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1) RESUMEN.

La sintesis proteica local en compartimentos subcelulares es un mecanismo importante para
asegurar la homeostasis de células con un alto grado de polarizacion, como es el caso de las
neuronas. En los ultimos 10 afos ha quedado en evidencia la importancia de la sintesis
proteica local en el axon, principalmente en procesos relacionados con el crecimiento y
regeneracidén axonal de nervios periféricos, analizados principalmente en modelos in vitro. A
pesar de los avances surgidos entorno a estos procesos, poco se conoce aun sobre los
dominios axonales donde ocurre la sintesis local, los mecanismos de regulacion que
gobiernan tales procesos y cuales son las identidades de los ARNm neo-sintetizados,
especialmente en axones maduros in vivo. En estos tépicos se enmarca mi tesis de doctorado
la cual esta dividida en tres capitulos, cada uno asociado a uno de los tres puntos previamente
mencionados. En el capitulo | se estudia la localizacién in situ de los sitios de neosintesis del
Neurofilamento Liviano (NefL) en axones del nervio ciatico de rata en estado basal y de
regeneracién, adaptando el sistema de PURO-PLA combinado con microscopia confocal de
alta resolucion optica. En el capitulo Il se demuestra el efecto inhibidor del crecimiento axonal
de la proteina Programmed Cell Death 4 (Pdcd4), un componente de la via mTOR descrito
como supresor tumoral y represor traduccional en diversos modelos de cancer in vitro e in
vivo. En el capitulo Il se reporta el proteoma total y neo-sintetizado del axén de nervios ciatico
normal y lesionado en ratas adultas comparado con el proteoma del nervio ciatico entero,
donde se evidencia un enriquecimiento en las proteinas ribosomales en axones regenerantes.
Los resultados obtenidos a partir de estos tres trabajos aportan datos novedosos en torno al
estudio de la sintesis local de proteinas en axones in vivo a través de nuevas herramientas
para su estudio in situ en modelos in vivo. Ademas, se introduce a Pdcd4 como un nuevo actor
en la regulacion de los mecanismos de crecimiento y regeneracion axonal y se generd una
base de datos sobre qué proteinas estan presentes en axones maduros, tanto en estado basal

como tras un evento de lesidn en nervios periféricos.



La opcidn seleccionada para la presentacion de esta tesis de doctorado ha sido realizar una introduccién
general a la tematica, seguida de la hipotesis de trabajo y un listado de los objetivos general y especificos.
Los resultados obtenidos se han dividido en 3 capitulos, cada uno asociado a uno de los objetivos
especificos. En cada capitulo se realiz6 una breve introduccion seguida de una discusion y conclusiones
especificas al mismo. Para los capitulos Il y lll, se presentan las comunicaciones cientificas asociadas.
Finalizamos con una discusion y perspectivas generales a toda la tesis. Como anexos incluimos una
revisién sobre el uso de las herramientas omicas para el estudio de axones y sindpsis publicada en una
revista arbitrada, una breve comunicacion cientifica producto de un congreso de microscopia y los
materiales y métodos suplementarios del Articulo presentado en el Capitulo Il. Los articulos cientificos son

referidos en el texto con el numeral romano correspondiente (I-lll) y estan listados a continuacion.

) Di Paolo, A., Eastman, G., Mesquita-Ribeiro, R., Farias, J., Macklin, A., Kislinger, T., Colburn, N., Munroe,
D., Sotelo Sosa, J.R, Dajas-Bailador, F., Sotelo-Silveira, J.R. (2020). PDCD4 regulates axonal growth by
translational repression of neurite growth-related genes and is modulated during nerve injury responses.

RNA 26, 1637-1653.

ll) Di Paolo, A., Farias, J., Garat, J., Macklin, A., Ignatchenko, V., Kislinger, T., Sotelo-Silveira, J.R. (2021).
Rat Sciatic Nerve Axoplasm Proteome Is Enriched with Ribosomal Proteins during Regeneration Processes.

Journal of Proteome Research. 20, 2506—-2520.

lll) Di Paolo, A., Garat, J., Eastman, G., Farias, J., Dajas-Bailador, F., Smircich, P., Sotelo-Silveira, J.R. (2021).
Functional Genomics of Axons and Synapses to Understand Neurodegenerative Diseases.

Frontiers in Cellular Neuroscience 15, 686722.

Previo a la presentacion de cada articulo, se mencionan mis contribuciones especificas a los mismos.



2) INTRODUCCION.

2.1. La sintesis proteica local es una estrategia fundamental para el mantenimiento del

proteoma axonal en neuronas.

La sintesis de proteinas es un proceso esencial del metabolismo celular y se encuentra
finamente regulado en todos los tipos celulares. El control de la tasa traduccional de cada
proteina, asi como su localizacion subcelular son factores importantes para el correcto
funcionamiento celular tanto en organismos eucariotas (Perry and Fainzilber, 2014; Bauer et
al., 2015; Sahoo et al., 2018; Turner-Bridger et al., 2020), como en procariotas (Nevo-Dinur et
al., 2011; Laloux and Jacobs-Wagner, 2014; Hu et al., 2020). Del concepto de localizacion
subcelular de los ARNm es que surge la importancia de la sintesis local de proteinas (de ahora
en adelante, SPL) como estrategia para el mantenimiento del proteoma local en cada
compartimento celular. La necesidad de SPL es notoria en células con un alto grado de
polarizacion como es el caso de las neuronas, siendo un proceso extensamente evidenciado
por diversos autores décadas atras en dendritas (Palay and Palade, 1955; Bodian, 1965;
Steward and Levy, 1982; Steward and Falk, 1986; Caceres et al., 1988), y axones (Koenig and
Koelle, 1960; Koenig, 1967b, 1991; Giuditta et al., 1968; Edstrdom and Sjostrand, 1969),
encontrandose también revisiones recientes en la tematica (Sotelo-Silveira and Holt, 2014;
Rangaraju et al., 2017; Sahoo et al., 2018; Holt et al., 2019; Dalla Costa et al., 2021) y otras
que muestran su relacion con desoérdenes del sistema nervioso (Fernandopulle et al., 2021).
Para el mantenimiento funcional de axones y dendritas es necesario la expresién local de
proteinas especificas en los tiempos y sitios necesarios (Perry and Fainzilber, 2014; Sotelo-
Silveira and Holt, 2014; Batista and Hengst, 2016; Spaulding and Burgess, 2017).

La SPL en dendritas ha sido demostrada en numerosos estudios in vitro, siendo un evento
importante para la integridad y correcto funcionamiento de dicho compartimento (Bodian,
1965; Steward and Levy, 1982; Torre and Steward, 1992; Steward and Schuman, 2001; Tom
Dieck et al., 2014; Biever et al., 2019; Holt et al., 2019). La SPL en dendritas es ampliamente
aceptada por la comunidad cientifica debido a la temprana deteccién de particulas
ribosomales (Bodian, 1965) y posteriormente de polirribosomas (Steward and Levy, 1982;

Steward and Falk, 1986) principalmente dentro de las espinas dendriticas (Steward and Levy,

10


https://paperpile.com/c/SiTALe/DnPd+CHoj+dzYE+m7z4
https://paperpile.com/c/SiTALe/DnPd+CHoj+dzYE+m7z4
https://paperpile.com/c/SiTALe/CY6h+ok8s+itCQ
https://paperpile.com/c/SiTALe/CY6h+ok8s+itCQ
https://paperpile.com/c/SiTALe/E5B6+pO5O+hJgA+ItEC+zJBS
https://paperpile.com/c/SiTALe/E5B6+pO5O+hJgA+ItEC+zJBS
https://paperpile.com/c/SiTALe/oroS+zes6+AFo4+yydY+0Y1XN
https://paperpile.com/c/SiTALe/oroS+zes6+AFo4+yydY+0Y1XN
https://paperpile.com/c/SiTALe/gQddI+CHoj+28Pt+Phlzm+8anY
https://paperpile.com/c/SiTALe/gQddI+CHoj+28Pt+Phlzm+8anY
https://paperpile.com/c/SiTALe/GWWS
https://paperpile.com/c/SiTALe/DnPd+SBIS+Pd3dq+gQddI
https://paperpile.com/c/SiTALe/DnPd+SBIS+Pd3dq+gQddI
https://paperpile.com/c/SiTALe/ItEC+pO5O+sZNG+ansW+WiH3+46Fn+Phlzm
https://paperpile.com/c/SiTALe/ItEC+pO5O+sZNG+ansW+WiH3+46Fn+Phlzm
https://paperpile.com/c/SiTALe/ItEC+pO5O+sZNG+ansW+WiH3+46Fn+Phlzm
https://paperpile.com/c/SiTALe/ItEC
https://paperpile.com/c/SiTALe/zJBS+pO5O
https://paperpile.com/c/SiTALe/zJBS+pO5O
https://paperpile.com/c/SiTALe/pO5O+wz86u+RfQQ

1982; Cajigas et al., 2012a; Kindler and Kreienkamp, 2012). Ademas de los estudios in vitro
de SPL en dendritas, se han desarrollado trabajos concluyentes in vivo (Miller et al., 2002; An
et al., 2008; Endo et al., 2020) y es considerada un requisito para los procesos de plasticidad
sinaptica importantes para el correcto desarrollo cognitivo en mamiferos (Sutton and
Schuman, 2005; Buffington et al., 2014; Batista and Hengst, 2016; Kosik, 2016).

Sin embargo, demostrar la existencia de la SPL en axones fue un proceso mas dificil.
Alcanzar el consenso que actualmente mantiene gran parte de la comunidad cientifica sobre
el hecho de que la SPL existe en axones (incluso en mamiferos) y que cumple un rol
importante en el metabolismo neuronal, llevé un largo proceso de numerosos grupos de
investigacion, incluyendo el grupo cientifico en el que realicé esta tesis. Antes de continuar
con el desarrollo de la misma, considero apropiado realizar un pequeio paréntesis
mencionando algunos puntos relevantes que sin duda posibilitaron, al menos indirectamente,

el desarrollo del presente trabajo.
2.1.1. Hitos en relacion a la sintesis proteica local en axones.

Las primeras evidencias de SPL axonal datan de los afios sesenta cuando el grupo de
Koenig y colaboradores analizaron las tasas de reposicion de acetilcolinesterasa en regiones
distales de axones de los nervios hipogloso y simpatico de gato. Los datos sugerian que,
dadas las velocidades del transporte reportadas, la fuente de esas proteinas no podria ser
unicamente provenientes del soma neuronal (Koenig and Koelle, 1960). Una serie de
cuidadosos estudios posteriores encabezados por el mismo autor analizando la misma
proteina aportaron evidencias que sugerian la existencia de SPL axonal (Koenig, 1965a,
1965b, 1967a). Se llegaron a resultados aun mas concluyentes tras identificar sefial de neo-
sintesis proteica en axones in vitro de conejo (Koenig, 1967b), calamar (Giuditta et al., 1968)
y pez dorado (Edstrom and Sjostrand, 1969) mediante aminoacidos marcados
radiactivamente. Sin embargo, la SPL axonal no fue aceptada ya que los primeros estudios
por microscopia electrénica no identificaron ribosomas y polirribosomas en el dominio axonal
(Weiss and Hiscoe, 1948; Palay and Palade, 1955; Lasek et al., 1973). A raiz de estos
resultados iniciales, varios autores concluyeron que la SPL axonal no existia, o en su defecto

solo ocurria en las mitocondrias. Por tanto, el recambio de las proteinas axonales sélo se
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desarrollaria mediante el aporte de proteinas sintetizadas en el soma y transportadas hacia
las regiones distales del axon. A pesar de ello, otros autores sostenian que la SPL axonal
deberia de existir ya que los sistemas de transporte axonales hacia zonas distales al soma
(incluso a metros de distancia en axones periféricos de algunas especies de mamiferos, por
ejemplo en la ballena) no serian “suficientemente rapidos” para cumplir con todas las
necesidades metabdlicas del axdn ni tampoco serian compatibles con el tiempo de vida media
de muchas proteinas axonales (Alvarez and Torres, 1985). En base a esta hipdtesis se
aportaron nuevas evidencias sobre la SPL axonal, identificando componentes de la
maquinaria traduccional dentro de los axones (Giuditta et al., 1980, 1986, 1991; Benech et al.,
1982; Alvarez and Benech, 1983; Sotelo et al., 1992; Koenig and Giuditta, 1999). Sin embargo,
aun continuaban las posiciones encontradas respecto al tema ya que el dogma centralista, el
cual expresaba que los ARNm axonales se traducen unicamente en el soma neuronal, era el
que prevalecia generando debates cientificos al respecto (Jarlstedt and -O. Karlsson, 1973;
Capano et al., 1987). Incluso algunos debates continuan hasta nuestros dias, por ejemplo en
referencia a las evidencias de la SPL de neurofilamentos en el axdn gigante de calamar donde
el grupo de Gainer y colaboradores sugieren que la misma no ocurre mientras que el grupo
de Giuditta muestra evidencias de lo contrario analizando desde nuevas perspectivas los
mismos datos publicados hace décadas (Gainer et al., 2017; Crispino et al., 2018). Una de las
principales criticas que persistia en la comunidad cientifica entorno a la SPL axonal es que
muchos de los resultados fueron descritos casi Unicamente en axéon gigante de calamar,
Aplysia y otros modelos de invertebrados que cuentan con capacidades regenerativas unicas
(Costa and Willis, 2018). De este modo, se asumia que la SPL axonal era una caracteristica
Unica de esta clase de organismos y que posiblemente no sucedia de la misma forma en los
axones de mamiferos. Con el desarrollo de nuevas tecnologias, comenzaron a surgir estudios
donde se demostré la presencia de ARNm en axones de mamiferos por hibridacién in situ
(Sotelo-Silveira et al., 2000, 2011), se aportaron evidencias de ribosomas en axones
mielinicos de mamiferos en estadios embrionarios in vitro (Bunge, 1973; Bassell et al., 1998)
y en animales adultos in vivo (Kun et al., 2007; Biever et al., 2020), surgieron metodologias
para el aislamiento de material axoplasmico y grandes avances asociados a los analisis de
transcriptomica y protedmica axonales. Respecto a los sistemas de aislamiento de material

axoplasmico, se desarrollaron sistemas in vitro incluyendo las camaras de Campenot
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(Campenot, 1977; Eng et al., 1999), de Boyden modificadas (Willis and Twiss, 2011) y de
microfluidos (Taylor et al., 2005) y también disefos in vivo, como la microdiseccion de
axoplasmas (Koenig and Martin, 1996; Koenig et al., 2000) y la protrusion de material
axoplasmico en buffer salino isoténico (Perlson et al., 2005) e hipotdnicos (Rishal et al., 2010).
Para una revision completa de estos analisis omicos en axon y los métodos de aislamiento
axonales consultar la revision presentada en el Anexo 1 (pagina 182 y Figura 1 de dicho

articulo).

A partir de todos estos avances, se demostré que la SPL ocurre tanto en los axones en
desarrollo como en los ya maduros y que esta intimamente asociada con la capacidad de
regeneracion (Twiss et al., 2000; Zheng et al., 2001; Verma et al., 2005; Gumy et al., 2010;
Terenzio et al., 2018). Se evidencid su importancia durante el crecimiento del cono axdnico
(Jung et al., 2011; Deglincerti et al., 2015; Sasaki, 2020), desarrollo de la sinapsis (Schuman,
1999; Pfeiffer and Huber, 2006; Jung et al., 2012; Batista et al., 2017; Hafner et al., 2019),
maduracion de axones distales (Alvarez et al., 2000) y la respuesta a las sefiales guia
axonales durante su crecimiento (Jung and Holt, 2011; Nédelec et al., 2012; Cagnetta et al.,
2018). Actualmente, se acepta también que la SPL axonal permite responder localmente a
cambios del entorno mas rapidamente que las cascadas de sefializacion desencadenadas en
el soma (Jung et al., 2012; Perry and Fainzilber, 2014). De esta forma, si los ARNm de
proteinas sefalizadoras ya estan presentes en regiones distales del axon y son traducidos
localmente, esas proteinas nacientes pueden activarse como respuesta a un estimulo,
desencadenar cascadas de sefalizacion en el dominio axonal y finalmente ser transportadas
al soma produciendo cambios en la expresion génica neuronal. Otro punto que demuestra la
importancia de la SPL axonal es que se han identificado numerosas enfermedades del sistema
nervioso que en parte se desencadenan por problemas en la localizacion, regulacién y/o
traduccion de ciertos ARNm en axones centrales o periféricos (Cestra et al., 2017; Spaulding
and Burgess, 2017; Lopez-Erauskin et al., 2018; Epple et al., 2021). Para una revision
completa de algunas de estas enfermedades y como pueden ser abordadas mediante ensayos

omicos en axon, consultar la revision del Anexo 1 (pagina 192 y Tablas 3-4 del articulo).

Por ultimo y respondiendo a la interrogante inicial de por qué los polirribosomas siempre

han sido dificiles de identificar en axones por microscopia electronica, se ha demostrado muy
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recientemente que, al menos en axones del SNC, existen monosomas activos
traduccionalmente sin ensamblarse en polirribosomas (Biever et al., 2020). Dado que los
monosomas son muy dificiles de distinguir por microscopia electronica, quizas esto explica el
por qué se ha demostrado la SPL axonal aun cuando es dificil visualizar los centros

traduccionales activos por técnicas de MET tradicionales.

Este breve resumen pone en evidencia la importancia de la SPL en axones y en como esta
repercute sobre la homeostasis neuronal. A continuaciéon, describiré los mecanismos que
aseguran la localizacién especifica de los ARNm en axones, asi como los pasos esenciales

para que pueda darse la SPL axonal.

2.2. Importancia de la localizaciobn de ARNm en los axones y sus principales

mecanismos de regulacion.

La SPL en axones no es por si misma suficiente para regular el metabolismo de células
altamente polarizadas en donde la localizacién de las proteinas es critica. En este contexto se
ha investigado cuales mecanismos aseguran que los ARNm alcancen su destino en los
axones para luego ser traducidos localmente. Tomando en cuenta los estudios por
secuenciacion masiva, se han detectado con alta confianza estadistica alrededor de 2250
ARNmM en axones in vitro y unos 1000 en axones periféricos in vivo (Farias et al., 2020) y se
ha visto que la localizacién de éstos es un factor determinante para la regulacién de su
traduccion local (Zappulo et al., 2017; Farias et al., 2019). A continuacién, describimos los
principales factores de regulacion reportados en relacion con la localizacion de ARNm en los

axones.

Secuencias nucleotidicas especificas. Un primer nivel de regulacién es través de
secuencias nucleotidicas especificas presentes en ciertos ARNm, también conocidas como
elementos en cis o0 “zipcodes” en inglés (Das et al., 2019). Se ubican principalmente en los
extremos 3'UTR y en algunos casos han sido reportados también en los extremos 5" UTR de
los mensajeros maduros (Das et al., 2019). Estas secuencias son el eslabén inicial de varios
niveles de regulacion que definen si un ARNm en particular sera transportado hacia el axén o

a las dendritas, dependiendo de la identidad de dicha secuencia (Yoo et al., 2010). Mas
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recientemente se han detectado secuencias ricas en guanidina en ciertos ARNm que forman
estructuras secundarias conocidas como “cuadruplex-G”, los cuales intervienen en la
interaccion del ARNm con otras proteinas de transporte agregando un nivel extra de
regulacion respecto al destino dendritico o axonal del mensajero (Subramanian et al., 2011;
Schofield et al., 2015; Asamitsu et al., 2019).

Proteinas de unién al ARN. Un segundo nivel de regulacion de la localizacion es a través
de proteinas de unién al ARN o RBPs por las siglas en inglés de “RNA Binding Proteins”. Estas
reconocen secuencias conservadas de los ARNm y son fundamentales para su transporte
hasta el sitio donde seran traducidos (Hornberg and Holt, 2013; Ravanidis et al., 2018; Sahoo
et al., 2018; Thelen and Kye, 2019). Se ha descrito que la uniéon de las RBPs no solo es
dependiente de la secuencia nucleotidica del mensajero, sino también de motivos secundarios
del ARN que aumentan la afinidad de la unién ARN-proteina (Hérnberg and Holt, 2013;
Ravanidis et al., 2018; Sahoo et al., 2018; Thelen and Kye, 2019). La union ARN-RBP es un
proceso que se inicia co-transcripcionalmente o muy poco después de la transcripcién del
ARNmM en el nucleo y desde ese momento ya queda definido gran parte del destino del
mensajero. Un ejemplo muy bien estudiado es el caso del ARNm de la beta actina. Este ultimo
presenta una secuencia especifica en su extremo 3"UTR la cual es reconocida por la proteina
ZBP-1, una RBP muy bien caracterizada en la bibliografia (Sotelo-Silveira et al., 2008;
Nalavadi et al., 2012; Sahoo et al., 2018). Dicha interaccion es esencial para el transporte del
ARNmM de beta actina hacia las zonas distales del axdn (Sotelo-Silveira et al., 2008; Donnelly
et al., 2011; Welshhans and Bassell, 2011). Otro ejemplo respecto al rol de las RBPs es en
los casos de ARNm que solo se encuentran en axones de ciertas neuronas y no en otros, por
ejemplo el ARNm de la gama-actina, el cual se encuentra unicamente en axones motores y
somas de neuronas sensoriales y corticales, pero no en los cuerpos neuronales motores
(Moradi et al., 2017). Otro caso es el ARNm de CREB, el cual se encuentra presente en axones
de neuronas sensoriales, pero no en las simpaticas (Cox et al., 2008; Gumy et al., 2011).
También es esperable que exista un control durante las etapas del desarrollo embrionario ya
que estudios de transcriptomica en neuronas muestran que no son los mismos mensajeros en

cada etapa del desarrollo analizando los mismos tipos neuronales (Farias et al., 2019).
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Regulacion del transporte axonal mediada por motores moleculares. Existen motores
moleculares que aseguran el transporte activo de ARNm cargo a lo largo de los microtubulos
(kinesinas y dineinas) y/o los filamentos de actina (miosinas) axonales. Estas moléculas de
transporte se unen a las RBPs y se ha propuesto que podrian ser un sistema mas de control
para asegurar el correcto transporte de ARNm especificos en los axones (Hirokawa et al.,
2010; Maday et al., 2014). Para el caso de las dineinas (motores moleculares para el
transporte activo y retrégrado hacia el soma) se han detectado algunas RBP unidas a ellas,
pero no se sabe con certeza si llevan o no unidos un ARNm. En la mayoria de los casos se
desconoce aun cémo es la interaccién RBP-motor molecular, existiendo reportes en donde se
ha detectado una interaccién directa (Dictenberg et al., 2008), otros donde se piensa deben
de participar proteinas adaptadoras (Mofatteh and Bullock, 2017) y también estudios donde
se sugiere un rol del propio ARNm en dicha interaccién (McClintock et al., 2018). Estudios
realizados por nuestro grupo han demostrado la importancia de la miosina Va a través de los
filamentos de actina (Sotelo et al., 2013) y de las kinesinas KIF1B y KIF5B a través de los
microtubulos (Canclini et al., 2020) para la transferencia de ARN entre las células de Schwann

y el dominio axonal.

