motoras y sensoriales

in vivo. Especificamente, del total de 163 genes identificados como
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codificantes para proteinas ribosomales, se detectaron ARNs codificados
por 47 genes en ARV y por 75 genes en ARD. Teniendo en cuenta que
varios genes codifican para la misma proteina, o para paralogos que
pueden reemplazarlas en el ribosoma (Genuth and Barna 2018), de las 80
proteinas ribosomales se detectan transcriptos codificantes para 43 en ARV
y para 68 en ARD.

A diferencia del axoplasma, en las muestras de raiz se detectd6 mensajeros
codificantes para las 80 proteinas ribosomales (107/163 genes en ambos
casos). Esto era esperable ya que este tejido incluye neuronas completas
(soma, axon y dendritas), y también varios tipos celulares diferentes como
células de Schwann y células del tejido conectivo. Estas células requieren
de la expresion de todas las proteinas ribosomales de modo de que el

ensamblaje de las subunidades ribosomales pueda ocurrir correctamente.

Resulta interesante el hecho de que mas de la mitad de las proteinas
ribosomales sean potencialmente traducibles en el axdén, despertando
preguntas acerca de las posibles funciones que podrian cumplir en el
mismo. En la investigacion realizada por Deglincerti y Jaffrey (2012)
observan que ademas de la deteccion de ARNs codificantes para proteinas
ribosomales en el axén, también se detectan ARNs codificantes para
factores necesarios en el ensamblaje de las subunidades ribosomales
(nucleolina, EMG1, GNL3 y Nolal-5) (Deglincerti and Jaffrey 2012).
Algunos de estos mensajeros fueron detectados en el presente estudio
(nucleolina, GNL3, Nola3) reafirmando lo observado por estos autores.
Estos hallazgos permiten hipotetizar que, al estar presentes mensajeros
gue codifican para proteinas involucradas en el ensamblaje y maduracién
del ribosoma, podrian ocurrir algunos pasos del ensamblaje de las
subunidades ribosomales en el axon. Sin embargo, teniendo en cuenta la
complejidad del proceso, y que del mismo participan mas de 200 moléculas
diferentes resulta poco probable que se puedan ensamblar subunidades

ribosomales de novo. Otra posibilidad que se plantea es que las proteinas
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sintetizadas localmente sean capaces de sustituir proteinas dafiadas del
ribosoma, de esta manera reciclandolo y aumentando la vida media del
complejo. También es posible que estas proteinas, al ser traducidas
cumplan funciones extrarribosomales claves para el axon. De las funciones
extrarribosomales descritas, varias de ellas podrian tener roles importantes
en el axén. Este es el caso de Rpl5 y Rplll, que formando un complejo
molecular con el ARN 5S participan en la regulacion de la via p53, la cual
se ha visto que participa en la regeneraciéon axonal y crecimiento de
neuritas (Di Giovanni and Rathore 2012). Otro ejemplo es la funcion extra
ribosomal sugerida para Rps3a, la cual se ha demostrado que es capaz de
actuar como chaperona en un modelo de levadura, contrarrestando la
toxicidad provocada por la agregacion de a-sinucleina. Se ha visto que la
agregacion de a-sinucleina en cuerpos de Lewy es un sello distintivo
asociado con la muerte de células neuronales en la enfermedad de
Parkinson, por lo que la actividad chaperona de Rps3a podria ser de gran

importancia en axones (De Graeve et al., 2013).

En ambas muestras axonales se detectan lecturas que alinean contra
genes codificantes tanto para Rpl5 y Rpl11 como para Rps3a. A pesar de
ello, en ARV el valor de TPM para Rps3a fue menor a 1, por lo que no se
puede confirmar la presencia de transcriptos codificantes para dicha
proteina. Para confirmar la presencia de transcriptos codificantes para
Rps3a se podrian realizar gPCR, hibridacion in situ fluorescente, o bien
analizar una mayor cantidad de transcriptomas axonales publicados en

bases de datos.

5.6 - Perfil de expresion de genes codificantes para proteinas
ribosomales

Resulta mayormente aceptado que los ribosomas se componen de una

copia de cada una de las 80 proteinas ribosomales y los 4 ARNTr, y que por
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lo tanto requieren una produccion equimolar de sus componentes (Perry
2007). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que pueden existir
ribosomas con diferentes composiciones, y que la composicion del mismo

seria un paso novedoso de regulacion traduccional (Shi et al. 2017).