Participacion de Ribonucleoparticulas. Se ha descrito que las RBP se mueven a lo largo
del axén no solo interactuando con su ARNm cargo sino también a componentes de la
maquinaria traduccional y a otras proteinas de interaccion directa con motores moleculares,
conformando lo que se conoce como granulos de transporte de ARN o ribonucleoparticulas
(RNPs). Estas constituyen un nivel mas de regulaciéon de la localizacion de los ARNm en
axones (Khalil et al., 2018; Pushpalatha and Besse, 2019). Analisis recientes mediante
imagenes en tiempo real de molécula unica revelaron que cada RNP contendria un solo tipo
de ARNm, ya sea en una o en multiples copias (Batish et al., 2012; Buxbaum et al., 2014;
Moon et al., 2019), lo que supondria un mecanismo de especificidad para el transporte de los
mismos. Si bien se han detectado por métodos sensibles de purificacion cientos de ARNm
presentes en diferentes RNPs, hasta el momento son numeros mucho menores que los miles
de ARNm detectados en muestras axonales totales (Ravanidis et al., 2018; Farias et al., 2019).
Por tanto, las RNPs no podrian ser el unico medio de transporte de ARNs en axones. Cabe

destacar que varios estudios concuerdan en que mientras los ARNm se encuentran asociados
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a las RBP dentro de RNPs, estos mensajeros estan inactivados y por tanto es un mecanismo
extra de regulacion para que sean traducidos unicamente en el sitio en que la proteina es
necesaria, aumentado asi su vida media (Krichevsky and Kosik, 2001). Se han descrito
diferentes estrategias para mantener esa inhibicion traduccional. Un ejemplo es a través del
reclutamiento de las proteinas 4EBPs, las cuales evitan la formacion del complejo de iniciacion
de la traduccion (Schenck et al., 2001; Zahr et al., 2018). Otra forma es la unién directa de las
RBPs a los ribosomas impidiendo su actividad (Darnell et al., 2011). También se ha reportado
el reclutamiento de adenilasas, quienes “acortan™ la cola poli A del ARNm evitando asi la union
de las proteinas PABPs, esenciales para aumentar la eficiencia en la formacién del complejo
de iniciacién de la traduccién (Kim and Richter, 2006). Cuando se alcanza el sitio en el axén
en donde el mensajero debe ser traducido, las RBPs asociadas sufre modificaciones post-
traduccionales tales como fosforilaciones, desfosforilaciones o metilaciones (segun sea el
caso) que dejan expuesto el ARNm a la maquinaria traduccional, favoreciendo su traduccion
local (Jobert et al., 2009; Urbanska et al., 2017). La relevancia de estos mecanismos de
regulacion queda en evidencia cuando se analizan las causas de algunas patologias
periféricas, como por ejemplo la Esclerosis Lateral Amiotréfica. En ella, se ven mutados genes
relacionados con motores moleculares o RBPs, lo que produce un incorrecto transporte de
ciertos ARNm en los axones (Yasuda and Mili, 2016; Kapeli et al., 2017). A modo de ejemplo,
en algunos fenotipos de dicha patologia donde las neuronas motoras presentan mutado el gen
TDP-43, se ha reportado una disminucion en la tasa de transporte de RNPs en los axones y
con ello una disminucion significativa de los ARNm y microARNs axonales en regiones
distales. Estos cambios podrian corresponderse con el inicio de la enfermedad a nivel axonal,
previo ala apariciéon de la sintomatologia mas grave (Alami et al., 2014; Baskaran et al., 2018;
Sleigh et al., 2020). Ensayos omicos desarrollados a partir de material axonal han aportado al
entendimiento de esta enfermedad, como puede consultarse en la revision del Anexo 1

(pagina 196).

Niveles de expresion del ARNm y las RBPs. Los niveles de regulacién antes descritos
toman en cuenta las interacciones ARN-proteina y proteina-proteina, pero también es
importante considerar las tasas de transcripcion de cada ARNm vy la disponibilidad de las RBPs

para cada uno de ellos, ya que en muchos casos un mismo ARNm es transportado por la
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misma RBP. Un ejemplo de ellos son los ARNm de la beta actina y de GAP-43 ya que ambos
son transportados por la misma RBP, la proteina ZBP1 (Donnelly et al., 2011, 2013). Un
aumento o disminucion en los niveles de transcripcion de cada mensajero involucrado o en
los niveles de traduccion de la RBP asociada pueden variar completamente un escenario
axonal. Otro ejemplo son los mensajeros de GAP-43 y Nrn1 los cuales compiten por la unién
a la proteina RBP HuD para transportarse a lo largo de los axones en neuronas sensoriales
periféricas. Sin embargo, esta competencia no sucede en neuronas del sistema nervioso
central, ya que los niveles de expresion de HuD estan en exceso y pueden transportar a ambos

mensajeros sin existir interferencias entre ellos (Gomes et al., 2017).

Regulacién mediante microARNs. Los microARNs son pequefios ARNs de uno 25-30
nucledtidos de extension que interaccionan principalmente con los extremos 3'UTR de los
ARNmM reprimiendo su traduccion (Gebert and MacRae, 2019). A nivel axonal, se han
detectado un gran numero de estas moléculas mediante estudios de transcriptémica y otras
técnicas moleculares (Natera-Naranjo et al., 2010; Wang and Bao, 2017; Epple et al., 2021),
se ha demostrado su importancia en la neurogénesis, desarrollo axonal, conectividad neuronal
(Dajas-Bailador et al., 2012; Cremisi, 2013; Bellon et al., 2017; Lucci et al., 2020) y se han
reportado casos de microRNAs cuya localizacion en el compartimento axonal influye
directamente en el metabolismo neuronal (Wang and Bao, 2017). A modo de ejemplos se
puede mencionar el caso de miR-21, para el cual se ha validado su efecto promotor del
crecimiento axonal al regular la traduccién local en modelos de injuria en regiones distales de
los axones periféricos (Strickland et al., 2011) y mas recientemente se ha reportado su efecto
promotor de la sintesis proteica intra-axonal mediando la activacion de la via mTOR/PTEN en
neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRGs, por sus siglas en inglés) (Kar et al., 2021). El
efecto opuesto se observa para miR 199a-3p, quien se une directamente al ARNm de mTOR
inhibiendo su traduccion (Kar et al., 2021). También se ha reportado el rol del microRNA-338
como controlador del crecimiento axonal en neuronas corticales (Kos et al., 2017b) y en la
polaridad neuronal in vivo (Kos et al., 2017a), el rol de microRNA-140 en la definicién de la
polaridad axén-dendrita en el desarrollo de neuronas corticales (Ambrozkiewicz et al., 2018),
de los microRNAs let-7 y miR-9 como represores de las proteinas Ntn1 y Dcc durante los

procesos de regeneracion axonal (Wang et al., 2019) y de miR-26a como regulador de la
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traduccion de GSK3f durante el desarrollo de axones en neuronas corticales de raton (Lucci
et al., 2020).

Regulacién por factores extrinsecos al axén. Cambios en el medio externo al axén
pueden inducir a cambios en la localizacién y/o traduccion local de los ARNm. Un ejemplo es
la respuesta axonal frente a una axotomia, en donde el ingreso de Ca?* en forma masiva al
axon desde el medio extracelular desencadena cascadas de sefializacion que culminan en la
traduccion local de ciertos ARNm como STAT3 (Ben-Yaakov et al., 2012), Vimentina (Perlson
et al., 2005), Kpnb1 (Twiss et al., 2016) y RanBP1 (Yudin et al., 2008). Por qué efectos como
el de la entrada de Ca?* solo afecta a un grupo de ARNm y no otros es aun una pregunta sin
respuesta clara, pero se piensa que la metilacion reversible del ARN puede ser un posible
mecanismo asociado ya que dicho proceso es importante en la regulacion de la SPL axonal
en procesos de regeneracion (Barker and Tsai, 2017; Shin and Cho, 2017). Ademas del Ca?*,
otro agente externo regulador de la SPL axonal es la molécula de ATP. Se ha visto que la
generacion en el axon de grandes cantidades de ATP a través de la respiracion oxidativa de
las mitocondrias axonales activadas por respuesta a neurotrofinas, promueve la SPL axonal
necesaria para la ramificacion axonal en neuronas sensoriales (Spillane et al., 2013) y es
importante durante la respuesta axonal a la injuria (Patron and Zinsmaier, 2016; Bo, 2018; Wu
et al., 2018). Ademas del ATP, factores de crecimiento como el NTF3 (Lindwall and Kanje,
2005), NGF (Spillane et al., 2012) o neurotrofinas (Willis et al., 2005) promueven o reprimen
la traduccion de ciertos mensajeros, asi como el transporte hacia regiones distales del axon
de otros tantos, regulando asi la futura localizacion de las proteinas en respuesta a un cierto

estimulo.

Por ultimo, también es importante mencionar que si bien la mayor parte de los ARNs
presentes en axones periféricos proviene de los cuerpos neuronales, una fraccién todavia no
determinada es transferida desde las células de Schwann. Dicha transferencia se ve
aumentada tras un evento de injuria y es regulado por diferentes motores moleculares y
elementos del citoesqueleto axonal como ya ha sido demostrado en diversos trabajos de
nuestro grupo (Sotelo et al., 2013, 2014; Canclini et al., 2014, 2020). Por otra parte también
se ha reportado la transferencia desde la célula de Schwann al axén de ribosomas (Court et

al., 2008, 2011) y vesiculas con diversos contenidos (Lopez-Verrilliand Court, 2012) las cuales
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también aumentan su transferencia frente a eventos de injuria, pudiendo entonces

corresponderse con mecanismos de reparacion como respuesta al dafio axonal en nervios
periféricos.

La Figura 1 resume la participacion de los principales mecanismos que pueden regular la

localizacion de los ARN y su traduccién local en axones.
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Figura 1. Esquema del dominio axonal en una fibra mielinica indicando los principales factores que pueden regular la localizacién de ARNs.
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Todos los sistemas de regulaciéon mencionados anteriormente aseguran la localizacion de
los ARNm en los axones para eventualmente ser traducidos localmente, ya sea en las
condiciones fisiologicas normales del axén o como respuesta a una injuria. Los avances
tecnolégicos en relacion con el estudio del transporte y localizacién de los ARNm y en cémo
éstos son regulados han sido importantes, sin embargo aun quedan muchas preguntas por
responder, principalmente en modelos in vivo. Una de ellas se centra en la identificacion de
cuales cascadas de sefalizacion estan asociadas a la regulacion de la SPL axonal y qué rol
juegan cada uno de los componentes presentes en las mismas. Hasta el momento, una de las
mejor caracterizadas es la via asociada a mTOR (Verma et al., 2005; Abe et al., 2010; Obara
et al., 2012; Terenzio et al., 2018; Biever et al., 2019).

2.3. Participacion de la via mTOR en la regulacidon de la sintesis proteica local axonal.

Se ha reportado que la SPL axonal aumenta durante los procesos de regeneracion
producidos como respuesta a una injuria (Zheng et al., 2001; Verma et al., 2005; Willis et al.,
2005; Gumy et al., 2010; Obara et al., 2012; Twiss et al., 2016; Terenzio et al., 2018). En este
apartado es que surge el interés por conocer cuales cascadas de senalizacion regulan la
misma, siendo una de las mejor caracterizadas hasta el momento la via mTOR (Verma et al.,
2005; Abe et al., 2010; Obara et al., 2012; Terenzio et al., 2018; Biever et al., 2019). Respecto
a su localizacion, el complejo proteico mTOR se ha identificado por inmunohistoquimica en
fibras sensoriales mielinicas de tipo A (Laplante and Sabatini, 2012) y mas recientemente se
ha demostrado distribucién y sintesis local en axones mielinicos de mamiferos (Terenzio et
al., 2018).

A nivel celular general, mTOR es una proteina kinasa capaz de formar 2 complejos
proteicos llamados mTORC1 y mTORC2 (Ver Figura 2A, panel de la izquierda en la pagina
26). El primero contiene la proteina raptor la cual es sensible a la droga rapamicina y el
segundo se une a la proteina rictor que es parcialmente insensible a dicha droga (Laplante
and Sabatini, 2012). En lo que respecta al conocimiento fino de las interacciones de ambos
complejos, muy poco se conoce de mTORC2 y muchas veces no es considerado en los

estudios de mTOR reportados en la bibliografia. Ambos son reguladores centrales de la
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sintesis proteica que integra sefiales rio arriba, incluyendo las de Akt y del complejo TSC1-
TSC2 (Laplante and Sabatini, 2012), las cuales a su vez son capaces de censar los niveles
de factores troficos y de ATP celular (Wang and Proud, 2006). Tras el procesamiento de estas
sefales, MTORC1 es capaz de inducir respuestas que controlan el crecimiento y la
proliferacion (Cho et al., 2014) a través de la activacion por fosforilacion de componentes rio
abajo del complejo incluyendo las proteinas p70S6K y 4EBP1. Estos ultimos son los que
finalmente regulan los niveles de traduccién celular (Wang and Proud, 2006) y junto a
mTORC1 han sido identificados en los receptores sensoriales de las fibras sensoriales de tipo
A (Jiménez-Diaz et al., 2008) y en axones periféricos en regeneracion (Gong et al., 2015). En
el caso de axones de neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRG) cultivadas in vitro y pre-
condicionados por una axotomia, se ha comprobado que la inhibicién de la via de mTORCA1
mediante la droga rapamicina disminuye la incorporacion de aminoacidos marcados
radiactivamente en el dominio axonal (Verma et al. 2005). Este efecto se analizé en regiones
de los axones alejados del soma neuronal y en tiempos de incubacion que no permitian el
transporte de proteinas desde el cuerpo neuronal hasta la region axonal estudiada, sugiriendo
que la via mTORC1 regularia la SPL axonal. Sumado a estos resultados, se obtuvo el mismo
efecto en axones pre-condicionados por una lesion y separados de sus somas in vitro, 1o que
asegura que la sefial observada corresponda a SPL axonal (Verma et al. 2005). Ademas, la
inhibicién del complejo mTORC1 tanto en presencia como en ausencia del soma, disminuye
la capacidad de generacion de un cono de crecimiento funcional y por tanto afecta la
capacidad de regeneracion en el axon in vitro (Verma et al. 2005). Estudios posteriores in vitro
identificaron que la via de mMTORC1 esté activa (mediante la fosforilacién de sus componentes)
en los somas de neuronas cultivadas 1-4 dias posteriores a la lesion de nervios ciaticos de
rata (Abe et al., 2010; Donnelly et al., 2013) y demostraron que la aplicacion de rapamicina
produce una disminucién en la capacidad de crecimiento de estos axones injuriados. Por tanto,
la activacion de mTORC1 influye en el crecimiento axonal (Abe et al. 2010). Este mismo
estudio muestra que en ratones knockout para TSC2, una proteina rio arriba e inhibidor de
mTORC1, produce un aumento en los niveles basales del complejo y un mayor crecimiento
de los axones, comparable a lo observado en situaciones de injuria (Abe et al. 2010). Esto
sugiere que la activacion de mTORC1 ya es suficiente para alcanzar fenotipos similares a los

observados en una situacién de lesién axonal y por ende mTORC1 es importante en la
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respuesta a la injuria. Apoyando a esta hipétesis, se ha reportado que la activacion de
mTORC1 durante la regeneracion axonal produce un aumento de la proteina GAP-43 en los
axones lesionados tanto in vitro como in vivo (Abe et al. 2010) siendo esta proteina un
reconocido factor de regulacion del crecimiento axonal (Abe et al., 2010; Donnelly et al., 2013).
Ademas, la eliminacion de PTEN, que es un regulador negativo indirecto de la via mTORC1,
tiene un efecto promotor en la regeneracion (Park et al., 2008, 2010; Ohtake et al., 2015).
Recientemente se ha reportado que la proteina mTOR es sintetizada localmente en axones
lesionados, que su ARNm es transportado por la RBP nucleolina y se ha demostrado su
capacidad de controlar la SPL axonal regulando sus propios niveles de traduccién y también
los de moléculas de transporte retrégrado como STAT3 y beta importina 1 en axones
periféricos (Terenzio et al., 2018), factores de transcripcidn para las cuales ya se ha reportado
su importancia para desencadenar una respuesta a la injuria (Hanz et al., 2003; Bareyre et al.,
2011; Di Liberto and Cavalli, 2012; Perry et al., 2012; Luo et al., 2016; Mehta et al., 2016).
Terenzio y colaboradores también demostraron que eliminar la secuencia 3'UTR del ARNm
de mTOR repercute negativamente en la supervivencia neuronal, revelando la importancia de
la localizacién y transporte de mTOR en el axén (Terenzio et al., 2018). Paralelamente a estos
resultados, experimentos desarrollados en mi tesis de maestria muestran un aumento en los
niveles de p70S6K fosforilada en la treonina 389 (regulado por la activacion de mTORC1)
junto con un aumento de la neo-sintesis de proteinas en axones del nervio ciatico injuriados
in vivo (tesis de maestria de Di Paolo., 2016). Es importante mencionar que, si bien la mayoria
de los trabajos que relacionan mTOR con procesos de regeneracion y SPL axonal son
analizando el complejo mTORC1, también se ha reportado que el complejo mTORC2 es

activado en situaciones de injuria axonal (Obara et al., 2012; Terenzio et al., 2018).

Los experimentos anteriores demuestran que el complejo mTORC1 es capaz de regular la
sintesis de proteinas en los axones, siendo por lo tanto importante en la modulacion de los
mecanismos de regeneracion axonal. Sin embargo, el conocimiento fino de qué componentes

rio abajo de mTORC1 son activados durante dichos procesos no es aun claro.
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2.4. Papel de los componentes rio abajo de mTORC1 en regeneracion axonal.

Cuando la via mTORC1 esta activada, desencadena una cascada de fosforilaciones que
culmina en un aumento de la sintesis de proteinas (ver Figura 2B, pagina recuadro en rojo en
la pagina 26). En lo que respecta a los modelos neuronales, se ha reportado en axones
sensoriales sometidos a injuria tanto in vitro como in vivo que la proteina S6 ribosomal es
activada mediante esta via a través de la proteina p70S6K (Verma et al. 2005). Dicha
activacion es inhibible por rapamicina, lo que indica que esta proteina esta siendo regulada
especificamente por mTORC1 (Verma et al. 2005). También se demostré el aumento en la
expresion de sintaxina-13 cuando la via mTORC1 esta activa y que en ausencia de dicha

proteina disminuye la capacidad de crecimiento y regeneracién axonal (Cho et al. 2014).

A pesar de que el conocimiento que se tiene sobre la participacion de la via mTORC1 en la
SPL y regeneracion axonal es cada vez mayor, aun existen puntos que no estan claros,
especialmente estudiando los axones in vivo. Asi como se estudio el efecto de la sintaxina-13
en la regeneracion axonal, es importante identificar el papel de otros componentes regulados
por mTORC1 que puedan participar en la regulacién tanto de la SPL como de la regeneracion
axonal. Identificando la funcién de estos blancos, podra entenderse mejor como es la
regulacion de la SPL axonal, ya que mTOR es un regulador central y por tanto modifica
muchas proteinas al mismo tiempo, lo que dificulta identificar qué componentes estan
participando en la modulacién fina de estos procesos. Continuando con esta linea de
pensamiento es que nos interesa introducir a un represor traduccional rio abajo de la via
mTORC1 llamado “Programmed Cell Death 4° (PDCD4) (Lankat-Buttgereit and Goke, 2009;
Matsuhashi et al., 2019).
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Figura 2. Esquema mostrando los componentes principales de las vias de mMTORC1 y mTORC2. En el panel 2A se resumen losprincipales
componentes que interaccionan con mMTORC1 y mTORC2. En el panel 2B y resaltado en rojo se muestra en detalle la via de mTORC1 asociada

directamente con la activacion de la sintesis proteica. En celeste se indica la proteina Pdcd4. (Adaptado de Laplante and Sabatini, 2012 Cell Press).
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2.5. Posible participacion de la proteina Pdcd4 en la regulacion de la sintesis proteica

local y regeneracion axonal.

La proteina Pdcd4 es un represor de la traduccion y supresor tumoral descrito por primera
vez en 1995 asociado a su rol inductor de la apoptosis en un modelo celular de raton
inicialmente bajo el nombre “DUC” (ShibAHAra et al., 1995). Esta proteina interacciona con
uno de los factores de iniciacion de la traducciéon llamado elF4A, inhibiendo su actividad
helicasa y bloqueando su unidn con el factor elF4G, dificultando entonces la formacién del
complejo de preiniciacion de la traduccién 43S (Goke et al., 2002). Pdcd4 presenta dos
dominios de union a elF4A y un tercer dominio de unién al ARN (Loh et al., 2009). Se ha
postulado que este dominio definiria la especificidad de Pdcd4 para el reconocimiento de
ciertos ARNm con determinadas estructuras secundarias, bloqueando especificamente la
traduccién de los mismos (Biyanee et al., 2015). No se han identificado un gran numero de
ARNmM que sean blanco directo de regulacién de esta proteina, pero dentro de los ya
reportados se incluyen c-myb (Singh et al., 2011), p53 (Wedeken et al., 2011), sin1 (Wang et
al., 2017) y BDNF (Li et al., 2020). Pdcd4 esta ampliamente descrito por su rol como supresor
de tumores y sus niveles de expresidon se encuentran desregulados en diversos tipos de
cancer (Lankat-Buttgereit and Goke, 2009; Matsuhashi et al., 2019). Esta proteina es regulada
por la via de mTORCH1, siendo uno de los blancos de fosforilacidon rio abajo de p70S6K (ver
Figura 2B). Cuando p70S6K esta activa (y por lo tanto la via mTORC1 esta activada), se
produce la fosforilacion de Pdcd4, siendo una sefal para su ubiquitinacion y posterior
degradacion por el proteosoma (Dorrello et al., 2006), lo que desencadenaria la activacién de

la traduccion de los mensajeros regulados por Pdcd4.

Dado que las vias moleculares de regulacion afectadas en cancer suelen ser compartidas
con las de regulacion reportadas en el sistema nervioso (Chédotal et al., 2005; Heine et al.,
2015; Batista and Hengst, 2016) - incluyendo la via mTORC1 - es posible que Pdcd4 sea una
proteina descrita como reguladora en procesos asociados al cancer, que posteriormente se
encuentran sus roles compartidos con el sistema nervioso, por ejemplo con los procesos de
crecimiento y regeneracion axonal. Sin embargo, no hay una gran cantidad de trabajos que
hayan reportado funciones regulatorias de Pdcd4 en el sistema nervioso. Hasta el momento

PDCD4 ha sido identificado como regulador del efecto inhibitorio en la sintesis general de
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proteinas en neuronas corticales embrionarias en presencia de etanol en la patologia conocida
como “sindrome alcohdlico fetal” (Narasimhan et al., 2013). El aumento en las concentraciones
de etanol en este modelo produce un aumento en la concentracion de Pdcd4 junto a una
inhibicion general de la sintesis proteica neuronal. El silenciamiento de PDCD4 por ARNs
interferentes bloquea dicho efecto inhibitorio en la traduccion (Narasimhan et al., 2013). En la
misma linea de investigacion se reportd en neuroblastos corticales in vitro, que el etanol
aumenta la expresién de PDCD4 mediante la activacion de la via Wnt-3a/GSK-33 (Riar et al.,
2014). En otro analisis independiente, se demostrd que el aumento del micro-ARN miR-21 en
la médula espinal sometida a injuria produce una disminucién en los niveles de PDCD4 en el
tejido (Jiang et al., 2017). Por ultimo se reporté muy recientemente en neuronas de hipocampo
que la proteina Pdcd4 es capaz de regular la traduccion del factor trofico BDNF, lo cual tiene
efectos sobre procesos plasticos del SNC donde la sintesis de proteinas es clave (Li et al.,
2020). Por tanto, no hay datos en la literatura que relacionen el rol de esta proteina con la
regulacion traduccional en axones centrales o periféricos tanto en modelos in vitro como in

Vivo.

Datos preliminares de nuestro grupo muestran la distribucion de Pdcd4 en diferentes
regiones del sistema nervioso in vivo identificando una disminucion en los niveles de expresién
de dicha proteina cuando se inducen procesos de plasticidad tanto en sistema nervioso
periférico como central (tesis de grado y tesis de maestria Di Paolo, 2013 y 2016). Estos
efectos irian acompafiados de una activacién de la via mTORC1 y un aumento de las tasas
de traduccion general a nivel axonal. Los datos antes presentados, sumado al hecho de que
Pdcd4 es un represor traduccional, sugieren que esta proteina podria estar modulando al
menos parte del crecimiento axonal y que sus niveles de expresion en axon podrian estar
regulados tanto por su transporte desde el cuerpo celular como por por su degradacion y/o

posible sintesis local axonal.

Es esperable que eventos de regulacion traduccional axonal se desarrollen en espacios
confinados donde se concentrarian los componentes reguladores de la traduccion axonal, por
ejemplo los relacionados a la via mTORC1, conformando posibles centros de traduccién local.

En este contexto se han propuesto unas estructuras llamadas Placas Periaxoplasmicas
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Ribosomales como posibles dominios de SPL axonal (Koenig and Martin, 1996; Koenig et al.,
2000; Sotelo-Silveira et al., 2004, 2006, 2008; Calliari et al., 2014).

2.6. Las Placas Periaxoplasmicas Ribosomales o “PARPs” como potenciales dominios

axonales donde puede ocurrir la sintesis proteica local axonal.

Hasta el momento hemos presentado diversos articulos cientificos que revelan la
importancia de la localizacion de los ARNm para la SPL axonal, asi como también de las vias
reguladoras de dichos procesos, destacando la participacion de la via mTORCA1
especialmente en procesos de regeneracion axonal e injuria. En este contexto propusimos a
un represor traduccional rio abajo de esta via llamado PDCD4 como un posible regulador del
crecimiento axonal. Corresponde ahora mencionar cuales podrian ser los dominios axonales
donde pueda ocurrir la SPL. Estudios de transcriptdmica y protedmica realizados en axones
aislados in vitro mostraron que al menos la mitad de las proteinas enriquecidas en los axones
respecto al soma coinciden con la identidad de los ARNm detectados por transcriptémica en
el dominio axonal, sugiriendo que la SPL de los mismos podria tener un rol importante
(Zappulo et al., 2017). Es posible que existan dominios en los cuales se concentran muchos
de los elementos necesarios para la SPL, permitiendo responder a las necesidades
metabdlicas del axén en forma eficiente (Sotelo-Silveira et al., 2006). Actualmente una de las
propuestas entorno a esta hipotesis es que estructuras ricas en ARN y proteinas ribosomales
llamadas Placas Periaxoplasmicas Ribosomales o “PARPs”, (por las siglas en inglés de
“Periaxoplasmic Ribosomal Plaques”) podrian corresponder a estos centros activos (Sotelo-
Silveira et al., 2006).

Las PARPs fueron descritas por primera vez en 1996 por Koenig y colaboradores mediante
protocolos de microdiseccion de axoplasmas in vivo en el axén de Mauthner de pez dorado
(Koenig and Rainer, 1996) y posteriormente en axones “whole mounts” mielinicos de
mamiferos (Koenig et al. 2000; Sotelo-Silveira et al. 2004, 2006, 2008; Calliari et al. 2014).
Mediante este protocolo, la mielina que rodea el axén es descartada en un muy alto porcentaje,
obteniéndose un enriquecimiento muy alto en el material axoplasmico (Farias et al., 2020).
Ademas, la estructura axonal se conserva de modo tal que es compatible con técnicas de

microscopia optica, de fluorescencia (Sotelo-Silveira et al., 2004, 2008) e incluso en analisis
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de transcriptdmica axonal in vivo realizando ciertas modificaciones al protocolo original (Farias
et al., 2020). Las PARPs han sido descritas como estructuras ubicadas en la region
periaxoplasmica del axon con alta concentracion de moléculas de ARN (identificadas mediante
la sonda YOYO-1), ribosomas y polisomas en axon gigante de pez dorado (Koenig and Reiner,
1996). Posteriormente fueron descritas en axones mielinicos de rata y conejo, donde también
se identificd que presentan las proteinas motoras kinesina Il, miosina Va (Sotelo-Silveira et al.
2004), el ARNm de la beta actina (Sotelo-Silveira et al. 2008) y mas recientemente se sugirio
la presencia de ribonucleoparticulas (Calliari et al. 2014). Por tanto, presentan varios de los

componentes necesarios para que la SPL esté activa, pero aun no se ha demostrado.

En linea con la hipdtesis de que las PARPs pueden ser centros traduccionales activos, en
mi tesis de maestria identificamos dominios con caracteristicas de PARPs en axones
completamente delipidados (tesis de Maestria Di Paolo., 2016). Los mismos fueron obtenidos
obtenidos a partir de nervios periféricos enteros mediante protocolos de transparentado
adaptados del sistema CLARITY (Chung et al., 2013; Du et al., 2018) combinados con el
sistema de Click iT (para evidenciar neosintesis de proteinas) y observados por microscopia
confocal. Ejemplos de las imagenes obtenidas se muestran en la Figura 3A y 3B, donde la
Homopropargilglicina (HPG) es un aminoacido ortélogo de la metionina que fue incorporado a
las proteinas neosintetizadas de los nervios ciatico ex vivo y el Anti-Rib un anticuerpo disefiado
por la Dra. Alejandra Kun para el reconocimiento de partes de la subunidad mayor y menor
del ribosoma, para el cual ya se ha detectado seial positiva en las PARPs. Para detalles de
coémo puede aplicarse el sistema de Click iT para evaluar la sintesis proteica en axones in vivo

mediante microscopia confocal, consultar el Anexo 2 (pagina 206).
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Figura 3. Las PARPs como posibles centros de traduccién local en axones. A-A2 y B-B2 muestran
regiones completamente delipidadas de axones obtenidos de raices ventrales de rata sometidas al protocolo
de transparentacion “CLARITY” que presentan caracteristicas de PARPs. El aminoacido HPG, ortélogo de la
metionina, evidencia proteinas neo-sintetizadas y co-localiza con la sefal del anticuerpo Anti-Rib (el cual
detecta componentes de las subunidades mayor y menor del ribosoma), sugiriendo que estas regiones

similares a PARPs se corresponden con centros traduccionales activos en el axén (barra de escala 20 um).

Estos resultados preliminares muestran a las PARPs como posibles dominios axonales
donde ocurriria la SPL. La capacidad de localizar los dominios axonales donde exista SPL
activa e identificar cuales proteinas son neo-sintetizadas en axones periféricos in vivo, por
ejemplo en condiciones basales y de injuria, seria un paso importante para comprender el rol
de la SPL en estos procesos. En esta linea, la utilizacion de ensayos de ligacién por
proximidad con puromicina (del inglés “Puromycin Proximity Ligation Assay” o PURO-PLA)
pueden ser utilizados para localizar los sitios de neosintesis de proteinas de interés mediante
microscopia confocal de alta resolucion (tom Dieck et al., 2015). En la seccion 5.3 de los

materiales y métodos en la pagina 38 describimos en detalle en qué consiste este protocolo.

Los sistemas de deteccion mencionados anteriormente analizan proteinas especificas e
identifican si son sintetizadas localmente. Sin embargo y gracias a los avances en las
tecnologias de secuenciacidn masiva y de protedmica de los ultimos diez afios, asi como en
los sistemas de extraccion y purificacion del material axonal, se han reportado transcriptomas
y proteomas axonales que ayudan a dilucidar la composicion de diversos axones en distintos
escenarios metabdlicos. La revision del Anexo 1 incluye una extensa discusion respecto a
dichos avances (ver paginas 183-189, Tablas 1y 2 y Figuras 1 y 2 del Articulo Ill). A

continuacion, resumimos algunos de estos hallazgos.
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2.7. Estudios transcriptomicos y proteémicos en axones.

Los estudios con enfoque 6mico en axones son muy recientes y todos ellos presentan la
misma limitante: la escasa cantidad de material axonal que puede obtenerse por cualquier
método de extraccion. Por ello se requiere de técnicas moleculares muy finas para detectar
las biomoléculas alli presentes. Los avances en las técnicas de secuenciacion masiva
desarrollados en los ultimos afos permitieron obtener alrededor de 20 transcriptomas
axonales en diferentes escenarios metabdlicos y tipos neuronales, aunque su amplia mayoria
a partir de modelos axonales in vitro (Willis et al., 2007; Andreassi et al., 2010; Zivraj et al.,
2010; Gumy et al., 2011; Cajigas et al., 2012a; Deglincerti and Jaffrey, 2012; Baleriola et al.,
2014; Minis et al., 2014; Saal et al., 2014; Sasaki et al., 2014; Briese et al., 2016; Taliaferro et
al., 2016; Bigler et al., 2017; Rotem et al., 2017; Zappulo et al., 2017; Mathur et al., 2018; Téth
et al., 2018). Muy recientemente se ha publicado por parte de nuestro grupo el transcriptoma
axonal in vivo de raices ventrales de ratas adultas obtenido mediante extruido de axoplasmas
utilizando el método de Koenig y colaboradores con algunas modificaciones que permiten
alcanzar mayores niveles de pureza en las muestras obtenidas (Farias et al., 2020). Este
ensayo significa un avance destacado en la comprension de que mensajeros se encuentran
en axones maduros de mamiferos, revelando un menor niumero de transcriptos detectados
que en ensayos de transcriptomica axonal in vitro. Esto podria significar que existen grandes
diferencias entre los mensajeros que se expresan in vivo respecto a los presentes en axones
en cultivo. En las paginas 197 y 198 dentro de la revision del Anexo 1 se discute en mayor

profundidad los avances obtenidos a partir de los estudios de transcriptomica axonal.

Los ensayos de transcriptomica aportan informacion muy valiosa en torno a los ARNm
presentes en los axones, pero no necesariamente reflejan cuales proteinas estan alli
presentes. Para responder esta pregunta recientemente se han disefiado protocolos basados
en secuenciaciéon masiva que permiten estudiar el translatoma axonal a partir de un protocolo
llamado Axon TRAP por las siglas en ingles de “Axon Translating Ribosome Affinity
Purification” (Shigeoka et al., 2016; Zhang et al., 2016; Ouwenga et al., 2017; Ostroff et al.,
2019). Este sistema se basa en constructos de ribosomas fluorescentes que solo se expresan
en un tipo neuronal seleccionado. Luego por un ensayo de purificacion por afinidad son

extraidos junto con el mensajero que estarian traduciendo y secuenciados por protocolos de
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RiboSeq. Sin embargo, es dificultoso asegurar que todo los ribosomas extraidos estan activos
y ademas con este sistema no es posible detectar aquellos ribosomas que provengan de las
células gliales, los cuales se han reportado pueden ser transferidos desde estas células al
axon (Court et al., 2008, 2011; Muller et al., 2018). En referencia a este ultimo punto, ya ha
sido demostrada la transferencia de ARN y ribosomas desde la célula de Schwann al axén
(Court et al., 2008, 2011; Sotelo et al., 2013; Canclini et al., 2014, 2020; Muller et al., 2018).

Dada las limitantes de la translatomica, un paso importante para identificar qué proteinas
estan presentes en los axones en diversos estadios metabdlicos es realizar ensayos de
protedmica en material axoplasmico. En esta linea, en los ultimos 5 afios se han hecho
importantes avances en caracterizar el proteoma de axones principalmente en modelos in
vitro. Una publicacion interesante es la reportada por el grupo de Chekulaeva y colaboradores
quienes analizaron el proteoma total y neo sintetizado en neuritas de células madre
embrionarias de ratén diferenciadas a neuronas conocidas como “iNeurons” (Zappulo et al.,
2017). Un afo después, el grupo de Holt analizé el proteoma axonal de neuronas del ganglio
de la retina (RGC, por sus siglas en inglés) en Xenopus Laevis (Cagnetta et al., 2018) y ese
mismo afno se estudid el proteoma de axones obtenidos de neuronas corticales de rata
(Chuang et al.,, 2018). En cada caso se emplearon sistemas diferentes de aislamiento y
purificacion del material axoplasmico que describimos en detalle en la revisidén del Anexo 1.
Sin embargo, estas metodologias no distinguen entre las proteinas axonales transportadas
desde el soma de aquellas que son neo-sintetizadas localmente. En este apartado se
disefiaron protocolos que combinados con espectrometria de masas permiten identificar parte
del proteoma neo-sintetizado axonal. Hasta el momento las tecnologias disefiadas para este
fin incluyen el sistema pulse Stable Isotope Labeling with Amino Acids o “pSILAC” en axones
de RGC (Cagnetta et al., 2018) y neuritas de iNeurons (Zappulo et al., 2017); Stable Isotope
Labeling of Mammals o “SILAM” en cerebro de raton (Heo et al., 2018) y Quantitative
Noncanonical Amino acid Tagging o “QuanCAT” también en “iNeurons” (Zappulo et al., 2017).
Brevemente, los protocolos de pSILAC utilizan aminoacidos elaborados con is6topos pesados
que posteriormente son incorporados a los péptidos de las proteinas neo-sintetizadas, lo que
permite diferenciarlas por espectrometria de masas de los aminoacidos ‘“livianos”

correspondientes a las proteinas que ya estaban presentes previo al pulso (Chen et al., 2015).
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El SILAM es una variante del protocolo pSILAC, solo que en este caso se alimenta al animal
con aminoacidos pesados para evaluar neo-sintesis en tejidos enteros (Rauniyar et al., 2013).
Por ultimo, el QuanCAT combina el marcado de pSILAC con la incorporacion de aminoacidos
no candnicos analogos de metionina (usualmente azidohomoalanina o “AHA” u
homopropargilglicina o “HPG”). El sistema que utiliza estos aminoacidos pero sin incorporar el
protocolo de pSILAC se conoce como “Bio-Orthogonal Non-Canonical Amino acid Tagging” o
BONCAT (Landgraf et al., 2015).

En resumen, ha habido importantes avances en protedmica axonal tanto para identificar
proteinas totales como neo-sintetizadas, pero fueron desarrollados casi Unicamente en
modelos axonales in vitro. Se ha reportado que los axones cultivados presentan
caracteristicas de axones regenerantes y no cuentan con la interaccion de las células vecinas,
por lo cual no reflejan completamente el estado nativo de los axones in vivo de animales
adultos (Sotelo et al., 2014; Al-Ali et al., 2017). Por tanto, los ensayos de protedmica axonal in
vivo podrian aportar informacion importante para comprender el metabolismo de axones
maduros en su contexto nativo. Los primeros estudios de protedmica reportados en axones in
vivo de mamiferos fueron desarrollados a partir de material axoplasmico obtenidos de nervios
ciaticos incubados en buffer isoténico desarrollados por el grupo de Fainzilber y colaboradores
(Hanz et al., 2003; Perlson et al., 2005; Yudin et al., 2008). Sin embargo, este protocolo
mostraba en los analisis de protedmica una proporcidon importante de proteinas no axonales
o “contaminantes”, especialmente provenientes de proteinas del suero. El mismo grupo realizé
mejoras al protocolo (Rishal et al., 2010) utilizando una incubacion previa en buffer hipotdnico
(para detalles del protocolo, consultar la seccion 5.8 de Materiales y Métodos en la pagina 48).
De esta forma, lograron detectar mediante espectrometria de masas combinado con el
sistema iTRAQ de protedmica cuantitativa un total de 942 proteinas en el material axoplasmico
aislado de nervios ciaticos de ratas adultas con un menor numero de contaminantes que en
ensayos anteriores con buffer isotdnicos de extraccion (Michaelevski et al., 2010a). Sin
embargo, la variabilidad entre las réplicas bioldgicas fue muy elevada, en parte por el gran
numero de animales utilizados para cada réplica (100 animales), la poca cantidad de material
axoplasmico que se puede extraer por animal y la baja capacidad de deteccidn del sistema

ITRAQ, especialmente en muestras con bajo concentracion de proteinas como son los axones
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(Dowle et al., 2016). Esto dificulta el analisis de qué procesos celulares o funciones
moleculares estan sobrerrepresentadas en los axones analizados en condiciones basales y
de injuria (Michaelevski et al., 2010a). Seria de gran interés poder obtener un proteoma axonal
de material in vivo mas robusto, con menor variabilidad entre réplicas, utilizando un menor
numero de animales y que aproveche herramientas de protedmica cuantitativa modernas con
una mayor capacidad de deteccion como los protocolos de marcado libre cuantitativo (del
inglés “Label Free Quantitative Proteomics” o LFQ). Por otra parte, también se podria
combinar estos sistemas de gran sensibilidad de deteccion con protocolos de marcado de
proteinas neo-sintetizadas (por ejemplo, BONCAT) para obtener una lista de qué proteinas

son traducidas localmente en axones maduros in vivo.

2.8. Aportes de esta tesis al topico de la sintesis proteica local axonal.

Considerando que la localizacion de los ARNm es un factor esencial para definir su sintesis
local en el axén y que ésta ultima es importante en eventos de crecimiento y regeneracion
axonal donde aun se desconocen el papel regulatorio de componentes rio abajo de la via

mTOR (como es el caso de Pdcd4) es que planteamos estudiar:

* La SPL de proteinas que son esenciales para el mantenimiento estructural del axén como lo
son los neurofilamentos, en especifico de la subunidad menor o Nefl, dada su discusion actual

respecto a su neosintesis local en axones.

* Si Pdcd4 es un regulador del crecimiento axonal, si cambia su expresién en axones

sometidos a injuria (donde mTOR esta activo) y si es sintetizado localmente en axones.

* El proteoma de axones periféricos de animales adultos in vivo mediante protocolos de
protedmica cuantitativa, tanto en condiciones basales como de injuria, poniendo a punto un
protocolo para identificar qué proteinas son neo-sintetizadas en los mismos mediante ensayos

por espectrometria de masas.
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3) HIPOTESIS DE TRABAJO.

Existen dominios axonales donde ocurre la sintesis local de proteinas, siendo un
proceso relevante para el mantenimiento de proteinas estructurales tales como los
neurofilamentos y regulado por cascadas de senalizacion como la via de mTOR-PDCDA4.
Dicha modulacién regula la traduccion de al menos parte del proteoma axonal

impactando en procesos tales como el crecimiento y la regeneracion axonal.
4) OBJETIVOS.

4.1. Objetivo General.

Contribuir al entendimiento de los procesos de regulacion de la sintesis proteica local y el

proteoma axonal.
4.2. Objetivos Especificos.

1) Estudiar la localizacién axonal de proteinas neo-sintetizadas en el axén, analizando si el
Neurofilamento Liviano (NeflL) es sintetizado localmente mediante el protocolo de “PURO-
PLA” y analizando la senal fluorescente con alta resolucion 6ptica mediante microscopia

confocal.

2) Estudiar el rol de la proteina Pdcd4 en el crecimiento axonal in vitro mediante su
silenciamiento y sobreexpresion en cultivos primarios de neuronas corticales (como
modelo de sistema nervioso central) y de neuronas del ganglio de la raiz dorsal (como

modelo de sistema nervioso periférico).

3) Identificacion de las proteinas totales y las neo-sintetizadas en axones in vivo, en estado

basal y regenerante, mediante espectrometria de masas combinado al sistema “BONCAT".
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5) MATERIALES Y METODOS.

En esta seccidon se enumeran todos los protocolos realizados para el desarrollo de esta
tesis. Para aquellos que estan detallados dentro de las publicaciones cientificas,
mencionaremos el numero del articulo y la pagina de la tesis donde pueden consultarse los
mismos. Asi mismo, las metodologias que no estén dentro de los articulos, seran descritas en

detalle en esta seccion.
5.1. Procedimientos quirargicos (Capitulos. I, 1l y 1lI).

El mismo protocolo de lesién de nervio ciatico en ratas adultas fue realizado en los tres
capitulos de esta tesis. Consistid en una incision completa del mismo analizando Unicamente
el cabo proximal 18 horas post injuria. Este protocolo fue aprobado por la Comisién Nacional
de Experimentacion Animal (CNEA) codigo 005/01/2014. Los detalles del protocolo estan en

los materiales y métodos suplementarios del Articulo |, Anexo 3 de esta tesis pagina 209.
5.2. Protocolos de inmunohistoquimica e inmunocitoquimica (Capitulos 1 y Il).

- Para los experimentos del Capitulo | se realizaron los mismos pasos que en los protocolos
de inmunohistoquimica descritos para el Capitulo I, pero combinados con el protocolo de
Puro-PLA. Los mismos se detallan en los materiales y métodos suplementarios del Articulo

1, Anexo 3 de esta tesis paginas 212-213 para cada tejido y tipo celular.
5.3. Protocolo de Puro-PLA (Capitulos | y Il).