Interesantemente, se observd tanto en los transcriptomas axonales como
en los transcriptomas de raices que los valores de TPM difieren para cada
proteina ribosomal. Esto indicaria que, o bien hay una extensa regulacion
traduccional que provoca que las diferencias de abundancia de mensajeros
no se vean reflejadas en diferencias de abundancia a nivel de proteina, o

bien que ciertas proteinas ribosomales se traducen en mayor medida.

Analizando la Figura 7 se observa que el perfil de abundancia es muy
similar en ambos tipos de raices, con algunos genes claramente mas
expresados que otros. Este hecho demuestra que la deteccién de una
mayor abundancia de ciertos ARNs no seria casual, al obtener resultados
muy similares en ambas muestras dejando entrever que existe una

regulacion transcripcional comun.

En cambio, para las muestras de axoplasma se observa que los perfiles
presentan importantes diferencias. Esto indica que podria haber
transcripcion y/o transporte diferencial de ciertos ARN codificantes para
proteinas ribosomales entre diferentes neuronas. Se destaca por ejemplo
que los transcriptos con mayor abundancia en axones de raiz ventral
codifican para Rpl35, mientras que los transcriptos con mayor abundancia
en axones de raiz dorsal codifican para Rps30. No hay funciones
extraribosomales descritas para estas proteinas ribosomales, por lo que
resulta interesante el hecho que sus transcriptos se expresen en mayor
medida y que a su vez su expresion varie entre los diferentes tipos de
neurona. Estas diferencias, sumadas a las grandes diferencias en los
genes detectados evidenciados en los diagramas de Venn, dejan entrever
que existirian grandes diferencias en los transcriptomas axonales de estos

tipos de neuronas, explicada por diferencias a nivel de expresion génica y/o
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de transporte de ARNm. Estas diferencias probablemente se vean

reflejadas en diferencias en el funcionamiento celular de cada tipo neuronal.

Al observar ambos gréficos simultaneamente, y analizando el listado de
genes con sus correspondientes valores de abundancia de ARN, se
observa que ciertos genes son preferentemente expresados en las 4
muestras, y que otros son de baja expresion en todos los casos. Este hecho
demuestra que hay un importante paso de regulacion transcripcional de
estos genes, y genera preguntas acerca de si este patron de expresion es
compartido con otros tipos celulares. Para responder esta pregunta se
decidié analizar transcriptomas de tejidos similares (ciatico), tejidos con
tipos celulares variados y diferentes a los del sistema nervioso (higado), y
células en otros sistemas como lo son los cultivos celulares (cultivo de

fibroblastos).

5.7 - Expresion de genes codificantes para proteinas ribosomales en

diferentes tejidos vy tipos celulares

En el box plot que se muestra en la Figura 10 se observa que la mediana
de expresion de los genes codificantes para proteinas ribosomales es
superior que la del global de genes expresados para todas las muestras
estudiadas. Este hecho resulta l6gico para la mayoria de ellas, dado que
las proteinas ribosomales son componentes indispensables para el
correcto funcionamiento celular al formar parte de la maquinaria
traduccional, y suelen tener una alta expresion. En las muestras de
axoplasma se observa que la diferencia entre la mediana de expresiéon de
genes codificantes para proteinas ribosomales y la de genes totales
expresados es minima, y serian necesarios analisis sobre mas muestras
de axoplasma para confirmar si estos valores son significativamente

diferentes. Igualmente, el hecho de que la mediana de abundancia de
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mensajeros codificantes para proteinas ribosomales sea similar a la del
total de genes con expresion detectada demuestra que no solo es posible

encontrarlos, sino que se encuentran en una alta abundancia relativa.

Los niveles de abundancia de los genes codificantes para proteinas
ribosomales fueron representados en el Heat Map que se muestra en la
Figura 11. El escalado por columnas permite normalizar la expresion de
modo de volverlas comparables entre una muestra y las otras. Se observa
que mediante el método de clustering elegido se agrupan las muestras
segun lo esperado por la similaridad de las mismas, a excepcion del nervio
ciatico, que a priori se esperaria que agrupara junto a los datos de raices
nerviosas dada las similitudes entre estos tejidos.