Se extraen las piezas de nervio ciatico (en Capitulo I) o raices ventrales (en Capitulo Il) en
estado basal o lesionado y en el caso de los primeros se retiran sus epineuros en medio DMEM
o RPMI bajo lupa. Luego se incuban con puromicina 300 uM en el mismo medio durante 30
minutos. En el caso del control con anisomicina, se hace una preincubacion con dicha droga
a una concentracion 400 uM durante 40 minutos seguido de una co-incubacion puromicina-
anisomicina (300 uM / 400uM) por 30 minutos y se pasan los tejidos a DMEM/RPMI por 1
minuto. Todas estas incubaciones son a 37°C, 5% CO2. Luego se incuban los nervios en
colagenasa 0.225 mg/mL + 5 mM CaCl2 en buffer PHM (60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 2 mM
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MgCl2) 20 min, 37°C, 5% CO2 para favorecer la entrada de los anticuerpos al tejido en los
pasos posteriores. Luego se procede a la fijaciéon en PFA 4% en buffer PHM, TA, lavados 3x5
min, incubaciones en Sacarosa 15% y 30% en buffer PHEM (60 mM PIPES, 25 mM HEPES,
10 mM EGTA, 2 mM MgCI2) y cortes al criostato de 20 uM. Sobre los cortes se realiza el
protocolo de PLA in situ siguiendo los pasos del fabricante del kit “DuoLink” el cual consiste
en un ensayo de ligacion por proximidad combinado con un PCR in situ (ver Figura 4).
Inicialmente se realiza la incubacion con los anticuerpos primarios, en este caso anti-
puromicina de raton (1/2000) y anti-NefL de conejo (1/200) (Capitulo 1) o anti-PDCD4 de
conejo (1/200) (Capitulo II) ON, 4°C. Luego se incuba con los anticuerpos secundarios del kit
(Ilamados “plus” y “minus”) que reconocen la region conservada de los anticuerpos primarios
de ratdn y conejo a una concentracion de 1/5 en buffer de bloqueo (2% glicina, 3% BSA en
buffer PHEM) los cuales estan conjugados a oligos de ADN complementarios. En caso de
estar a menos de 40 nm de distancia, estas moléculas son capaces de hibridar formando un
producto doble hebra de ADN circular. Posteriormente se realiza una incubacién en presencia
de una enzima ligasa 30 minutos, 37°C (para “cerrar” el producto de ADN recién formado)
seguido por una reaccién de PCR llamada “Rolling Circle Amplification” para amplificar el
producto de ADN durante 100 minutos a 37°C. Este ultimo paso se realiza en un buffer de
amplificacion que contiene una enzima ADN Polimerasa modificada para presentar actividad
enzimatica a dicha temperatura y sondas fluorescentes que presentan complementariedad
con la secuencia de ADN que se estd amplificando. Como resultado se generan spots
fluorescentes en los sitios donde se encuentren los péptidos truncos de puromicina

correspondientes a las moléculas de NefL (Capitulo 1) o Pdcd4 (Capitulo Il) neo sintetizados.

Figura 4. Pasos basicos del PLA. Etapas del protocolo de ligacién por proximidad entre dos anticuerpos que
permite reconocer las proteinas de interés que en el caso del PLA son la puromicina del péptido naciente y la

proteina de interés.
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5.4. Cuantificacion y Analisis de Imagenes (Capitulos | y Il).
5.4.1 Cuantificacion de sefal de fluorescencia para PURO-PLA.

Para los experimentos de PURO-PLA de los Capitulos | y Il (para analizar la neosintesis de
NefL y Pdcd4, respectivamente) se disefiaron protocolos tanto para la adquisicion de las
imagenes (para ser representativos de la sefal distribuida en toda la extension longitudinal de
los cortes de nervio ciatico) como para cuantificar en forma semi-automatizada los spots

fluorescentes de PURO-PLA en cada imagen.

5.4.1.1. Seleccién de las areas de interés (ROIs). Dada la gran extensién (del orden los los 3-
4 mm) de cada crio-corte de nervio ciatico en sentido longitudinal seleccionamos 4 ROls
diferentes distribuidas a lo largo del nervio de tamafio 670 x 540 um, donde cada una de ellas
es un mosaico o “stitching” de imagenes de confocal tomadas con una magnificacion de 20x
(Ver esquema adjunto Figura 5). De esta forma se adquiere imagenes representativas de
todas las zonas del tejido desde proximal a distal. Por cada imagen se obtienen 3 sefiales de
forma secuencial: Faloidina conjugada con Alexa Fluor 488 (contratincion para ubicar los

filamentos de actina), DAPI y la sefial del PLA cuyas sondas presentan fluorocromos de CY5.
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Figura 5. Esquema del protocolo de seleccion de ROIls representativos de las distintas regiones del nervio
ciatico. A la izquierda se muestra un esquema de un nervio ciatico mostrando las 4 regiones seleccionadas. Al
centro se indica una imagen en stiching o mosaico de magnificacion 20x incluyendo Unicamente la Regién 3. A
la derecha se muestra una imagen aumentada de la Regién 3 para mostrar cémo pueden identificarse facilmente

los spots de PLA. La sefial verde corresponde a la faloidina y la roja al PLA.

5.4.1.2. Cuantificacion de la sefal de PURO-PLA. Se utilizaron 2 estrategias para la
cuantificacion de la sefial de PURO-PLA, ambas utilizando el software de procesamiento de

imagenes FIJI.

- La estrategia “A” fue disefiada junto con el licenciado Joaquin Garat del Departamento de
Gendmica del IIBCE y tiene como obijetivo “contar” los spots de PLA por unidad de area tanto
del tejido completo como del dominio axonal (Figura 6, pagina 42). El protocolo consiste en

los siguientes pasos:

a. Realizamos una proyeccién maxima con el comando Maximum Intensity Projection
seleccionado 10 um del stack en todos los casos. De esta forma se obtiene una imagen unica

que contiene todos los planos adquiridos en el stack (ver Figura 6A).

b. Convertimos las imagenes al formato 8 bits y en el canal de la Faloidina ajustamos el
threshold de modo tal que queden marcadas todas las regiones del tejido como se muestra
en la Figura 6B. Del mismo modo ajustamos el threshold de la sefal de PLA de modo que
claramente se distinguen los spots de PLA respecto al background (Figura 6C). Una vez fijado
los valores de threshold de PLA, mantuvimos el mismo valor de forma tal que los resultados
entre normal y lesion sean comparables. El ajuste del threshold convierte a ambos canales en

imagenes binarias.

c. Luego seleccionando el canal del PLA aplicamos el comando Analyze Particles del software
con los parametros “circularity” en 0-1, el size-particle? en pixel units con valores entre 6-30 y
en la pestafa “show” seleccionamos la opcion “Mask”. De este modo se obtiene una nueva
imagen que corresponde a una “mascara” de la sefal del PLA que seleccionara unicamente
los spots de PLA (Figura 6D) dejando afuera posibles particulas mas pequenas del

background, agregados de sonda fluorescente o productos con muy alta amplificacién de
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sefal de tamafios mayores a los spots de PLA. El resultado de los spots seleccionados se

muestra en la Figura 6E.

d. Separamos los canales de faloidina, y la sefal de PLA original con el comando split
channels y luego realizamos un merge entre los mismos y la mascara del PLA con los spots

seleccionados.

e. Utilizamos el comando seleccion en el canal de la faloidina para seleccionar solo las zonas
del tejido, evitando aquellas que no corresponden a las fibras (Figura 6F), pasamos al canal
de la mascara del PLA y repetimos el comando Analyze Particles, pero en este caso en la
pestafa show seleccionamos “Overlay’ y en los Measurements seleccionamos las opciones
Summarize y Display Results. De esta forma obtenemos una tabla donde estan cuantificados
el numero de spots de PLA, el area total seleccionada y una imagen donde se muestra los

spots contados “encima” de la imagen original del PLA (Figura 6G).
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Figura 6. Estrategia “A” de cuantificacion de los spots de PLA en el nervio entero. (A) Proyeccién maxima de una region del nervio ciatico mostrando
el merge de las sefiales de Faloidina y PLA (en este caso del NefL). (B) Arriba: seleccion del threshold del canal de faloidina. Abajo: imagen en binario
del canal de faloidina. (C) Arriba: seleccién del threshold del canal de PLA. Abajo: imagen binaria del canal de PLA. (D) Mascara del PLA mostrando los
spots seleccionados en funcion del tamafio y circularidad. (E) Spots de PLA seleccionados tras aplicar la mascara. (F) Seleccion del area en el canal de

la Faloidina. (G) Spots de PLA cuantificados (en blanco) respecto al total de sefial de PLA original de la imagen (rojos).

42



Para cuantificar unicamente los spots de PLA en el dominio axonal, una vez fijado el
threshold en el canal del PLA, se seleccionaron manualmente regiones axonales en el canal
de la faloidina (Figura 7A) para luego pasar al canal del PLA y correr el comando Analyze
Particles, cuantificando los spots de PLA presentes en cada axén (Figura 7B) y considerando
también el area del mismo para la normalizacion. Se identificaron 50 axones por imagen. En

las Figuras 7C-D se muestra un ejemplo en una regién de la imagen original.

Figura 7. Cuantificacion de spots de PLA en el dominio axonal mediante Estrategia “A” de cuantificacion.
(A) Ejemplo de seleccion de una region axonal utilizando el canal de la Faloidina. (B) Spots de PLA contenidos en
la region seleccionada en (A). (C) y (D) Mascara de los spots de PLA axonales en el canal de la Faloidina y del

PLA, respectivamente.
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- La estrategia “B” fue disefiada por el laboratorio de Schuman y colaboradores, quienes son
expertos en el estudio de sintesis de proteinas mediante experimentos de PURO-PLA
principalmente en dendritas utilizando modelos in vitro (tom Dieck et al., 2015; Hafner et al.,
2019; Biever et al., 2020; Glock et al., 2020). Este protocolo consiste en un macro disefiado
para FIJI (Figura 8). El input del macro es una imagen de proyeccion maxima que contenga 2
canales, uno con la contratincion, faloidina en este caso (Figura 8A), y otro con la sefal del
PLA (Figura 8B). Dado que esta ultima en general presenta marca inespecifica nuclear (que
en nuestra estrategia de cuantificacion se elimina seleccionando un rango de tamaros en el
paso “c’, pagina 40) la misma es en este caso removida previamente a aplicar el macro
mediante los siguientes comandos: split channels, duplicacion del canal del PLA, al duplicado
le aplicamos un threshold donde se evidencien claramente los nucleos (Figura 8C) y corremos
el comando Analyze Particles pero en este caso con un “size” mayor a 130 pixel units para
que solo queden seleccionados los nucleos marcados y otros elementos de mayor tamano
(Figura 8D). Luego se hace un merge entre esta mascara (ahora en azul), la sefal del PLA
original y la faloidina (Figura 8E) se hace una seleccion de los ROIls de la mascara y se borra
la sefal en los otros 2 canales. El resultado para el canal del PLA se ve en la Figura 8F.
Finalmente se corren los comandos split channels, se borra la mascara y se hace un merge
entre los canales de faloidina y PLA con los ROIs de los nucleos eliminados (Figura 8G). Esta

imagen sera el input del macro de Schuman y colaboradores que describimos a continuacion.

a. Previo a ejecutar el macro, seleccionar el threshold para el canal del PLA que mejor se
ajuste al batch de imagenes adquiridas ya que para obtener resultados comparables se utiliza

el mismo valor de threshold en todos los casos.

b. Dentro del macro seleccionamos el numero de dilataciones de la mascara correspondiente
a la contratincién, en este caso de la faloidina (es decir, el nUumero de veces que se va a
expandir los limites del threshold fijado para la imagen). En este caso este valor de dilataciéon
fue fijado en 1. Luego el macro solicita si en los pasos siguientes deseamos borrar regiones
no deseadas de la sefial del PLA y de la faloidina, las cuales seran clickeadas. También
pregunta si queremos autocompletar la sefal correspondiente al soma lo cual no es valido

para nuestro analisis y por tanto esta opcidon permanecera desclickeada.
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c. Posteriormente nos pregunta si deseamos guardar los ROIs que obtengamos a lo cual le

diremos que si y le marcaremos en que canal se encuentra el PLA y en cual la faloidina.

d. Luego solicita le indiquemos el valor del threshold para el canal del PLA (que sera usado
en todas las imagenes) el cual ya definimos en el paso “1”. En este momento le indicaremos

el directorio donde tenemos todas nuestras imagenes listas para correr el analisis.

e. Para cada imagen nos pedira que definamos el threshold de la contratincién y le indiquemos
si deseamos borrar ROIs manualmente en las imagenes de la faloidina y/o del PLA. Por ultimo,
nos preguntara si queremos conservar el numero de spots de PLA que fueron eliminados en

este paso.

f. Finalmente en la carpeta batch process el macro nos muestra en una Tabla Excel llamada
Result Summary una serie de datos en columnas. La que nosotros utilizamos para las
cuantificaciones es la columna de “PLA-AREA normalyzed’ que incluye el total de area
cubierta por PLA normalizado por el total del area de la mascara seleccionada en cada imagen.
Ademas, dentro de los resultados el macro tiene como output una imagen de los spots de PLA

cuantificados en cada caso (Figura 8H).
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Figura 8. Estrategia “B” de cuantificacion de la seiial de PLA en el nervio entero. (A) Proyeccion maxima de una region del nervio ciatico mostrando la
sefial del PLA. (B) Lo mismo que en (A) pero para la faloidina en la misma regién. (C) Threshold aplicado al canal del PLA para evidenciar los spots de PLA 'y
sefales inespecificas. (D) Mascara aplicada a la imagen de la Figura (C) pero solo seleccionando sefales inespecificas del PLA (nucleos celulares y otras).
(E) Merge entre la sefal del PLA original (rojo), la faloidina (verde) y la mascara de la Figura (D) (en azul). (F) Canal del PLA sustrayendo las sefiales
inespecificas (incluyendo los nucleos). (G) Merge entre la seleccion de PLA (F) y la faloidina (B), que sera laimagen input para correr el macro de FIJ/ disefiado

por Schuman y colaboradores. (H) Mascara de la sefial de PLA cuantificada tras aplicar el macro de Schuman y colaboradores.
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5.4.2. Cuantificacion de sefnales de fluorescencia de proteina total.

Las estrategias de analisis de imagenes utilizadas en el Capitulo Il (con excepcion de las
asociadas al PURO-PLA para pdcd4) se detallan en los materiales y métodos suplementarios

del Articulo 1, Anexo 3 de esta tesis en la pagina 215.
5.5. Cultivos celulares (Capitulo. II).

En el Capitulo Il se cultivaron neuronas corticales primarias de raton E16, explantes de
neuronas DRG primarias de rata E18 para los experimentos de sobreexpresion y
silenciamiento de PDCD4 y una linea celular de neuroblastoma (Neuro2a) para testear la
especificidad del plasmido y siRNA de PDCD4 mediante western blot. Los protocolos de
cultivo estan detallados en los materiales y métodos suplementarios del Articulo |, Anexo 3 de

esta tesis en las paginas 209-211.

5.6. Protocolos de transfeccion (Capitulo. Il).

- En neuronas corticales de raton E16 se utilizdé para los protocolos de sobrexpresion de
PDCD4 un plasmido portador de la secuencia de cDNA de PDCD4 de ratén donado por el Dr.
Yang Hsin-Sheng de la Universidad de Kentucky seleccionable utilizando neomicina y el
mismo plasmido sin la secuencia del gen como control. Para los experimentos de
silenciamiento de PDCD4 se empled un pool de siRNAs para PDCD4 y un pool control donde
el primero contiene 3 secuencias que reconocen regiones diferentes del ARN de PDCD4 vy el
segundo tres secuencias no presentes en el genoma de ratén. Los numeros de catalogo y
detalles de las concentraciones y tiempos de incubacion utilizados se encuentran en los

materiales y métodos suplementarios del Articulo |, Anexo 3 de esta tesis en la pagina 211.

- En neuronas DRG de ratas E18 utilizamos un pool de siRNAs permeable de reconocimiento
especifico para PDCD4 de rata y un pool de siRNA control con las mismas caracteristicas de
permeabilidad los cuales ingresan por si solo a las células sin necesidad de protocolos
complejos de transfeccion (lo cual es ideal para este tipo de neuronas no disociadas presentes
en las DRGs). Los detalles del procedimiento también se encuentran en los materiales y

meétodos suplementarios del Articulo 1, Anexo 3 de esta tesis en la pagina 211.
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5.7. PCR en tiempo real (Capitulo II).

Los detalles del protocolo de PCR realizado a partir del material extraido del compartimento
de los somas y de los axones en explantes de neuronas DRG de ratas E18 cultivadas en
camaras compartimentalizadas de 2 canales se detalla en los materiales y métodos

suplementarios del Articulo 1, Anexo 3 de esta tesis en las paginas 211-212.

5.8. Protocolo de extraccién de proteinas del material axoplasmico obtenido mediante

el método de Fainzilber y colaboradores (Capitulo Ill).

La estrategia utilizada fue la desarrollada por el grupo de Fainzilber y colaboradores (Rishal
et al., 2010) con pequefas modificaciones. Un resumen de los pasos del protocolo se muestra

en la Figura 9 (recorrido en verde del esquema).

Se extraen los nervios ciaticos (normal y lesionado), raices ventrales y dorsales de ratas
adultas. En el caso de los ciaticos, se retira el epineuro y se abren los fasciculos con pinzas
de diseccién N°5 en PBS 0.2x. Posteriormente se pasan a tubos eppendorf con PBS 0.2x y
se incuban 2 horas a TA (250 uL por nervio). Este shock hipoténico produce una lisis a nivel
de la mielina no asi de los axones, como se muestra en las imagenes de microscopia
electronica de la Figura 10 (adaptada de Rishal et al., 2010). Luego se realizan lavados en
PBS 0.2x 3x5 minutos con rotacion y luego se incuba en PBS 1x por 30 minutos, TA (150 uL
por nervio). Finalmente, las muestras son centrifugadas 10.000 g por 10 minutos, 4°C y el
sobrenadante (el cual contiene las proteinas extraidas) se transfiere a un tubo de “low bind
protein”. Se chequeo el estado de cada muestra mediante electroforesis desnaturalizante y
tincidon con nitrato de plata. Ejemplos del patron de bandas se observa en la Figura 11A para
el caso del material axoplasmico de raices ventrales y dorsales y en la Figura 11B para los

axoplasmas normal y lesionado de nervio ciatico.
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Figura 9. Resumen de los pasos para la extraccion de proteinas totales y por el protocolo de BONCAT en tejido

entero y axoplasma de nervio ciatico.

Figura 10. Efecto del shock
hipoténico de incubar los
fasciculos de nervios ciaticos en
PBS 0.2x a diferentes tiempos
evidenciado por microscopia
electréonica de transmision. (A)
Estado basal donde el axdén esta
intacto y la mielina bien compacta
(electron-densa). (B) A los 15 min la
mielina comienza a descompactar.
(C) Se “vacuoliza” a los 60 min. (D)
Desaparece casi por completo a los
120 min de incubacién. Sin embargo,
en ningun caso se lisa el dominio
axonal (Ax: Axon) Adaptado de
Rishal et al., 2010.
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Figura 11. Geles desnaturalizantes
teiiidos con nitrato de plata. Se muestra el
patrén de bandas de proteinas extraidas a
partir del material axoplasmico de raices
ventrales-dorsales y nervio ciatico. (A) Los
carriles 1 y 2 son réplicas biolégicas de un
mix de raices ventrales y dorsales. (B) Los
carriles 1 y 2 indican el patron de bandas
correspondiente a las proteinas presentes
en el axoplasma de nervio cidtico normal y

lesionado, respectivamente.

5.9. Protocolo de extraccion de proteinas totales en nervios enteros (Capitulo lll).

Una vez extraidas las piezas de nervio de los animales, las mismas fueron transferidas a
PBS 1x frio y sonicadas en ciclos de 8 sonicaciones bajo las condiciones estandar del sistema.
Luego se realizé una centrifugacion a 10.000 g y se tomo el sobrenadante, evitando el pipeteo
de la fraccion lipidica. Un esquema del protocolo realizado se detalla en la Figura 8, recorrido
amarillo (pagina 49). Posteriormente se analizé el estado general de las proteinas extraidas
mediante geles desnaturalizantes en SDS para raices ventrales-dorsales (Figuras 12A'y 12B)

y nervio ciatico (Figura 13A y 13B) mediante tincién por coomassie o nitrato de plata.

Figura 12. Geles
desnaturalizantes tefidos con
Coomassie o nitrato de plata
mostrando el patron de bandas
obtenido del sonicado de raices
ventrales-dorsales enteras. (A)
Tincion por Coomassie de
proteinas extraidas de raices
ventrales-dorsales donde cada
carril es una réplica biologica. (B)
Lo mismo que en (A) pero tefiido

con nitrato de plata.
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Figura 13. Geles desnaturalizantes
tefiidos con Coomassie o nitrato de
plata mostrando el patrén de bandas
obtenido por sonicado de nervio ciatico
enteros, normal o lesionado. (A) Tincién
por Coomassie de proteinas extraidas de
nervio ciatico normal (carril 1) o lesionado
(carril 2). (B) Lo mismo que en (A) pero

tefiido con nitrato de plata.

5.10. Protocolo de extraccion de proteinas neo-sintetizadas en el axén mediante
BONCAT (Capitulo Ill).

Se incuban las piezas de nervio en medio DMEM para experimentos de SILAC en ausencia
del aminoacido de metionina durante 1 hora, 37°C, 5% CO2. El objetivo de este paso es
depletar parcialmente las reservas de metionina del tejido. Luego se incuba en medio completo
(con todos los aminoacidos) pero en presencia también de un aminoacido ortélogo de la
Metionina llamado AHA a una concentracion de 1 mM durante 4 horas, 37°C, 5% CO2. De
esta forma se mantiene un ratio de 5/1 entre AHA/Met, lo cual permite favorecer la
incorporacion del AHA, pero sin detener la sintesis de proteinas por falta de Met.
Posteriormente se extrajeron los axoplasmas de acuerdo a los pasos del protocolo (seccién
5.8. pagina 48). Los pasos del BONCAT para MS/MS se resumen en la Figura 9, recorrido

azul (pagina 49) y la base quimica del proceso se resume esquematicamente en la Figura 14.
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Figura 14. Esquema del proceso quimico del protocolo de BONCAT para marcado de proteinas neo-
sintetizadas incorporando el aminoacido ortélogo de Metionina “AHA” en péptidos nacientes. Esta
molécula presenta un grupo azida que es reconocido por grupos alquilo presentes en una resina. Tras los lavados
se mantienen unidos a la resina solo los péptidos con AHA que luego son digeridos y analizados por MS/MS.