Este grafico permite observar que hay ciertos genes que mantienen sus
niveles de expresion relativas en todas las muestras. Ejemplo de ello son
las proteinas Rpl41 y Rps29, las cuales se encuentran dentro de los genes
ribosomales con mayor expresion en todas las muestras de estudio. La
sobreexpresion de mensajeros codificantes para Rpl4l ya ha sido
reportada por otros autores, y se cree que podria ser un mecanismo para
compensar la posible baja eficiencia traduccional del transcrito. Se plantean
dos explicaciones para justificar lo anteriormente mencionado, la primera
seria que debido al pequefio tamafio del marco de lectura, el transcrito
podria ser traducido Unicamente por un ribosoma a la vez, disminuyendo
asi la velocidad de traduccién. La segunda, es que la proteina se compone
mayoritariamente de aminoacidos basicos, cuyas repeticiones se ha visto
que provocan una traduccién menos eficiente (Gupta and Warner 2014). Es
probable entonces, que algunas de las diferencias en los niveles de
transcripcion de genes codificantes para proteinas ribosomales se deba a
una compensacion frente a la eficiencia traduccional de los transcriptos. Sin
embargo, existen genes cuyos niveles de transcripcion varian segun el
tejido, tipo celular o estructura sub-celular, lo cual no es explicado por las

posibles diferencias en la eficiencia traduccional. Estas diferencias, de no
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haber pasos de regulacién especificas de tejido podrian verse reflejadas en
una diferente abundancia de proteinas.

5.8 - Detecciodn de proteinas ribosomales mediante

inmunofluorescencia

Al analizar las imagenes obtenidas, se logré estudiar la distribucion de
diferentes proteinas ribosomales. Se eligio realizar el andlisis de proteinas
ribosomales que poseian abundancia diferencial de ARNmM entre
axoplasmas de raices ventrales y dorsales (Rpl5, Rps3a) y de otras cuyos
niveles de transcripcién eran similares en ambos tipos axonales (Rplp0, 1
y 2). Para ello se utilizaron anticuerpos comerciales capaces de reconocer

a las proteinas ribosomales mencionadas.

Se analiz6 en detalle nucleos de células de Schwann, los cuales se
observan en color azul debido a su tincion con DAPI. En la Figura 14, se
observa que hay una acumulacion de proteinas ribosomales P en el
nucléolo, lo cual es esperable al ser éste el sitio de ensamblaje de las
subunidades ribosomales. Sin embargo, no ocurre lo mismo para Rpl5, la
cual presenta una distribucion practicamente uniforme en el nicleo. No es
posible definir la causa de ello, pero si se pueden plantear hipotesis que lo
explicarian. Por ejemplo, se podria explicar su distribucion si la Rpl5 se

encuentra cumpliendo funciones extra ribosomales en el ndcleo.

También se analizaron en detalle nodos de Ranvier. La Figura 15 muestra
un nodo de Ranvier y las proyecciones ortogonales que permiten observar
la distribucion de las proteinas en las diferentes secciones del corte. Se
observa una acumulacién de Rpl5 y proteinas ribosomales P en la zona
correspondiente al nodo. Esto podria explicarse por la transferencia de

ribosomas desde células de Schwann al axén a través de los nodos, hecho
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gue fue confirmado en estudios realizados por Court y colaboradores (Court
et al. 2008).

A priori, se esperaria observar una mayor abundancia de proteinas
ribosomales en las células de Schwann que en axones, dadas las
dificultades para observar ribosomas en axdn mediante microscopia
electronica. Sin embargo, las proteinas ribosomales Rpl5 y Rps3a se
detectan en mayor proporcion en axones que en células de Schwann.
Resulta poco probable que toda la sefal detectada en axones provenga de
proteinas formando parte de ribosomas, por lo que se puede pensar que
las mismas se encuentren libres en el citoplasma. Dos hipotesis permitirian
explicar la presencia de proteinas libres. Por un lado, se ha demostrado
que ribosomas inactivos pueden ser reactivados al intercambiar proteinas
danadas por sus pares neosintetizados en el citoplasma, permitiendo
quizas que aumente la vida media del ribosoma (Pulk et al. 2010). Otra
posibilidad es que las proteinas ribosomales se encuentren cumpliendo
funciones extra ribosomales. Seria interesante conocer la proporcion de las
proteinas que se encuentran formando parte de ribosomas o libres en el

citoplasma.