5.11. Protocolos de extraccion de péptidos, MS/MS para obtener los proteomas de axén

y nervio entero y los analisis estadisticos asociados (Capitulo ll).

Los pasos de estos protocolos fueron realizados en el laboratorio del Dr. Thomas Kislinger
en el Princess Margaret Cancer Research Center en Toronto, Canada y se describen en
detalle en la seccién xx de los Materiales y Métodos del Articulo Il, en las paginas 125-127 de

la tesis.
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6) RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1) Capitulo I. Localizacién in situ de los sitios de neosintesis del
Neurofilamento Liviano en axones de nervio ciatico in vivo
mediante el sistema de PURO-PLA.

6.1.1) Introduccién Capitulo I.

Los neurofilamentos son una clase de filamento intermedio presente exclusivamente en las
neuronas del SNC y SNP. Los mismos conforman a partir de heterodimeros de sus
subunidades filamentos de unos 10 nm de diametro, lo que corresponde a un tamafno
“intermedio” entre los filamentos de actina (15 nm) y los de miosina de las fibras musculares
(15 nm) (Yuan et al., 2017). Los neurofilamentos constituyen polimeros compuestos por
heterodimeros de proteinas conocidas como Neurofilamento Liviano (NEFL), Mediano
(NEFM) y Pesado (NEFH) y son considerados filamentos intermedios de clase IV
denominados asi por su peso molecular aparente en geles de SDS-poliacrilamida. Asi mismo
estas proteinas se asocian con la proteina alfa-internexina (también categorizada como
filamento intermedio del tipo IV) en SNC y con la periferina (filamento intermedio de clase )
en el SNP (Herrmann and Aebi, 2016). Para detalles respecto a la estructura de cada
subunidad, consultar la Figura 15 en la pagina siguiente. Si bien estos polimeros pueden
encontrarse formando filamentos funcionales en dendritas y el pericarion neuronal, alcanzan
sus tamafnos maximos y se distribuyen en gran numero en los axones, especialmente en los
mielinicos, pudiendo formar filamentos con un largo promedio de 118 um que tienden a
agruparse en filamentos mas grandes y presentando distancias muy pequefas entre cada
unidad individual (Burton and Wentz, 1992). Durante el proceso de maduracién y una vez los
axones han establecido sus contactos sinapticos, el numero de neurofilamentos aumentan en
forma exponencial lo cual esta directamente asociado con un aumento del diametro axonal y
también va acompafiado con un aumento, aunque menor, en el numero de microtubulos
axonales (Sanchez et al., 2000). Ademas, los neurofilamentos no se distribuyen

uniformemente a lo largo del axén, sino que puede haber grandes diferencias en la
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concentracion de estas estructuras en diferentes regiones. A modo de ejemplo, se ha descrito
que los neurofilamentos en axones del nervio 6ptico aumentan tres veces su cantidad hacia
las regiones distales (Nixon and Logvinenko, 1986), mientras que se da el efecto opuesto en
axones periféricos (Schlaepfer and Bruce, 1990) aunque con variaciones entre los nodos de
Ranvier y los internodos, detectandose menor cantidad pero mayor empaquetamiento en los

nodos dentro de un mismo axén (Hsieh et al., 1994).

Figura 15. Esquema general de los componentes de cada subunidad de los neurofilamentos y sus
principales sitios de fosforilacion (Referencias: NF-L: Neurofilamento Liviano, NF-M: Neurofilamento mediano,
NF-H: Neurofilamento Pesado, Head: Cabeza, Rod: Vara, Tail: Cola, N: Extremo N terminal, C: Extremo C
terminal, KSP: repetidos de lisina-serina-prolina, E1 y E2: segmento enriquecido en residuos de acido glutamico
1y 2, KE: residuos de lisina y acido glutamico, KEP: residuos de lisina-acido glutamico-prolina, SP: residuos de
serina-prolina, KSP: residuos de lisina-serina-prolina (Tomado de Yuan et al., 2017).

En axones maduros, la proporcion de NEFH aumenta en conjunto con la fosforilacion de

los brazos de esta subunidad y también del NEFM. Este fendmeno promueve la formacién del
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citoesqueleto de neurofilamentos, el cual se encuentra en estrecho contacto con otros
elementos del citoesqueleto axonal aportando una estructura de soporte y sitios de anclaje
para motores moleculares. Sin embargo, se discute aun como son dichas interacciones. El
ensamblado de las diferentes subunidades no requiere de reacciones de hidrdlisis pero si es
muy dependiente de la fuerza idnica, el pH y la temperatura (Angelides et al., 1989) y se da
en una serie de etapas bien definidas, donde cada subunidad juega un papel importante para
la formacion de los filamentos. La revision de Nixon y colaboradores del 2017 resume entre
otras cosas como son los pasos del ensamblaje de las subunidades de neurofilamentos en
detalle (Yuan et al., 2017) y en lo que respecta a los tiempos de ensamblado, un trabajo de
Sobel y colaboradores de 1986 reporta que el polimero base se forma entre los 15 y 30
minutos posteriores a la sintesis de cada subunidad (Black et al., 1986). Este dato sera
importante a la hora de evaluar las sefiales de neosintesis de NEFL que presentamos en los

resultados de esta seccion.
6.1.1.1. Fosforilacion de los neurofilamentos.

Un elemento crucial para definir la funcion de los neurofilamentos y su conformacién
espacial en el axdn son las modificaciones postraduccionales, siendo la mas destacada y
analizada la fosforilacion ya que estas moléculas se encuentran entre las mas altamente
fosforiladas del cerebro. Para la regulacién de este proceso se requiere un fino equilibrio entre
el accionar de kinasas y fosfatasas y ello juega un rol central en el transporte de estos
polimeros a lo largo del axén y en el tamafio que pueden alcanzar los mismos. Todas las
subunidades presentan una cabeza (“head”, color azul en Figura 15) amino terminal con sitios
de fosforilacién pero solo el NEFM y el NEFH presentan mutiples sitios de fosforilacion en las
colas (“tails”, color rosa en Figura 15) carboxi-terminales (Nixon and Sihag, 1991). La dinamica
de fosforilacion es diferente para cada region siendo que la aminoterminal sucede
mayoritariamente en el cuerpo neuronal y tiende a desfosforilarse al ingresar al axon (Nixon
and Sihag, 1991). Lo opuesto sucede con las colas de los NEFM y NEFH, que solo se
fosforilan cuando ya los filamentos se han ensamblado en grandes polimeros, han ingresado
al axon y presentan una muy lenta desfosforilacion (Nixon et al., 1994a, 1994b). La
fosforilacidon de las colas se piensa es importante para la expansién radial axonal la cual se da

junto a la acumulacién de los neurofilamentos (Sherman et al., 2012) y se cree que puede
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mediar en la concrecion de las conexiones sinapticas y la mielinizacién axonal aunque se
desconoce los detalles del mecanismo de accion (de Waegh et al., 1992). Ademas, se ha
descrito que la fosforilacion es importante para prevenir el clivaje y degradacion de los
neurofilamentos, los cuales una vez alcanzan tamanos grandes y con altos niveles de
fosforilacién, alcanzando tiempos de vida media extremadamente largos. Se han reportado
tiempos de vida media que van desde unos pocos dias en neuronas corticales in vitro (Cohen
et al., 2013; Ddrrbaum et al., 2018; Mathieson et al., 2018), 55 dias por estudios de marcado
radiactivo in vivo (Nixon and Logvinenko, 1986) - donde los autores discuten que podrian
incluso estar subestimando dicho tiempo debido a pérdidas de sefial de los aminoacidos
radiactivos - 90 dias en sinaptosomas aislados de neuronas de hipocampo in vivo (Heo et al.,
2018) e incluso hasta 8 meses en un estudio donde se expresé el NEFI en ratones knockout
para dicha proteina (Millecamps et al., 2007). En este ultimo estudio también evidenciaron
extraordinariamente bajos niveles de reposicion de los filamentos y largos periodos de tiempo
sin movimientos de dichas estructuras. En linea con esta hipotesis de la relacién al menos
indirecta entre la fosforilacion de las colas de los NEFM y NEFH vy la estabilidad de los
filamentos, se ha descrito que la eliminacion selectiva de las colas carboxi-terminales de
dichas subunidades produce inestabilidad del citoesqueleto axonal y la degradacién tanto del

NEFL como de las otras subunidades truncas (Rao et al., 2012).

6.1.1.2. Transporte de los neurofilamentos en el axén.

Si bien existe un numero importante de trabajos donde se analiza este tema y a pesar de
que se han desarrollado varias técnicas moleculares que permiten incluso visualizar los
neurofilamentos moviéndose en tiempo real, aun existen controversias al respecto de como
es el transporte de dichas moléculas. Una de las interrogantes es si estas estructuras son
translocadas al axén como polimeros, como oligémeros y/o como subunidades individuales.
En este contexto un interesante trabajo del grupo de Nixon y colaboradores, donde deletearon
selectivamente cada una de las subunidades de los neurofilamentos mediante ratones
knockout para cada una, demuestra que los heterodimeros de NEFM vy alfa-internexina son la
minima unidad que puede transportarse a lo largo del axén sin NEFH ni NEFL. Por tanto el
NFL sélo no se transporta eficientemente (Yuan et al., 2003). Vale notar que no se pudo

comprobar si el NEFH puede transportarse solo ya que el doble knockout de NEFL y NEFM
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es deletéreo. Estudios utilizando NEFL conjugado a GFP mostraron que existen filamentos
cortos con gran capacidad de movimiento, preferentemente ubicados en los extremos
proximales del axdn y otros filamentos de mucho mayor tamafio y grado de polimerizacion con
un transporte mas lento y etapas estacionarias (Yuan et al., 2009). Estos datos sugieren que
los heterodimeros son ensamblados en filamentos a medida que son transportados y en las
etapas de maduracion completa practicamente todos los neurofilamentos axonales han sido
integrados en una red de citoesqueleto estacionario (Nixon and Logvinenko, 1986). Por tanto,
la teoria mas apoyada en la actualidad describe el movimiento de los neurofilamentos como
transporte lento de filamentos cortos con largos periodos de escaso o nulo movimiento de
polimeros mas grandes, preferentemente distales, altamente fosforilados y abundantes en
axones maduros. Sin embargo, es importante mencionar que existen algunos grupos como el
de Brown y colaboradores que cuestionan estas evidencias de transporte lento y acumulacién
distal, sugiriendo por modelos matematicos que el transporte de los neurofilamentos tiene
diferentes tasas de velocidad dictadas por su movimiento al azar donde los mismos estarian
en un movimiento practicamente continuo. Ademas objetan que ese “estancamiento”
observado en los polimeros mas grandes es generado por otras proteinas presentes en el
tejido, que son confundidas con neurofilamentos en los estudios de Nixon y colaboradores (Li
et al., 2012). Estos autores proponen un movimiento bidireccional con pausas del orden de
horas, pero no de dias o semanas. La controversia continua hasta la actualidad donde el grupo
de Nixon y colaboradores sostiene que el modelo de “stop and go” de Brown no explica
muchas de las observaciones del transporte de los neurofilamentos, sus excepcionales
tiempos de vida media, su asociacion con motores moleculares y los requerimientos
energéticos excepcionales que serian precisos para movilizar agregados tan grandes a lo
largo de los microtubulos (Yuan et al., 2013). Los ultimos resultados del grupo de Brown
admiten la existencia de polimeros con escaso movimiento en axones maduros, aunque
manejan tiempos diferentes en dicho estancamiento (del orden de decenas de minutos). Estos
autores realizaron un trabajo muy detallado observando el movimiento de los neurofilamentos
en neuronas corticales in vitro de ratas neonatas transfectadas con NEFL conjugado a Green
Fluorescent Protein (GFP) mediante microscopia de fluorescencia y sofisticadas herramientas
de adquisicion y analisis de imagenes, concluyendo que los neurofilamentos son

transportados por ciclos dinamicos de “recorte y unién” donde la fosforilacion cumple un rol
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central (Uchida and Brown, 2021). Cuando se llega al balance entre ambos fenédmenos,

entonces se formarian los polimeros no méviles.

Por tanto, y a pesar de las discrepancias en cuanto a los tiempos de estancamiento de los
agregados de neurofilamentos mas grandes y a los mecanismos en torno a su transporte,
existe un consenso en torno al escaso movimiento de los polimeros de neurofilamentos de
gran tamano y estabilidad. En este contexto es posible que las subunidades de
neurofilamentos neo-sintetizados sean escasas y podrian cumplir un rol como precursores
que “reponen y mantienen” el citoesqueleto de neurofilamentos. La idea mayormente aceptada
es que estos nuevos neurofilamentos provienen del soma, pero se han aportado evidencias
de que las subunidades de los neurofilamentos pueden también ser neo-sintetizados in situ
en el axén. Las mismas provienen de trabajos pioneros realizados tanto en axén gigante de
calamar por parte del grupo de Giuditta y colaboradores (Crispino et al., 1993) como por
nuestro grupo en nervio ciatico de ratas adultas sometidas a injuria y separadas del soma
neuronal (Sotelo et al., 1992; Sotelo-Silveira et al., 2000). Es importante mencionar que estos
ultimos estudios, si bien describen por hibridacion in situ la localizacién periaxonal de los
ARNm de los neurofilamentos, no pueden confirmar su neosintesis axonal debido a las
limitaciones de los protocolos de marcado por radiactividad combinados con electroforesis
bidimensional y fluorografia, en donde es dificil de distinguir el componente mielinico del
axonal. A pesar de estas evidencias entorno a la sintesis local de los neurofilamentos en el
axon, existen grupos como el de Gainer y Lasek que durante mucho tiempo defendieron la
idea de que estas sefiales de neosintesis, en particular para el axon gigante de calamar, son
en realidad contaminacion de las células gliales aledanas o de proteinas transportadas desde
éstas ultimas al axon (Lasek et al., 1977). Incluso, para el caso de los neurofilamentos, esta
disputa continia hasta fechas recientes donde se han analizando nuevamente datos
publicados hace mas de dos décadas (Gainer et al., 2017; Crispino et al., 2018). Por tanto, la
elaboracién de protocolos que permitan identificar a alta resolucién la localizacion de las
sefales de neosintesis de estas proteinas dentro del dominio axonal en modelos in vivo es de
gran importancia ya que no existen aun trabajos que hayan evidenciado y localizado la

neosintesis axonal de estas proteinas. De hecho, se mantiene aun la disputa sobre si los
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neurofilamentos pueden o no ser traducidos localmente en el dominio axonal o si

corresponden a neo-sintesis en las células de Schwann.

El escenario actual de los neurofilamentos en axones de animales adultos muestra un
citoesqueleto compacto, mayormente estacionario, de gran estabilidad y con una proporcion
minima pero importante de subunidades libres o filamentos cortos que serviran de reposicion
para los mas antiguos. Nosotros proponemos que la neosintesis de estos neurofilamentos en
axones adultos podria tener un rol preponderante sobre todo para reponer subunidades de
filamentos que estan en regiones distales, tanto en estado basal como de regeneracién. Por
ello planteamos disefiar un protocolo que permita visualizar la formacion de nuevas
subunidades de neurofilamento (en este caso de NEFL) en axones maduros in vivo en
condiciones basales y de injuria con alta resolucion éptica. Para ello adaptamos el protocolo
de Puromycin Proximity Ligation Assay o “Puro-PLA” para axones maduros in vivo combinado

con microscopia confocal (ver materiales y métodos, seccién 5.3. pagina 37).
6.1.2) Resultados Capitulo I.

6.1.2.1. La puesta a punto del protocolo de Puro-PLA en nervios periféricos in vivo
muestra que el mejor tiempo de incubacién de puromicina es de 30 minutos a 300 uM

de concentracion.

El sistema de Puro-PLA permite visualizar mediante microscopia de fluorescencia el sitio
donde una proteina de interés esta siendo neosintetizada con gran resolucion optica y con un
protocolo compatible con ensayos de inmunohistoquimica (ver materiales y métodos seccion
5.3. pagina 37). Sin embargo, es un sistema mayormente utilizado en modelos in vitro, por lo
cual se requieren realizar ajustes para poner el protocolo a punto en sistemas in vivo, en este
caso en nervio ciatico, donde variables como la penetracion de la puromicina deben ser

consideradas.

En primer término, se puso a punto el protocolo en cultivos de células de fibroblasto a una
concentracion de puromicina similar a la sugerida por el fabricante (3 uM) a diferentes tiempos.

Dado que estas células son muy aplanadas una vez adheridas, es esperable que la
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incorporacion de la puromicina sea rapida. Efectivamente se obtuvo sefal significativa de PLA
con solo 5 minutos de incubacion (Figura 16A, spots rojos), tiempo utilizado en articulos
cientificos donde se ha aplicado el protocolo de PLA en neuronas en cultivo (tom Dieck et al.,
2015; Hafner et al., 2019; Glock et al., 2020). Dado que es esperable se requieran de mayores
tiempos de incubacion con puromicina en los tejidos enteros dado el grosor de los mismos
(que es varias veces mayor que el de las células en cultivo), evaluamos los niveles de PLA
con otros tiempos de incubacion de puromicina en el mismo modelo celular (Figura 16B-C) no
detectando diferencias entre los 5 minutos de incubacion con los 30 y 90 minutos, aunque si
existe una tendencia al aumento de sefial en el tiempo mayor. Cabe destacar que en ausencia
de puromicina la sefal inespecifica de PLA detectada es practicamente nula (Figura 16D). La
Figura 16E resume la cuantificaciéon de los datos obtenidos de los cuales se puede concluir
qgue en estas condiciones experimentales no hay inhibicion de la sintesis proteica con mayores
tiempos de incubacion. Esto nos permitiria testear tiempos mayores de incubacion en el nervio

entero.

Figura 16. Sistema Puro-PLA en fibroblastos.
Incubacion puromicina a 5 minutos (A), 30 minutos
(B) y 90 minutos (C). Se incluye control sin
puromicina (D). El grafico (E) resume la cuantificacion
de spots de PLA. La sefial roja es del PLA y la verde
de faloidina (Kruskal-Wallis ANOVA, p valor < 0.01).

Posteriormente decidimos evaluar cuales son los tiempos de incubacién y de concentracion
de puromicina que permitan obtener una mayor eficiencia en la deteccion de la sedal
fluorescente de puromicina total, tanto en intensidad como en penetracion a lo largo del tejido

como paso previo a realizar protocolo de Puro-PLA. Consideramos que este es un paso critico
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del protocolo, ya que en este punto aun contamos con todo el nervio (previo a los criocortes)
y por tanto es donde hay mayores chances de problemas de penetracion de la puromicina. Ya
en los pasos posteriores del protocolo de Puro-PLA se realizan incubaciones sobre criocortes
de 20 um, por lo cual estimamos que en el caso que la puromicina penetre en todas las zonas
del tejido, no tendremos mayores problemas en los pasos de incubacion con anticuerpos, de
ligacidn y de reaccion de amplificacion. Para ello utilizamos 5 tiempos de incubacioén (5, 15,
30, 60 y 90 minutos) y 2 concentraciones (30 uM y 300 uM) de puromicina (Figura 17A-H). El
tiempo de 5 minutos fue descartado ya que gran parte de la sefial de puromicina se distribuye
unicamente en los primeros micrometros de los preparados, evidenciando baja penetracion
de la puromicina. Como puede observarse en el grafico de la Figura 171, la condicion que
combina una concentracién de 300 uM de puromicina y 30 minutos de incubacion es la que
presenta una mayor sefal fluorescente en el axén con un tiempo corto de incubacion. Es
importante que este ultimo sea corto para disminuir la posibilidad de movimiento de las
proteinas truncas neo-sintetizadas que incorporaron la puromicina (ver discusion al respecto

en la pagina 70).
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Figura 17. Distribucion axonal de la puromicina a 2 concentraciones y 4 tiempos de incubacién diferentes. (A-D) Distribucidn de la senal fluorescente para
la puromicina a una concentracién de 30 uM a los 15, 30, 60 y 90 minutos de incubacion, respectivamente. (E-H) Distribucion de la senal fluorescente para la
puromicina a una concentracién de 300 uM a los 15, 30, 60 y 90 minutos de incubacién, respectivamente. (I) Cuantificacion de la sefial fluorescente de puromicina
a nivel axonal a los 4 tiempos de incubacion y 2 concentraciones diferentes (30 uM, azul y 300 uM, naranja). La flecha negra indica el tiempo y concentracion
seleccionada. (Escala: 10 um, sefal verde faloidina, sefial roja puromicina, Test estadistico: One Way ANOVA con p valor < 0.0001 para la condicion 300 uM y p

valor < 0.001 para la condicion 30 uM).
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La cuantificacion anterior evidencia una acumulacién de la puromicina en el tejido a
mayores tiempos de incubacién. Sin embargo, y dada las altas concentraciones de puromicina
utilizadas en estos ensayos, es necesario analizar si existe una inhibicion de la sintesis
proteica general que podria tener un efecto negativo en la deteccién de la neosintesis de
nuestras proteinas candidatas (PDCD4, analizado en el Capitulo Il, y el NEFI en este
Capitulo). Por ello realizamos un experimento de PURO-PLA en los tiempos de incubacion y
concentraciones anteriores cuyos resultados se resumen en la Figura 18. Los datos muestran
que la concentracion 300 uM a tiempos cortos permite alcanzar un mayor numero de spots de
PLA que a 30 uM, siendo el mejor tiempo a los 30 minutos de incubacion (ver Figura 18F). Sin
embargo, en tiempos de incubacion largos (60 y 90 minutos), la puromicina a ambas
concentraciones produce una inhibicion de la sintesis proteica y por tanto no pueden ser

utilizados en nuestros experimentos.
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Figura 18. Senal de Puro-PLA utilizando 2 concentraciones y 4 tiempos de incubacion diferentes. (A-D) Distribucion de los spots de PLA a una
concentracion 30 uM de puromicina alos 15, 30, 60 y 90 minutos de incubacion, respectivamente. (E-H) Distribucién de los spots de PLA a una concentracion
de 300 uM de puromicina a los 15, 30, 60 y 90 minutos de incubacién, respectivamente. (I) Cuantificacion del area cubierta por los spots de PLA respecto al
area de tejido analizada a los 4 tiempos de incubacion y las concentraciones de 30 uM (barras azules) y 300 uM (barras naranjas) de puromicina. La flecha

negra indica el tiempo de incubacién y concentracion de puromicina seleccionada. (Escala 10 um, sefal verde: faloidina, sefal roja: spots de PLA).