Se realizaron estudios de colocalizacion de proteinas ribosomales P con
Rpl5 o Rps3a. Particularmente, la colocalizacion de una proteina
perteneciente a la subunidad menor (Rps3a) con proteinas pertenecientes
a la subunidad mayor (Proteinas ribosomales P), sugiere la presencia de
ribosomas ensamblados en el axdén. Ademas, se observé que dicha
colocalizacién se detecta en mayor medida en zonas cercanas al nacleo, lo
cual es esperable al ser la zona en la que se encuentra el reticulo
endoplasmatico, y por lo tanto una mayor concentracion de ribosomas
ensamblados. Para confirmar lo observado mediante colocalizacion se
podrian realizar experimentos con mayor sensibilidad para detectar

cercania entre dos moléculas como lo son los experimentos de
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transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET) y los ensayos
de ligacion por proximidad (PLA).
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6. Conclusiones y perspectivas

A diferencia de los transcriptomas axonales publicados hasta la fecha, el
aislamiento de los axoplasmas analizados en la presente tesina fue
realizado a partir de raices nerviosas de ratas adultas in vivo. Este hecho
provoca que los resultados obtenidos realicen aportes novedosos al area

en estudio.

Se observaron diferencias importantes entre los transcriptomas de axones
de neuronas sensoriales y motoras. Este resultado est4 de acuerdo con lo
observado por otros investigadores, y demuestra que podria haber mayores
diferencias de las esperadas entre los transcriptomas de diferentes tipos
neuronales. A pesar de las diferencias observadas, las categorias
ontolégicas enriquecidas en ambas muestras son similares, relacionadas
principalmente a funciones axonales y al proceso de traduccion. De modo
de aportar una mayor cantidad de datos en este tdpico se plantea la
realizacion de andlisis transcriptdmicos de secuencias obtenidas mediante
Single-Cell RNAseq. Esta estrategia permitiria identificar diferentes tipos
celulares del sistema nervioso y estudiar diferencias y similitudes globales

entre sus transcriptomas.

Mediante los andlisis transcriptomicos realizados se confirmé la presencia
de ARNmM codificantes para proteinas ribosomales en muestras de
axoplasma de neuronas motoras y sensoriales obtenidas in vivo. Esto habia
sido observado previamente por diversos investigadores en transcriptomas
axonales realizados a partir de cultivos celulares. Especificamente, se
detect6 la presencia de mensajeros codificantes para mas de la mitad de
las proteinas ribosomales en ambos tipos de axoplasma. Este resultado es
llamativo teniendo en cuenta que el ensamblaje de las subunidades
ribosomales ocurre en el nucleo. Ademas, se observaron diferencias
importantes en los perfiles de abundancia de mensajeros codificantes para

proteinas ribosomales entre axones de neuronas motoras y sensoriales,
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sugiriendo la presencia de regulacion de transporte y/o transcripcional
diferencial entre ellas. Mediante el re-analisis de transcriptomas publicados
en bases de datos se podria evaluar los perfiles de abundancia de
mensajeros en axones de neuronas sensoriales y motoras con el fin de
confirmar lo que aqui se expone. También se podria evaluar el perfil de
abundancia de axones pertenecientes a otros tipos neuronales, de modo
de comprender en mayor medida la regulacion de la expresion de proteinas
ribosomales. Los estudios transcriptdmicos no indican por si solos que las
proteinas ribosomales se traducen en el axdn. Seria sumamente
interesante realizar estudios de huellas ribosomales (ribosome profiling) o
identificacion de proteinas neosintetizadas a una escala 6mica sobre
axones adultos mielinizados de modo de profundizar ain mas en el tema.
De esta forma, se confirmaria si los mensajeros aqui observados se
traducen en axones in vivo, permaneciendo incierta la funcion que

cumplirian.

Al analizar transcriptomas de diferentes tejidos y tipos celulares,
observamos que varios de estos mensajeros se encuentran sobre
representados y sub representados en todas las muestras, indicando una
regulacion transcripcional comun entre los tejidos. Sin embargo, también
se observa la presencia mensajeros cuya abundancia relativa varia en gran
medida segun la muestra. Esto evidencia la presencia de regulacion
diferencial en los diferentes tejidos, aunque restaria analizar si estas

diferencias se ven reflejadas en diferente abundancia de proteinas.

Los experimentos de inmunofluorescencia realizados sobre tejidos
nerviosos indican que existiria una distribucién diferencial de las proteinas
ribosomales Rpl5, Rps3ay Rplp0, Rplpl y Rplp2 entre axones y células de
Schwann. Ademas, se observO colocalizacion entre proteinas de la
subunidad mayor y menor ribosomal en axones, sugiriendo la presencia de

ribosomas ensamblados.
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En suma, los resultados obtenidos aportan datos novedosos al estudio de
la expresion de genes codificantes para proteinas ribosomales en axones
adultos mielinizados in vivo, permitiendo asi avanzar en el conocimiento al

generar nuevas e interesantes preguntas en el area.
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