64



Ademas realizamos controles de especificidad de la sefal detectada utilizando anisomicina,
un inhibidor de la elongacion de la traduccion que compite con la puromicina no permitiendo
que esta reaccione con el péptido naciente y por tanto no puede incorporarse a los mismos
(Grollman, 1967). Los resultados muestran que con una pre-incubacion con anisomicina
seguida de una co-incubacion puromicina-anisomicina durante 30 minutos (Figura 19C) se
obtiene una mayor inhibicion de la sintesis proteica que con solamente una co-incubacién
anisomicina-puromicina (Figura 19B). Cabe destacar que el protocolo de PLA en ausencia de
puromicina presenta practicamente nula sefal (Figura 19D). Las incubaciones con estas
drogas constituyen los controles de especificidad utilizados en los protocolos de PLA en
neuronas en cultivo reportados en la literatura (tom Dieck et al., 2015; Hafner et al., 2019;
Glock et al., 2020).

Figura 19. Controles con anisomicina. (A) Incubacion con puromicina 300 uM. (B) Co-incubacion puromicina
300 uM - anisomicina 400 uM. (C) Pre-incubacion con anisomicina 400 uM + Co-incubacién puromicina 300 uM
y anisomicina 400 uM. (D) Incubacion en ausencia de puromicina. (E) Cuantificaciéon de la sefial de puromicina
(los datos estan normalizados a la incubacion solo con puromicina 300 uM. Test estadistico Mann-Whitney,

p valores: * < 0.05, ** < 0.001). En rojo esta la sefal de puromicina total y en verde la contratincion con faloidina.

Estos resultados definieron la eleccién del tiempo (30 minutos) y concentracion (300 uM)

de puromicina que utilizamos en los experimentos de Puro-PLA en nervio ciatico.
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6.1.2.2. La proteina NefL es neo sintetizada en axones del nervio ciatico de ratas adultas,
no detectandose cambios significativos en el numero de centros activos de traduccion

en las primeras horas post injuria.

Una vez definido el tiempo y concentracion de puromicina, realizamos los experimentos de
Puro-PLA para el NefL. Detectamos spots de fluorescencia en el dominio axonal con una
distribucion marcadamente superior a los spots detectados en el citoplasma externo o interno
de células de Schwann. La Figura 20 resume algunos ejemplos de la senal detectada, donde
también evidenciamos agregados de spots fluorescentes (flechas) que sugieren la presencia

de sitios en donde esta proteina esta siendo intensamente traducida.
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Figura 20. Spots de PLA para Nefl en el dominio axonal. (A-H) Proyecciones maximas de planos confocales
unicos mostrando ejemplos de la distribucion de sefial del PLA en el dominio axonal. (I) Reconstruccion
tridimensional y proyeccién ortogonal en XY para mostrar la sefial del PLA dentro del axén. Las flechas en blanco
muestran sitios donde existe una acumulacion de spots de PLA cercano a la region de los nodos o incisuras. El
dominio axonal esta indicado con la silueta en blanco (la sefal roja corresponde a los spots de PLA y la verde la

contratincion con faloidina.

El analisis cuantitativo de los spots de fluorescencia en la condicion basal y 18 horas post
injuria muestra en ambos casos un gran numero de centros traduccionales. A modo de
ejemplo los mismos son al menos dos veces mas que para el caso de Pdcd4 (ver Capitulo I,
Figura 27, pagina 112) tanto analizando el tejido entero o unicamente el dominio axonal. Sin
embargo, para el NefL no se detectaron diferencias significativas en el numero de spots de
PLA en el nervio ciatico en estado basal y en estado de regeneracién. Las Figuras 21 y 22
resumen estos resultados, cuantificados mediante las estrategias “A” y “B” respectivamente.
La primera forma de cuantificacion ha sido disefiada por nuestro laboratorio y cuenta el
numero de spots de PLA por unidad de area. La segunda es la utilizada por el grupo de
Schuman y colabores del Instituto Max Planck en Alemania (especialistas en la cuantificacion
in vitro de experimentos de PURO-PLA en neuronas) donde se cuantifica el area cubierta por
la sefial del PLA respecto al area total de tejido. Los detalles de ambas estrategias de
cantificacion estan descritos en detallen en los materiales y métodos (Seccién 5.4.1.2. paginas
40-46).
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Estrategia “A” de Cuantificacion (Nefl)

Figura 21. Cuantificacion de los spots de fluorescencia para NefL en nervio ciatico en estado basal y de lesion mediante la estrategia “A”. (A) Sedal
de PLA para el NefL en una seccion del nervio ciatico en estado basal (B) Lo mismo que en (A) pero para la contratincion con faloidina. (C) Merge entre la sefial
del PLA y la faloidina en el nervio ciatico en estado basal. (D) Cuantificacion de los spots de PLA en las fibras del nervio ciatico en estado basal y lesionado. (E)
Senal de PLA para el NefL en una seccién del nervio ciatico lesionado. (F) Lo mismo que en (E) pero para la contratincion con faloidina. (G) Merge entre la sefial
del PLA y la faloidina en el nervio ciatico lesionado. (H) Cuantificacion de los spots de PLA en dominios axonales del nervio ciatico en estado basal y lesionado

por el método “A” de cuantificacion. (Test estadistico: Unpaired t test p valor < 0.10 para ciatico total y p valor < 0.69 para axon).
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Estrategia “B” de Cuantificacion (Nefl)

Figura 22. Cuantificacion de los spots de fluorescencia para NefL en nervio ciatico en estado basal y de lesion mediante la estrategia “B”. (A) Sefal
original de PLA en una seccion del nervio ciatico en estado basal. (B) Lo mismo que en (A) pero para la contratincién con faloidina. (C) Mascara aplicada sobre
el canal de PLA mostrando los spots seleccionados por el método de cuantificacion “B” en el ciatico normal. (D) Sefal original de PLA en una seccion del nervio
ciatico lesionado. (E) Lo mismo que en (D) pero para la contratincion con faloidina. (F) Mascara aplicada sobre el canal de PLA mostrando los spots seleccionados
por el método de cuantificacion “B” en el ciatico lesionado. (G) Cuantificacion de los spots de PLA en el nervio ciatico en estado basal y lesionado por el método

“B” de cuantificacion. (Test estadistico: Unpaired t test p valor < 0.27).
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6.1.3) Discusién Capitulo 1.

La puesta a punto del protocolo de Puro-PLA en nervios ciatico in vivo permitié evidenciar
que el NefL es neo sintetizado en el dominio axonal tanto en condiciones basales como 18
horas post injuria. Cabe destacar que en nuestro modelo las piezas de tejido incubadas con
puromicina carecen de los cuerpos celulares, por lo cual la sefial de PLA axonal que
detectamos podria potencialmente provenir de la célula de Schwann, ser transportada al axén
y por tanto no corresponder con neosintesis axonal. Sin embargo, hay al menos tres factores
gue van en contra de esta posibilidad. El primero es que se ha reportado que la subunidad de
NefL por si misma carece de transporte axonal y solo presenta movimiento cuando forma el
polimero junto con las otras subunidades (Yuan et al., 2003), por tanto una vez neo-sintetizado
no podria por si mismo moverse. El segundo factor es que el polimero base de neurofilamento
demora entre 15 y 30 minutos en ensamblarse (Black et al., 1986), por tanto los tiempos de
incubacion con puromicina de este trabajo serian apenas suficientes para que el complejo se
ensamble y el movimiento del NEFI comience. El tercer factor involucra una discusion al
respecto de un articulo recientemente publicado donde se critica el uso del Puro-PLA para el
analisis de la localizacion subcelular de la traduccion de proteinas (Enam et al., 2020). En este
trabajo se demuestra que en presencia de emetina (una droga que bloquea la fase de
elongacion traduccional) no se evita la salida del péptido truncado que ha incorporado la
puromicina del ribosoma, por lo cual los autores sugieren que esto podria significar que los
péptidos neo-sintetizados analizados por Puro-PLA si bien son traducidos, no podria
asegurarse la localizacién. En efecto, los autores analizan los tiempos de difusiéon de GFP en
células en cultivo (que serian 100 um en 1 minuto), extrapolando este escenario a lo que
sucederia en neuronas con los péptidos del Puro-PLA, lo cual invalidaria los resultados de
este trabajo donde utilizamos tiempos de incubacion con puromicina de 30 minutos, asi como
las publicaciones previas donde se estudia la localizacion de proteinas en dendritas de
neuronas por esta metodologia (tom Dieck et al., 2015: Biever et al., 2020). Sin embargo el
grupo de Schuman y colaboradores en respuesta a este articulo muestra que extrapolar el
coeficiente de difusion de GFP en células en cultivo al escenario neuronal no es correcto ya
que trabajos previos han demostrado que la difusidon de esta proteina en axones es mucho

menor (Reshetniak et al., 2020) y ademas también se ha demostrado que la velocidad de
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difusion de péptidos truncos portadores de puromicina en modelos de cultivo derivados de
neuronas es al menos 10 veces menor que los de GFP reportados en Enam y colaboradores
(Ge et al.,, 2016). En linea con estas observaciones, también se ha reportado que las
velocidades de difusion de al menos 45 proteinas sinapticas en axones maduros son muy
similares a las de péptidos truncos en células en cultivo (Reshetniak et al., 2020),
posiblemente producto del hacinamiento molecular de estos compartimentos y las
interacciones proteina-proteina que alli ocurren. Incluimos en la Figura 23 el grafico usado por

Schuman y colaboradores para defender estos puntos.

Figura 23. Grafico del coeficiente de desplazamiento de la GFP, proteinas sinapticas y péptidos truncos
con puromicina en la linea celular CHO o en axones de neuronas. Curva Verde Oscura: Desplazamiento
cuadratico medio de la GFP en células CHO. Curva Verde Claro: Desplazamiento cuadratico medio de la GFP
en axon. Curva Gris: promedio del desplazamiento cuadratico medio para 45 proteinas sinapticas en axones
reportadas por Reshetniak et al., 2020. Curva Magenta: desplazamiento cuadratico medio para péptidos truncos
con puromicina incorporada en un modelo tipo neuronal en cultivo. Notese que en las curvas gris y magenta los
valores de difusion se mantienen practicamente constantes pasados los 5 minutos aproximadamente (Tomado
de respuestas al articulo de Enam et al., 2020 doi: 10.7554/eLife.60303).

Al observar el coeficiente de difusion de los péptidos truncos (linea magenta de la Figura 23)

puede verse un “achatamiento” en la curva de difusidon pasados los 5 minutos de incubacion
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que se mantiene a los tiempos alli analizados, por lo cual es esperable se sostenga también

a los 30 minutos que nosotros empleamos en nuestros estudios.

En resumen, si consideramos que el neurofilamento liviano carece de movimiento como
subunidad individual; que tarda entre 15-30 minutos para formar el polimero de neurofilamento
movil; que la tasa de movimiento de los péptidos truncos es extremadamente baja en axones;
que los tiempos de difusion de la puromicina en un nervio entero deben ser elevados y que
posiblemente la transferencia de péptidos truncos desde la célula de Schwann sea un evento
poco probable, es que podemos aseverar que es muy factible que la mayoria de los spots de

PLA axonales detectados sean sitios proximos donde el NefL fue neo-sintetizado.

En relacion a la sefal de PLA para la condicién normal o de injuria, no detectamos
diferencias significativas bajo ninguno de los dos métodos de cuantificacion, por lo cual al
menos en las etapas iniciales estudiadas 18 horas post-injuria no habria un aumento en los
niveles de NefL como si se ha visto por otras metodologias en nervios ciaticos a mayores
tiempos (48 hrs) post injuria (Sotelo Silveira et al., 2000). Sin embargo este resultado es
novedoso y muestra de una forma diferente a las extracciones de material axoplasmico y
autoradiografias de trabajos previos (Crispino et al., 1992; Sotelo Silveira et al., 2000) que los
axones maduros in vivo son capaces de neo sintetizar neurofilamentos, apoyando la idea de
que estos mecanismos ayudarian a la reposicion de subunidades en los aglomerados de
polimeros de neurofilamento en zonas distales del axén maduro, con una estabilidad extrema
a lo largo del tiempo. Para mantener dicha estabilidad, es posible que exista un recambio de
subunidades a través de la neosintesis local de las mismas que asegure el correcto estado
del citoesqueleto axonal, fundamental para evitar el desarrollo de axonopatias. Estudios
futuros donde se marquen péptidos neo-sintetizados (por ejemplo, mediante FUNCAT)
analizando diferentes tiempos de pulso con aminoacidos marcados y donde se evalue su
incorporacion a los aglomerados de neurofilamentos en el axén distal por microscopia confocal

podrian comenzar a responder estas interrogantes.
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Conclusiones Capitulo I.

El sistema de PURO-PLA es posible de ser utilizado para evaluar la sintesis proteica local
axonal en modelos in vivo con alta resolucion éptica, lo cual permite visualizar in situ los sitios
de neosintesis en el dominio axonal. En lo que respecta a la subunidad del Neurofilamento
Liviano, demostramos que la misma puede neo-sintetizarse en el axon, tanto en estado basal
como en condiciones post injuria, aunque sin diferencias significativas en los niveles de

traduccién local, al menos en las primeras horas posteriores a la lesion.
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6.2) CAPITULO II. La proteina PDCD4 es capaz de regular el
crecimiento axonal, es modulada durante procesos de
regeneracion in vivo y se sintetiza localmente en axones

periféricos.

6.2.1) Introduccién Capitulo II.

PDCD4 ha sido reportado como un represor traduccional con efecto supresor de tumores
regulado por la via mTORC1 (Dorrello et al., 2006; Dennis et al., 2012) que actua como
inhibidor de la actividad helicasa del factor eiF4a inhibiendo asi la formacion del complejo de
preiniciaciéon de la traduccién 43S (Yang et al., 2003; Suzuki et al., 2008; Matsuhashi et al.,
2019). PDCD4 cuenta con un motivo de union al ARN el cual definiria su especificidad de
unién a los ARNm para los cuales su traduccién seria regulada (Loh et al., 2009; Wedeken et
al., 2011; Biyanee et al., 2015). Si bien la lista de mensajeros regulados traduccionalmente
por PDCD4 ha ido en aumento incluyendo c-myb (Singh et al., 2011), p53 (Wedeken et al.,
2011), sin1 (Wang et al., 2017) y BDNF (Li et al., 2020), los mismos siguen siendo pocos y
ademas no han habido grandes avances respecto al rol potencial de PDCD4 en otros sistemas
celulares, donde la regulacion del crecimiento juega un rol preponderante al igual que en el
desarrollo del cancer. En relacion a este ultimo punto es de destacar que muchas de las vias
moleculares que se encuentran afectadas en diversos tipos de cancer son compartidas con
aquellas que regulan el crecimiento y regeneracion axonal, muy especialmente en el contexto
de la regulacion de la sintesis proteica (Chédotal et al., 2005; Heine et al., 2015). Como
mencionamos en la introduccion general, la regulacion de la sintesis proteica en los diferentes
compartimentos neuronales (soma, dendritas y axén) es muy importante en diversos
escenarios metabolicos (por ejemplo durante el desarrollo embrionario o en la regeneracion
axonal en modelos adultos) y en el funcionamiento de las neuronas, incluyendo los fenbmenos
de plasticidad sinaptica (Verma et al., 2005; Jiménez-Diaz et al., 2008; Sotelo-Silveira and
Holt, 2014; Terenzio et al., 2018). La via mTORC1 se ha reportado como un elemento central
en la regulacion de la sintesis proteica local en axones, jugando un rol importante durante los

procesos de regeneracion axonal periférica (Verma et al., 2005; Park et al., 2008, 2010) e
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incluso se ha demostrado la sintesis local de mTOR en axones lesionados (Terenzio et al.,
2018). La via de sefalizacion mediada por mTOR también es afectada en el desarrollo del
cancer (Murray and Tee, 2018). Considerando este solapamiento entre los sistemas que
controlan el crecimiento axonal y la proliferacion celular en cancer es que nos propusimos
estudiar el posible rol de Pdcd4, una proteina rio abajo de la via mTORC1, en el crecimiento

y regeneracion axonal.

Hasta el momento muy pocos estudios relacionaron PDCD4 con funciones en el sistema
nervioso. Se ha reportado el rol de PDCD4 como inhibidor de la traduccién durante el sindrome
alcohdlico fetal en neuronas corticales (Narasimhan et al., 2013; Riar et al., 2014), su papel
en modelos de depresion al regular los niveles de BDNF en SNC (Li et al., 2020) y la represion
en su traduccién por miR-21 en procesos de lesién en médula espinal (Jiang et al., 2017). Por
tanto, no existen trabajos que vinculen a PDCD4 como regulador de procesos que involucren
directamente al compartimento axonal u otros elementos del SNP. Dado su rol como supresor
tumoral, es posible que la proteina Pdcd4 pueda también regular la traduccion de ARNm
relacionados con el crecimiento, regeneracion y/o sintesis proteica axonal. En base a esta
hipétesis surgio la publicacion que a continuacion presentamos, en donde comparto la primera
autoria con el PhD. Guillermo Eastman. En la misma las Figuras 1, 2, 5 y la Suplementaria
N°1 corresponden a mi trabajo experimental. A continuacion de dicho articulo, realizo un
resumen de los resultados obtenidos producto de mi parte del trabajo y una discusion relativa

a los mismos.
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6.2.2) ARTICULO |. PDCD4 regulates axonal growth by translational
repression of neurite growth-related genes and is modulated during nerve

injury responses.

Contribuciones especificas. En este articulo compartimos la primera autoria con el PhD.
Guillermo Eastman, contribuyendo equitativamente en el disefio y ejecucion del trabajo
experimental, asi como también en la escritura del mismo junto a los PhD. Federico Dajas
Bailador y José Sotelo Silveira. En lo que respecta a la realizacion y planificacion de los
experimentos aqui presentados, las Figuras 1, 2, 5 y la Figura Suplementaria N°1 son de mi

autoria.
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Supplemental Figures and Figure Legends.

PDCD4 regulates axonal growth by translational repression of neurite growth-related genes

and is modulated during nerve injury responses

Andrés Di Paolo, Guillermo Eastman, Raquel Mesquita-Ribeiro, Joaquina Farias, Andrew
Macklin, Thomas Kislinger, Nancy Colburn, David Munroe, José Sotelo Sosa, Federico Dajas-

Bailador, José Roberto Sotelo-Silveira.
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Supplemental Figure 1.
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Supplemental Figure 2.
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Supplemental Figure 3.
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Supplemental Figure 4.
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Supplemental Figure 5.
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Supplemental Figure 6.
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Supplemental Figure 7.
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Supplemental Figure 8.

102



Supplementary Figure Legends.

Figure S1. (A) Fluorescent image of cortical neurons overexpressing PDCD4: GFP and PDCD4 expression is
shown in cortical neurons transfected with a PDCD4 cDNA plasmid or with a pcDNA control plasmid. In both
cases, a GFP co-transfected plasmid was used as a positive evidence of transfection. White arrows indicate
the transfected neurons (scale bar 20 ym). The right panel shows quantification of PDCD4 levels, detecting
an increase of 2.3 fold compared to the control condition (p value (***) <0.001, two tailed Mann Whitney test,
n=3 with 3 technical replicates, error bars: SEM). (B) Same as (A) but for cortical neurons were PDCD4 was
knockdown using a mix of 4 siRNA sequences against PDCD4 (Dharmacon siRNA SMARTPOOL) or a mix of
4 scrambled siRNA sequences as control. Again a GFP co-transfected plasmid was used, and the white arrows
show the transfected neurons (scale bar 20 um). The right panel shows quantification of PDCD4 levels,
detecting a decrease of 0.66 fold compared to the control (p value (**) <0.01, two tailed Mann Whitney test,
n=3 with 3 technical replicates, error bars: SEM). (C) Fluorescent image of DRG neurons were PDCD4 was
knockdown using 4 cell permeable siRNA sequences against PDCD4 (Dharmacon Accell siRNA
SMARTPOOL) or a mix of 4 Accell scrambled siRNA sequences as control. Tubulin and PDCD4 expression
is shown (scale bar 20 uym). The right panel shows quantification of PDCD4 levels detecting a decrease of
0.65 fold compared to the control (p value (*) <0.02, two tailed Mann Whitney test, n=3 with 3 technical
replicates, error bars: SEM). (D) To test if the siRNA probes or plasmids have an effect on total PDCD4 protein
levels, we transfect N2A cell line, as a high transfection efficiency model. PDCD4 expression is shown by
western blot as the upper bands, while lower bands correspond to actin as a loading control. The right panel
shows relative quantification of PDCD4 Western Blots bands (p value (***) £0.001 and p value (*) <0.02, two
tailed Mann Whitney test, n=3 with 2 technical replicates, error bars: SEM).

Figure S2. PDCD4 expression silenced by inducible shRNA in the PC12 cell line. Inducible PDCD4 silencing
in PC12 cells was achieved by lentiviral transfection and confirmed by semi-quantitative RealTime PCR and
immunofluorescence. (A) PDCD4 expression was followed at different time points of NGF-induced neuron
differentiation in wt PC12 cells using immunofluorescence. (B) Neuron-like phenotype achieved in PC12 cells
after 72 h of NGF exposure, evidenced by phase contrast microscopy. (C) PDCD4 expression evaluated by
immunofluorescence was analyzed in PC12-shScrambled and PC12-shPDCD4 cells after NGF exposure
alone or with shRNA expression induction by doxycycline (DOX). lllustrative images are shown. (D) PDCD4
signal quantification shows a high decrease in PDCD4 only in PC12-shPDCD4 exposed to NGF+DOX (p value
(**) <0.01, One-way ANOVA with post-hoc Tukey test; n=2 with almost 150 cells analyzed per replicate). (E)
PDCD4 silencing was also confirmed by semi-quantitative RealTime PCR (p value (***) <0.001, Student’s t
test, n=3, error bars: SD). (F) GFP expression was also monitored by immunofluorescence as an indication of
shRNA expression induction by DOX. lllustrative images are shown. (G) Quantification of GFP signal shows
insignificant levels in absence of DOX while considering levels when is present. Differences were statistically
significant (p value (**) <0.01, one-way ANOVA with post-hoc Tukey test, n=2 with almost 150 cells analyzed
per replicate). In A-C and F scale bars means 20 ym.

Figure S3. RNA-Seq and Ribo-Seq data were analyzed individually by edgeR. (A) Ribosomal footprints
periodicity was explored comparing 5’-end read mapping distribution among the three codon nucleotides. Each
dot represents a fraction of reads in each position for each sample (transcriptome RNA-Seq derived and
translatome Ribo-Seq derived). For translatome samples the first position in the codon tends to be enriched
but for transcriptome samples distribution tends to be uniform. (B) Mapping distribution among mRNA features
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was studied comparing 5UTR, CDS and 3’-UTR expression and comparing between transcriptomes and
translatomes. In the first, the three regions are expressed while for translatome samples CDS is preferentially
expressed over UTRs regions. (C) Inter-replicate Pearson correlation value is shown for transcriptome and
translatome samples, in the two conditions (shScrambled and shPDCD4). (D) and (E) Volcano and MA plot,
respectively, for transcriptome compartment (RNA-Seq). (F) and (G), same as (D) and (E) but for translatome
compartment (Ribo-Seq). In D-G red and green dots indicate differentially expressed genes, up- and down-
regulated, respectively (|fold change| >2 and p value <0.05).

Figure S4. Heatmap of potential PDCD4 targets. RNA-Seq and Ribo-Seq expression levels in PDCD4
presence and absence (shScrambled and shPDCD4, respectively) is shown for the 267 putative PDCD4
mMRNA targets.

Figure S5. Quantification and comparison of protein abundance in PDCD4 presence and absence
(shScrambled and shPDCD4, respectively) by Label-Free Quantitative Proteomics. (A) Scatter plot comparing
protein abundance (LFQ/IBAQ values) in shScrambled and shPDCD4 conditions. Red and green dots indicate
differentially expressed proteins, up- and down-regulated respectively (p value <0.05 estimated by ANOVA).
PDCD4 is indicated in the scatter where the knock-down could be also evidenced. (B) Correlation between
fold change values estimated by proteomics and Ribo-Seq for 87 differentially expressed proteins at the
proteome that also show the same direction of change in the Ribo-Seq data.

Figure S6. Functional protein association network by STRING for PDCD4 putative translational targets defined
by translational efficiency criteria (A) and for the opposite direction genes (B). In (A) the 4 functional-related
clusters discussed in the text are indicated: Cluster 1 in blue, highlighting genes associated to mitosis and cell
cycle; Cluster 2 in red, highlighting genes associated to the nucleus; Cluster 3 correspond to mitochondrial
activity and Cluster 4 in yellow, highlighting genes associated to protein export. Disconnected nodes are hidden
in (A) but shown in (B) for illustrative reasons.

Figure S7. Lentiviral shPDCD4 on cortical neurons cultured in vitro upregulates total levels of NFKB2
measured by Western Blot. (A) Cortical neurons were transfected with increasing amounts of lentiviral particles
(+ and ++) containing shPDCD4 sequences, or with vehicle (no lentiviral particles). Western blot bands for
PDCD4, NFKB2 and TUBB3 as non-target control are shown in each case. (B) Relative quantitation of PDCD4
and NFKB2 levels in each condition is shown. While levels of PDCD4 descend down to three-fold with
increasing lentiviral particles, NFKB2 levels increase more than two fold.

Figure S8. Comparison of down-regulated mRNAs targets after PDCD4 knockdown with previously reported

axonal transcriptomes. (A) Venn diagram showing the intersection between TE down-regulated mRNAs by

PDCD4 and axonal transcriptomes described in Figure 4B. Separate and overlapping expressions between

samples are shown. Only transcripts with a level of expression of TPM 2 1 were considered. (B) The table shows

the type of neuron used in each study, the total genes detected and the number of common genes between

potential PDCD4 targets (or potential PDCD4 targets related to axonal growth) and each axonal transcriptome.

The EASE Score (a modified Fisher Exact p-value) is also shown, which indicates gene-enrichment.
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6.2.3) Resultados Capitulo Il.

6.2.3.1. La proteina Pdcd4 se expresa en diferentes tejidos del sistema nervioso central
y periférico de rata y ratén tanto en individuos adultos como en etapas del desarrollo

embrionario.

Evidenciamos mediante microscopia confocal la distribucion de la proteina Pdcd4 en
dendritas de neuronas de Purkinje, axones de neuronas de hipocampo, del nervio ciatico y de
raices ventrales de ratas adultas (Figura 1 del articulo, pagina 79). También detectamos su
expresion en neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRGs, por sus siglas en inglés) de ratas
en estadio embrionario “E18” asi como en neuronas corticales de raton en estadio embrionario
“E16” (Figura 2 del articulo, pagina 80). También detectamos el ARNm de PDCD4 mediante
gPCR en axones de neuronas DRG de ratas en estadio embrionario “E18” con 5 dias de cultivo
en camaras compartimentalizadas de 2 canales (los valores promedio de Ct en axén fueron
25.5 en el dia 3 y 23.6 en el Dia 12 de cultivo). Este resultado solo fue mencionado en la

publicacién, por lo cual lo detallamos a continuacién en la Figura 24.

Figura 24. gPCR de
. DRG Ax6n (Rep 1) E DRG Axon (RepZ) PDCD4 en neuronas

) DRG Soma (Rep. 1) lll DRG Soma (Rep.2) DRG. Rep.1 y Rep. 2

hacen referencia a 2

o
e

réplicas técnicas

realizadas en forma
independiente partiendo
del mismo pool de ARN.
Los datos se encuentran
- - normalizados a los CT

obtenidos para el Axén en
el dia 3.

w A
© © 5

Fold Change (Normalizado
a Axon Dia 3)
$ N

o a0 e

Dia 3 Dia 12

105



6.2.3.2. La proteina Pdcd4 aumenta sus niveles de expresiéon cuanto mayores son los

tiempos de cultivo in vitro en neuronas corticales “E16” de ratén.

Analizando los niveles de Pdcd4 a los 2, 5 y 12 dias de cultivo, detectamos un aumento
significativo en los niveles de PDCD4, tanto en los somas como en los axones (Figura 2A de
la publicacion, pagina 80). Esta reportado que a los 12 dias de cultivo las neuronas corticales
son capaces de generar sinapsis definitivas entre ellas y la formacién de proteinas de novo
disminuye (Cotterill et al., 2016; Banker, 2018). Nuestros resultados sugieren un posible rol
represor de PDCD4 sobre ARNm importantes para el crecimiento axonal y apoya la hipétesis
de que un aumento en los niveles de Pdcd4 puede producir una inhibicion del crecimiento
neuritico. Por ello el siguiente paso fue evaluar si PDCD4 es capaz de regular el crecimiento

axonal in vitro.

6.2.3.3. La modulacién especifica de los niveles de expresion de PDCD4 en cultivos
primarios de neuronas centrales y periféricas tiene un efecto represor sobre el

crecimiento axonal in vitro.

Para testear la hipdtesis de si PDCD4 presenta un rol regulador del crecimiento axonal,
analizamos qué efecto tiene la modulacion especifica de los niveles de PDCD4 (a nivel del
ARNm y de la proteina) en etapas activas del crecimiento neuronal. Realizamos entonces
experimentos de transfeccion para sobreexpresar (mediante un plasmido portador del cDNA
de PDCD4) o silenciar (mediante siRNAs especificos para el mensajero de PDCD4) esta
proteina a las 24 horas de iniciado el cultivo, analizando el efecto sobre el crecimiento axonal
72 horas después. Pasado este tiempo se dieron los cambios esperados en los niveles de la
proteina Pdcd4, lo cual evidencia que los tratamientos son efectivos (Figura Suplementaria
1A, 1B del manuscrito, pagina 95). A nivel del crecimiento neuritico, un aumento en los niveles
de PDCD4 induce una reduccion del largo axonal, mientras que una disminucién en los niveles
de esta proteina produce un aumento de dicho crecimiento, como se muestra en la Figura 2B
y 2C del articulo (pagina 80). Estos analisis fueron realizados en cultivos primarios de
neuronas centrales, por lo cual nos preguntamos si este efecto puede observarse también en
axones del SNP, en donde los procesos de regeneracion axonal juegan un papel muy

importante (He and Jin, 2016). Con este objetivo, silenciamos los niveles de PDCD4 en
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cultivos primarios de neuronas DRGs de rata en el estadio embrionario E18. Dado que estas
células presentan una alta tasa de crecimiento axonal y es muy complejo rastrear cada axén
individualmente, para cuantificar este fendmeno decidimos utilizar camaras
compartimentalizadas de 2 canales. Mediante este sistema es posible aislar los somas en un
compartimento y los axones en otro e incluso es posible realizar tratamientos individuales en
cada compartimento y analizar sus efectos en forma local (Taylor and Jeon, 2011; Dajas-
Bailador et al., 2012). En una primera aproximacién, utilizamos siRNAs permeables en el
compartimento de los somas (sin restricciones de flujo para que dicha droga alcance el
compartimento axonal) y cuantificamos el crecimiento axonal a las 72 horas, comparando los
resultados con un siRNA control permeable sin reconocimiento de secuencias en el genoma.
Similar a lo sucedido en neuronas corticales tratadas con un siRNA mediante una transfeccion
convencional, observamos una disminucion significativa en los niveles de PDCD4 (Figura
Suplementaria 1C del articulo, pagina 95) asi como un aumento del crecimiento axonal tras
silenciar PDCD4 (Figura 2D del articulo, pagina 80), siempre respecto a la condicion control.
Estos resultados revelan que esta proteina es capaz de regular el crecimiento axonal en
neuronas no solo del SNC, sino también del SNP. También nos interesaba conocer si es
posible alcanzar un efecto represor del crecimiento axonal localmente, Unicamente modulando
la expresion de PDCD4 a nivel axonal, sin silenciar ni el ARNm ni la proteina a nivel del cuerpo
celular. Para ello, empleamos camaras compartimentalizadas de 3 canales como los que se
muestran en la Figura 25. En estos sistemas es posible observar el crecimiento axonal en su
extension “maxima” ya que los cuerpos celulares pueden ser cultivados en el primer canal y
los axones alcanzar los canales 2 y 3 con tiempos suficientes de cultivo. En este caso,
incubamos el siRNA unicamente en los 2 compartimentos axonales una vez que los axones
alcanzaron el tercer canal y cuantificamos el efecto 24 horas después. Si bien no se obtuvieron
diferencias significativas, si detectamos una tendencia (p valor 0.16) al aumento del largo
axonal al analizar los axones que alcanzaron el tercer canal, no asi para el crecimiento axonal
general (Figura 26). Esto nos sugiere que al menos parte del efecto que PDCD4 tiene sobre

el crecimiento axonal podria ser local en el axdn, pero no unicamente en el mismo.
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Figura 25. Esquema de Camara Compartimentalizada de 3 canales. Se detalla la configuracion utilizada en
nuestros experimentos, donde se incubaron los cuerpos celulares de neuronas DRG en el canal 1 (rojos) y se

hicieron crecer los axones hacia los canales 2 (amarillos) y 3 (azules).
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Figura 26. Tratamiento con siRNA para PDCD4 especificamente en los axones. Las imagenes fueron tomadas con un microscopio de campo claro. (A) Ejemplo
de crecimiento axonal en el segundo canal a tiempo 0 y a las 24 horas post incubacion con el siRNA Control. (B) Lo mismo que (A) pero incubando con el siRNA para
PDCD4. (C) Cuantificacion del crecimiento axonal en el segundo canal para las condiciones control y experimental. (D) Ejemplo del crecimiento axonal en el tercer
canal a tiempo 0 y a las 24 horas post incubacién con el siRNA Control. (E) Lo mismo que (D) pero incubando con el siRNA para PDCD4. (F) Cuantificacion del largo
axonal alcanzado en el tercer canal para las condiciones control y experimental. Las graficas han sido normalizadas contra el crecimiento (para el segundo canal) o el
largo axonal (para el tercer canal) alcanzado al momento previo de tratar la muestra con el siRNA Control o el siRNA para PDCD4, segun el caso. (Test estadistico:

Paired t test p valor < 0.49 para “Segundo Canal” y Unpaired t test p valor < 0.16 para “Tercer Canal”).
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6.2.3.4. Pdcd4 disminuye sus niveles de expresion en axones de nervio ciatico

regenerantes.

Tras comprobar que esta proteina es capaz de regular el crecimiento axonal in vitro, nos
interesaba analizar si sus niveles cambian en procesos donde interviene la sintesis local de
proteinas como lo es la respuesta axonal a un evento de injuria. Durante la regeneracion
axonal periférica se ha demostrado el aumento general de la sintesis de proteinas, asi como
también una activacion de la via mTORC1 (Verma et al., 2005), lo que supondria una
disminucién en los niveles de PDCD4. Acorde a esta hipoétesis, detectamos que la seial
fluorescente de Pdcd4 disminuye localmente en los sitios préximos a la injuria, no asi en las
regiones proximales de las mismas fibras (respecto a los cuerpos celulares). Ademas, estos
cambios no se observan en nervios que no hayan sido lesionados ni tampoco en otras
proteinas presentes en el tejido (Figura 5B del articulo, pagina 84). Por ultimo y de acuerdo a
nuestra hipotesis de trabajo, la forma fosforilada de la proteina p70S6K en la treonina 389
aumenta sus niveles tras la injuria (Figura 5C del articulo, pagina 84), lo que sugiere una
activacion de la via mTORC1 como ya se ha visto en trabajos anteriores de axén en proceso
de regeneracion (Verma et al., 2005; Terenzio et al., 2018). Ademas, p70S6K es el regulador
directo de la fosforilacién de Pdcd4 y esta reportada que la fosforilacion de esta proteina
desencadena su ubiquitinacion y degradacion por el proteosoma (Dorrello et al., 2006). Ello
explicaria el porqué disminuye localmente los niveles de Pdcd4 tras la injuria. Bajo nuestro
modelo, al “quitar” Pdcd4 del sitio de lesion tras la activacion de la via mTORCH1, se liberaria
la sintesis proteica local de ARNm importantes para la regeneracion y crecimiento de los

axones lesionados.

6.2.3.5. Pdcd4 es neo-sintetizado localmente en axones de raices ventrales y nervio

ciatico in vivo y aumenta el nimero de centros traduccionales tras un evento de injuria.

Mediante el protocolo de “Puromycin Proximity Ligation Assay” o PURO-PLA es posible
identificar los sitios donde una proteina de interés es neo-sintetizada. El sistema consiste en
un ensayo de ligacion por proximidad entre 2 pares de anticuerpos (Tom Dieck et al., 2015).
Uno de los anticuerpos primarios reconoce un epitopo de la proteina de interés, en este caso

Pdcd4. El segundo anticuerpo primario reconoce un compuesto llamado puromicina el cual es
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incorporado en las proteinas nacientes y detiene su traduccién, liberando el extremo C-
terminal del péptido que se estaba sintetizando (Aviner, 2020). Estos anticuerpos primarios
son luego reconocidos por otro par de anticuerpos secundarios que estan conjugados a
oligonucledtidos. Si los anticuerpos secundarios (y por tanto los primarios) estan lo
suficientemente cerca (menor a 40 nm) es posible realizar una reaccion de ligacion entre
ambos oligos seguida de una reaccién de amplificacion circular in situ. Parte de la secuencia
del producto amplificado es reconocida por sondas fluorescentes. El conjunto de éstos puede
visualizarse como spots fluorescentes mediante microscopia confocal y se corresponden con
los centros traduccionales donde la proteina analizada esta siendo neo-sintetizada. Nosotros
adaptamos el protocolo de PURO-PLA para raices ventrales ex vivo y con tiempos cortos de
incubacion (menores a 30 minutos) en presencia de puromicina, logramos identificar centros

activos de traduccion para PDCD4 en el dominio axonal (Figura 4D del articulo, pagina 84).

Adicionalmente, al emplear el protocolo de Puro-PLA en el nervio ciatico ex vivo tanto en
estado basal como a las 18 horas post injuria, observamos por microscopia confocal spots de
fluorescencia que indican centros traduccionales donde PDCD4 esta siendo neo sintetizado.
Estos eventos de sintesis proteica local, al igual que para las raices ventrales, son
independientes de los cuerpos celulares ya que la puromicina es incorporada ex vivo en
ciaticos separados de los ganglios y en un pulso de solamente 30 minutos. La Figura 27
ejemplifica algunos de los sitios dentro del dominio axonal donde evidenciamos la sefial de
fluorescencia esperada (cuadrados) y también en el citoplasma externo (circulos) e interno
(triangulos) de las células de Schwann. En el caso de los nervios en estado de regeneracion,
también se detectaron spots de fluorescencia tanto en la célula de Schwann como en el
dominio axonal. La senal detectada es especifica ya que los controles sin anticuerpo primario

disminuyen dramaticamente |la sefial de PLA y ademas la incorporacion de puromicina en el
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tejido es inhibible por anisomicina, una droga que reprime la traduccion celular (Figura 19 de

la Tesis en Capitulo I, pagina 65).

Figura 27. (A-D) Spots de PLA para PDCD4 en el dominio axonal (cuadrados) y en el citoplasma interno
(triAngulos) y externo (circulos) de la célula de Schwann. Los limites del axoplasma estan indicados con siluetas

en blanco.

Nos interesaba ademdas conocer si existen diferencias en el numero de centros
traduccionales entre ambas condiciones. Dado el gran numero de spots de PLA en todas las
imagenes obtenidas y la variabilidad a lo largo de las fibras, decidimos aplicar 2 protocolos de
cuantificacion semi-automaticos disenados en FIJ/ y descritos en la seccion 5.4.1.2. de
materiales y métodos en las paginas 40-46). El primer sistema de cuantificacién (al que
llamamos “A”) fue elaborado por nuestro grupo y el segundo (al que llamamos “B”) por el grupo
de Schuman y colaboradores, expertos en el tema de cuantificacion de PLA en neuronas en
cultivo. En el primero se busca cuantificar el total de spots por area total y en el segundo el area
cubierta por sefal de PLA respecto al area total. Por tanto, con el segundo protocolo podemos
considerar no solo los spots de PLA sino también la acumulacion de los mismos que se

corresponden con sitios con altos niveles de traduccion.

Dadas la gran cantidad de spots de PLA y el largo del nervio ciatico decidimos tomar
imagenes a bajo aumento (20x) en mosaico cubriendo gran parte del area total del tejido
(detallado en la seccion 5.4.1. de Materiales y Métodos en la pagina 39). Tanto bajo el protocolo
de cuantificacion “A” (Figura 28) como en el “B” (Figura 29) evidenciamos un aumento

significativo (de aproximadamente 2 veces) en el numero de centros traduccionales por unidad
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de area de PDCD4 en el nervio lesionado. Este efecto se observa al analizar el tejido entero
(citoplasma de la célula de Schwann y axén) y también cuando solamente se toma en
consideraciéon el dominio axonal. Es de destacar que para el caso de PDCD4 solamente se
evidenciaron spots de PLA y no grandes conglomerados de los mismos como si se encuetran

para el NefL en el Capitulo | (ver Figura 20, pagina 66).
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Estrategia “A” de Cuantificacién (Pdcd4)

Figura 28. Cuantificacion de los spots de fluorescencia para Pdcd4 en nervio ciatico en estado basal y de lesion mediante la estrategia
“A”. (A) Sefal de PLA para Pdcd4 en el nervio ciatico en estado basal (B) Lo mismo que en (A) pero para la contratincion con faloidina. (C) Merge
entre la sefial del PLA y la faloidina en el nervio ciatico en estado basal. (D) Cuantificacion de los spots de PLA en las fibras del nervio ciatico en
estado basal y lesionado. (E) Sefal de PLA para Pdcd4 en una seccion del nervio ciatico lesionado. (F) Lo mismo que en (E) pero para la
contratincion con faloidina. (G) Merge entre la sefial del PLA y la faloidina en el nervio ciatico lesionado. (H) Cuantificacion de los spots de PLA en

axones del nervio ciatico en estado basal y lesionado por el método “A” de cuantificacion. (Unpaired t test, p valores: ** <0.018 y ***< 0.003).
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Estrategia “B” de Cuantificacién (Pdcd4)

Figura 29. Cuantificacion de los spots de fluorescencia para Pdcd4 en nervio ciatico en estado basal y de lesion mediante la estrategia “B”. (A) Sefial
original de PLA en una seccion del nervio ciatico en estado basal. (B) Lo mismo que en (A) pero para la contratincion con faloidina. (C) Mascara aplicada sobre
el canal de PLA mostrando los spots seleccionados por el método de cuantificacion “B” en el ciatico normal. (D) Sefal original de PLA en una seccion del nervio
ciatico lesionado. (E) Lo mismo que en (D) pero para la contratincion con faloidina. (F) Mascara aplicada sobre el canal de PLA mostrando los spots seleccionados
por el método de cuantificacion “B” en el ciatico lesionado. (G) Cuantificacion de los spots de PLA en el nervio ciatico en estado basal y lesionado por el método
“B” de cuantificacion. (Test estadistico: Mann-Withney p valor ** < 0.01).
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6.2.4) Discusién Capitulo Il.

A partir de los resultados obtenidos demostramos que la proteina Pdcd4 esta presente en
axones, dendritas y cuerpo celulares de neuronas tanto del SNC como del SNP de rata y ratén
en etapas del desarrollo embrionario y en animales adultos. Ademas, detectamos el ARNm
de PDCD4 en el cuerpo celular y axén de neuronas DRG de ratas en estadio embrionario E18,
el cual fue detectado previamente en axones de nervios periféricos en ratas adultas (Farias et
al., 2020) y en neuritas de iNeurons (Zappulo et al., 2017) mediante ensayos de
transcriptomica. Los niveles de esta proteina son elevados en axones de animales adultos
(Figura 1 del articulo, pagina 79) y también detectamos que aumenta con los dias en cultivo
en neuronas corticales (Figura 2, articulo, pagina 80) lo cual es coincidente con la necesidad
de disminucion en las tasas de crecimiento de los axones y el establecimiento de conexiones
sinapticas definitivas a partir de los 12 dias de cultivo. Esto sugiere que Pdcd4 podria estar
regulando el crecimiento axonal, modulando negativamente la tasa traduccional de
mensajeros especificos relacionados con el crecimiento neuritico los cuales disminuirian su
expresion en dichas etapas. Mediante experimentos de sobreexpresion y silenciamiento de
PDCD4 a nivel del ARNm y proteina, demostramos su efecto represor del crecimiento axonal
in vitro en modelos de neuronas del SNC (neuronas corticales) y del SNP (neuronas DRGSs)
(Figura 2 del articulo, pagina 80). Estos analisis fueron realizados modificando los niveles de
PDCD4 a nivel neuronal, por lo cual nos intereso evaluar si existiria también un efecto local al
silenciar PDCD4 solo en los axones. Si bien nuestros resultados no muestran diferencias
significativas, si existe una tendencia al aumento del crecimiento axonal en el grupo donde
PDCD4 ha sido silenciado respecto al control a nivel del largo axonal alcanzado (Figura 26,
pagina 109). Por qué el efecto no es significativo puede deberse a que los niveles de PDCD4
en axones de cultivos primarios son bajos respecto a los estadios posteriores donde
observamos altos niveles de sefal, especialmente en axones de animales adultos. Esto puede
observarse en los niveles de PDCD4 en los primeros 2 dias de cultivo respecto a los 12 dias
de la Figura 2A del articulo (pagina 80) y también en los niveles detectados en axones de
animales adultos como los de la Figura 1 de este articulo (pagina 79). Es posible que en
axones de neuronas DRG de animales adultos, los efectos del silenciamiento local sobre el

crecimiento axonal sean mas notorios.
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Los resultados anteriores demuestran que PDCD4 es un represor del crecimiento axonal,
por lo cual es esperable que regule ARNm relacionados con estos procesos. En este contexto,
los estudios de Ribosome Profiling en células PC12 diferenciadas a neuronas, en donde
previamente se silenci6 PDCD4 mediante vectores virales, muestran una lista de 267 genes
candidatos a ser regulados negativamente por PDCD4 a nivel traduccional (Tesis Doctorado
de Guillermo Eastman., 2021). De esta lista, detectamos 36 genes relacionados con funciones
ya reportadas en procesos relacionados con el crecimiento neuritico (Figura 4A del articulo,
pagina 83) y se destacan NFKB2 y BDNF. Se ha reportado el rol de NFKB2 para regular la
extension de arboles dendriticos y el crecimiento neuritico (Gutierrez et al., 2005), su papel en
la neuritogénesis (Manecka et al., 2013) y evidencias recientes muestran interacciones entre
esta proteina y PDCD4 modulando la activacion inflamatoria de la microglia e induciendo la
apoptosis neuronal en SNC (Chen et al., 2021). Nosotros hemos demostrado en neuronas
corticales que el silenciamiento de PDCD4 produce una disminucién en los niveles de NFKB2
a nivel proteico (Figura Suplementaria 7 del articulo, pagina 101) verificando asi el efecto
represor de la traduccion por parte de PDCD4. Respecto al BDNF, recientemente se ha
reportado que PDCD4 reprime la traduccidon de este mensajero en neuronas de hipocampo
(Li et al., 2020), validando el potencial blanco de PDCD4 obtenido en nuestro estudio. Por
ultimo, el analisis fenotipico de estas células diferenciadas a neuronas muestra un aumento
del crecimiento neuritico cuando PDCD4 es silenciado (Figura 3A y 3B del articulo, pagina
81). Todos estos datos nos estarian indicando que PDCD4 regularia el crecimiento axonal
posiblemente reprimiendo la traducciéon de mensajeros involucrados en estos procesos e

incluso localmente en el axon.

Si PDCD4 es capaz de modular el crecimiento axonal y presenta blancos relacionados al
desarrollo neuritico en modelos in vitro, es posible que participe en eventos de plasticidad
neuronal donde la regulacion de la sintesis de proteinas sea importante, como lo es la
regeneracion axonal. Se conoce de la literatura que, tras un evento de lesién axonal periférica,
existe un aumento de la sintesis de proteinas como respuesta a la injuria, lo cual forma parte
del proceso de regeneracion en axones periféricos (Zheng et al., 2001; Verma et al., 2005;
Willis et al., 2005; Gumy et al., 2010; Obara et al., 2012; Twiss et al., 2016; Terenzio et al.,

2018). Para estudiar si los niveles de Pdcd4 se veian reducidos como respuesta a la injuria,
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empleamos un modelo ya caracterizado de lesion y regeneracion axonal in vivo en nervio
ciatico (Canclini et al., 2014) utilizando como control el ciatico contralateral sin lesion de los
mismos animales (Figura 5B del articulo pagina 84). Nuestra hipotesis es que, si Pdcd4 es
capaz de regular la tasa traduccional de mensajeros importantes en procesos de crecimiento
axonal, posiblemente disminuya sus niveles de expresion y con ello su efecto como represor
traduccional durante un evento de regeneraciéon axonal. De acuerdo con lo esperado,
detectamos una disminucién en los niveles de Pdcd4 en las regiones axonales cercanas a la
lesién (distales, en relacién con los cuerpos neuronales) respecto a las mas alejadas o

proximales a los cuerpos celulares. Estos cambios no se observan en los nervios sin lesion.

Estos resultados muestran que los niveles de Pdcd4 podrian ser modulados localmente en
los axones en, por ejemplo, procesos de regeneracion axonal desencadenados tras una
injuria. Un paso mas seria conocer bajo qué mecanismos de regulacion esta proteina podria
ser reprimida localmente. Una posibilidad es a través de la activacién de la via mTORC1.
Como mencionamos en las secciones 2.3 y 2.4 de la introduccion general, ya se ha descrito
el rol de mTORC1 en la regeneracion y la SPL axonal a través de la fosforilacion de la proteina
p70S6K (ver Figura 2B de esta tesis pagina 26). Paralelamente, estudios en cancer han
mostrado que p70S6K en su forma activa fosforila a PDCD4, lo cual desencadena su
ubiquitinacién y posterior degradacién por parte del proteosoma (Dorrello et al., 2006). Cuando
analizamos los niveles de la proteina p70S6K fosforilada en axones sometidos a injuria
respecto al estado basal, detectamos un aumento significativo en los niveles de esta proteina
(Figura 5C del articulo, pagina 84). Esta activacion de la via mTORC1 podria explicar los

cambios en los niveles de expresion de PDCD4 en axones lesionados.

La deplecién de los niveles de Pdcd4 a nivel local en axones lesionados puede ser uno de
los mecanismos que aseguren una respuesta rapida del axén a la injuria, pero no
necesariamente el unico. La sintesis local de proteinas dentro del dominio axonal puede ser
un sistema importante para modular los niveles de expresion de blancos especificos en
diferentes escenarios del metabolismo axonal. En este contexto demostramos que Pdcd4
puede ser neo sintetizado en axones de raices ventrales (Figura 5D del articulo, pagina 84) y
en nervio ciatico in vivo, tanto en condiciones basales como de injuria. EI aumento en el

numero de centros traduccionales durante los procesos de regeneraciéon axonal podria en
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principio contradecir la disminucion de los niveles de dicha proteina en los sitios proximos a la
injuria. Sin embargo, es posible que este proceso se corresponda con mecanismos que
aseguren una reposicion rapida de la proteina Pdcd4 a nivel axonal para etapas ulteriores del
proceso de regeneracion. Nosotros evidenciamos la activacién de la via mTORC1-p70S6K en
los axones injuriados, la cual podria estar desencadenando la fosforilacidn, ubiquitinacion y
posterior degradacion de Pdcd4 por el complejo del proteosoma (Dorrello et al., 2006).
Realizar experimentos en tiempos mayores del proceso de regeneracion y analizar
especificamente los niveles de Pdcd4 fosforilado en la Ser 67 (la que desencadena su
degradacion) podria agregar mas informacion al respecto de cédmo es finamente modulado los

niveles de Pdcd4 en las diferentes etapas de la regeneracion axonal.

En suma, estos resultados sugieren la capacidad de la maquinaria axonal de regular los
niveles de PDCD4 in vivo mediante la degradacién a través de la activacién de la via mTORC1

y/o la sintesis local de dicha proteina dentro del compartimento axonal.
Conclusiones Capitulo II.

Nuestros estudios demuestran por primera vez que PDCDA4 tiene la capacidad de modular
el crecimiento axonal, tanto durante etapas del desarrollo embrionario neuronal como en
proceso de regeneracion en axones maduros. También reportamos una lista de posibles
blancos traduccionales de PDCD4 y 36 de estos genes estan directamente relacionados con
una firma neuritica. Por ultimo, demostramos la modulacion de esta proteina localmente en
axones in vivo a través de su degradacion y su sintesis proteica local, posiblemente
modulados por la via mTORC1-p70S6K. Estos hallazgos muestran nuevas evidencias
respecto a la correlacion entre las vias moleculares involucradas en cancer y en el crecimiento

axonal como ya ha sido indicado por otros autores (Chédotal et al., 2005; Heine et al., 2015).
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6.3) Capitulo Ill. Las proteinas ribosomales se encuentran

enriquecidas en el proteoma axonal de nervios periféricos in vivo.

6.3.1) Introduccion Capitulo lll.

Como se menciond en la introduccion general, la localizacion de los ARNm y proteinas en
cada compartimento neuronal es esencial para mantener la morfologia y polaridad
caracteristico de este tipo celular. En el caso de los axones en nervios periféricos, los
mecanismos de regulacién de localizacion de ARNm son importantes para la respuesta a
estimulos, tanto en condiciones normales como de injuria, a través de diversas vias de de
sefalizacion molecular (Mahar and Cavalli, 2018; Koley et al., 2019). Si bien los sistemas de
transporte axonales son una fuente muy importante de ARNm y proteinas provenientes desde
el cuerpo celular, no serian suficientes para definir completamente la localizacion de proteinas
en el axoén (Alvarez and Torres, 1985; Perry and Fainzilber, 2014). En este contexto, se han
descrito la transferencia de macromoléculas desde la glia al axon (Lasek et al., 1977; Buchheit
and Tytell, 1992; Sheller et al., 1995; Court et al., 2008; Lopez-Verrilli and Court, 2012; Sotelo
et al.,, 2013, 2014) y la sintesis proteica local (Sotelo-Silveira and Holt, 2014; Kim and Jung,
2015; Twiss et al., 2016; Rangaraju et al., 2017) como mecanismos adicionales para el
mantenimiento de la homeostasis axonal, especialmente en estados de crecimiento activo o
de regeneracion. En estos escenarios se activan cascadas de senalizacion conformadas por
cientos de proteinas junto con cambios en las tasas traduccionales de ARNm, eventos de
fosforilacidn y protedlisis, todo ello en forma simultanea y altamente organizada (Hanz et al.,
2003; Hanz and Fainzilber, 2006; Ben-Yaakov and Fainzilber, 2009; Perry et al., 2012;
Terenzio et al., 2018). Ademas, muchos de estos cambios son inicialmente independientes de
cambios transcripcionales en el soma, demostrando la independencia del axéon para la
respuesta rapida en ciertos escenarios metabdlicos. En este contexto, los estudios omicos
surgen como herramientas moleculares poderosas para comprender globalmente el desarrollo
de estos procesos y para identificar cuales ARNs y proteinas estan involucrados. La revision
del Anexo 1 resume en detalle los ensayos omicos efectuados en axones en la ultima década
discutiendo los principales hallazgos aportados mediante transcriptomica, translatémica y

protedmica axonal (ver Anexo 1, pagina 182).
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A los crecientes avances tecnoldgicos en los sistemas de secuenciacion masiva y de
protedbmica, en conjunto con el aumento exponencial en las capacidades de cémputo
fundamentales para analizar los datos obtenidos, se ha sumado el desarrollo de eficientes
protocolos de aislamiento de material axoplasmico, principalmente en modelos in vitro. Para
mas detalles de estos sistemas, consultar la revisién del Anexo 1 (paginas 183-186 y Figura
1 del articulo 1ll). A la fecha, existen mas de 20 publicaciones de transcriptomas axonales in
vitro desarrollados en diferentes tipos neuronales y diversos escenarios metabdlicos (Willis et
al., 2007; Taylor et al., 2009; Andreassi et al., 2010; Zivraj et al., 2010; Gumy et al., 2011,
Cajigas et al., 2012b; Baleriola et al., 2014; Minis et al., 2014; Saal et al., 2014; Sasaki et al.,
2014; Briese et al., 2016; Taliaferro et al., 2016; Bigler et al., 2017; Rotem et al., 2017; Zappulo
et al., 2017; Mathur et al., 2018; Toth et al., 2018). A ellos se suma el reciente trabajo de
nuestro grupo donde se ha reportado el transcriptoma axonal de raices ventrales de ratas
adultas in vivo (Farias et al., 2020). Sin embargo, los estudios de protedmica en axén son
escasos, siendo la mayoria en modelos in vitro (Zappulo et al., 2017; Cagnetta et al., 2018;
Chuang et al., 2018) y unicamente unos pocos trabajos han sido desarrollados en modelos in
vivo (Perlson et al., 2005; Michaelevski et al., 2010b; Rishal et al., 2010). Estos ultimos han
sido desarrollados a partir de protocolos de aislamiento axoplasmico reportados por Fainzilber
y colaboradores (Perlson et al., 2005). Este modelo se basa en el aislamiento de material ex
vivo a partir de una extrusion de axoplasma por diferencias osmoticas con el medio. La
variante inicial del protocolo fue utilizando buffers iso-osméticos (Perlson et al., 2005), pero
luego los mismos autores lograron disminuir la presencia de proteinas contaminantes
provenientes del suero utilizando un paso previo de incubacién en un buffer salino hipoténico,
lo cual aumenta los niveles de pureza de la muestra (Rishal et al., 2010). Para mas detalles
del protocolo de aislamiento axoplasmico, consultar la seccion 5.8 de materiales y métodos
(pagina 48). Mediante este sistema y utilizando el protocolo de protedmica cuantitativa iTRAQ,
el grupo de Fainzilber y colaboradores detectd 972 grupos de proteinas en el axoplasma de
nervio ciatico (Michaelevski et al., 2010b) con una sobrerrepresentacion de aquellas
relacionadas con traduccion y proteinas ribosomales, como ya ha sido reportado en otros
estudios mediante ensayos bioquimicos y de biologia molecular (Kun et al., 2007; Court et al.,
2008; Biever et al., 2020).
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Hemos mencionado la importancia de la SPL axonal para la homeostasis neuronal. Por
tanto, los ensayos omicos que permitan su identificacion son valiosos y al mismo tiempo
metodologicamente desafiantes dada la escasa cantidad de proteinas neo-sintetizadas
axonales. Hay muy pocos trabajos que reporten por ensayos de protedmica proteinas neo-
sintetizadas en axoén y han sido unicamente desarrollados en modelos in vitro de ratdn
(Zappulo et al., 2017) y de Xenopus Laevis (Cagnetta et al., 2018). Considerando estos datos
previos es que nos propusimos analizar el proteoma del axoplasma de nervio ciatico de ratas
adultas utilizando el protocolo de extruido hipotonico de Fainzilber y colaboradores, tanto en
condiciones basales como de injuria (18 horas posteriores a una incisién completa de dicho
nervio) empleando tecnologia de protedmica cuantitativa de ultima generacién en
colaboracion con el Laboratorio de Protedmica del Dr. Thomas Kislinger en Toronto, Canada.
Ademas, comparamos el proteoma axonal con el del nervio ciatico entero en ambas
condiciones. El protocolo de protedmica cuantitativa empleado es el sistema de “marcado
libre” o Label-Free Quantitative Proteomics (LFQ), para el cual existen estudios que reportan
una mayor capacidad de detectar proteinas diferencialmente expresadas respecto al iTRAQ
(previamente utilizado en un modelo similar por Fainzilber y colaboradores), especialmente
para muestras con poca cantidad de proteina total (Latosinska et al., 2015). Detectamos mas
de 2000 grupos de proteinas en axén, lo que es mas del doble que lo previamente detectado
por Fainzilber y colaboradores (Michaelevski et al., 2010b). Las categorias relacionadas con
traduccion y citoesqueleto estan sobre-representadas en axén. En cuanto a las proteinas
ribosomales, las mismas estan elevadas en las etapas posteriores a la injuria unicamente en
los axones regenerantes, siempre respecto a la condicion basal. Por ultimo, y dada la escasez
de estudios protedmicos que analicen las proteinas neo-sintetizadas en axén, combinamos el
sistema LFQ con protocolos de BONCAT en extruidos de axoplasmas, detectando 42
proteinas neo-sintetizadas y validando una de ellas (el NeflL) por el sistema de Puro-PLA en

nervio ciatico ex vivo como ya describimos en el Capitulo | de esta tesis.
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6.3.2) ARTICULDO II. Rat sciatic nerve axoplasm proteome is enriched with

ribosomal proteins during regeneration processes.

Contribuciones Especificas. En este articulo los experimentos descritos en cada una de las
figuras derivan directamente de mi trabajo experimental. En lo que respecta a la preparacion
de muestras de axoplasmas y tejido entero de raices ventrales y dorsales (Figura 2 del
articulo) fue realizada junto a la PhD. Joaquina Farias y los protocolos de extraccion de
péptidos y corrida en el espectrometro de masas junto a Andrew Macklin, el técnico del MS/MS
del Princess Margaret Cancer Research Center en Toronto, Canada. El disefio gréfico de las
Figuras 1A-D, 4A-D, 5A-C, 6C, 6D y el analisis estadistico de los datos producidos tras los
ensayos de proteémica fueron desarrollados con la colaboracion de Vladimir Ignatchenko. El
disefio de las Figuras 3E-H y 4E-H se realizaron en colaboracion con el Lic. Joaquin Garat.
Respecto a la escritura del manuscrito, se realizo por mi en colaboracion con el PhD. José

Sotelo Silveira y PhD. Thomas Kislinger.
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Supplemental Figures and Figure Legends.

Supplemental Figure 1.
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Supplemental Figure 2.

Supplemental Figure 3.
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Supplemental Figure 4.

Supplementary Figure Legends.

Figure S1. Heatmaps of axoplasm replicates (A) and whole nerve sample replicates (B) plotted separately.
Figure S2. Pearson correlation coefficient for axon samples comparison.

Figure S3. (A) Heatmap for the 73 ribosomal proteins detected in the axoplasm samples at normal and

injury conditions expressed in IBAQ values. (B) The same as (A) but for whole sciatic nerve samples.

Figure S4. Overlap between the axoplasm sample and the proteomes detected by extruded axoplasm

extraction in previous articles.
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6.3.3) Resultados Capitulo lll.

6.3.3.1. El protocolo para extraccion de material axoplasmico muestra un
enriquecimiento en la deteccién de proteinas axonales y una disminuciéon de las

mielinicas.

El material axoplasmico obtenido de un unico nervio ciatico por réplica fue suficiente para
detectar un numero mayor de grupos de proteinas respecto a trabajos anteriores empleando
estrategias similares (Michaelevski et al., 2010a). Detectamos un promedio de 2087 grupos
de proteinas axonales y el coeficiente de Spearman entre réplicas fue de al menos 0.80
(Figura 1C del articulo, pagina 126). Esto significa un aumento en la capacidad de deteccién
respecto a estudios previos también desarrollados en nervio ciatico en los cuales la
variabilidad entre réplicas fue elevada debido a la necesidad de utilizar el material axoplasmico
correspondiente a 100 animales por réplica para obtener suficiente cantidad de proteina total
(Michaelevski et al., 2010a). Por otra parte, dado que en nuestro andlisis contamos con el
nervio entero contralateral del mismo animal sometido al mismo tratamiento (con o sin lesion),
es posible analizar qué proteinas estan enriquecidas en los axones con mayor confianza
estadistica producto de una disminucién en las fuentes de variabilidad inherentes al uso de un

pool de material axoplasmico proveniente de varios animales.

En relacion a la identidad de los grupos de proteinas detectadas, existe un enriquecimiento
en aquellas relacionadas con funciones axonales y una disminucion en las proteinas
mielinicas (Figura 1E del articulo, pagina 126) y también de aquellas relacionadas con el
citoplasma de las células de Schwann. Sin embargo, es importante destacar que, si bien otras
proteinas caracteristicas de axones tales como las subunidades liviana, mediana y pesada de
los neurofilamentos no se encontraron enriquecidos en las muestras axonales, si estan entre
las primeras proteinas detectadas en las muestras axonales ordenados por el ranking de

intensidad de deteccién por IBAQ.
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6.3.3.2. El método de extraccion de axoplasmas en buffer hipoténico puede ser utilizado

en diferentes grupos de nervios periféricos.

Axones de diversos tipos neuronales presentan variaciones en las proteinas que contienen
y ello influye en sus funciones y/o respuestas a estimulos, por lo cual conocer sus proteomas
es un punto importante, por ejemplo para entender el desarrollo de patologias neuroldgicas.
En este contexto decidimos testear nuestro protocolo de protedmica axonal no solo para el
nervio ciatico sino también para las raices ventral y dorsal de las vértebras L5 y L6, las cuales
corresponden a los segmentos proximales motor y sensorial que dan origen a gran parte del
nervio ciatico en la rata (ver esquema en Figura 2A del articulo, pagina 128). Para estos tejidos
obtuvimos proteomas mas pequefos respecto a los del nervio ciatico, tanto para las muestras
de axoplasma como para las de tejido entero. Este resultado podria explicarse en parte por
problemas técnicos durante la extraccion de las proteinas, especialmente para la obtencion
de proteinas presentes en regiones del tejido con alto contenido lipidico que son de dificil
acceso al no utilizar detergentes en el buffer de lisis. Para el caso de los nervios ciaticos,
realizamos un paso previo de retirar el epineuro lo cual disminuye la presencia de colageno y
otras estructuras que podrian dificultar la obtencion de proteinas. Esta extraccidon no es posible
en las raices ventrales y dorsales ya que no presentan una organizacion fascicular. Por ello,
a efectos de poder comparar los proteomas de raices ventral y dorsal con los de nervio ciatico,
analizamos unicamente las primeras 750 proteinas detectadas para todas las muestras
rankeadas por valor de intensidad /BAQ. Un 75% del proteoma detectado para cada nervio
entero corresponde a grupos de proteinas comunes (Figura 2B del articulo, pagina 128) y un
65% para los axoplasmas (Figura 2C de articulo) indicando que los tejidos son similares, pero
no idénticos. Los graficos de correlacion entre muestra pareadas muestran una mayor
similaridad entre los proteomas correspondientes a las raices ventral y dorsal que los de éstos
ultimos respecto al nervio ciatico, tanto para el tejido entero como para los axoplasmas (Figura
2C-2E del articulo). Al analizar las proteinas significativamente enriquecidas entre los
axoplasmas de raiz ventral o dorsal, s6lo se encontraron 35 proteinas para la raiz dorsal y 14
en la ventral, por lo cual ambos tipos axonales son muy similares y homogéneos en cuanto a

las proteinas que presentan.
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6.3.3.3. El proteoma axonal del nervio ciatico esta enriquecido con proteinas

relacionadas con el citoesqueleto y proteinas ribosomales que aumentan tras la injuria.

Al analizar las listas de proteinas de axoplasma vy tejido entero para cada condicion se
observa que dentro de las primeras 400 detectadas con valores de intensidad mas altos
(ordenadas por ranking de IBAQ) las categorias de ontologia sobrerrepresentadas en los
axones incluyen aquellas relacionadas con el ensamblado y biogénesis de ribosomas,
regulacion de la traduccion y ensamblaje del citoesqueleto (Figura 3 del articulo, pagina 129).
Un dato muy relevante es que detectamos 72 proteinas ribosomales en el proteoma axonal.
De éstas, 48 estan en la lista de las 400 mas expresadas en axon y solo 7 en la misma lista,
pero del ciatico entero. Estos numeros aumentan a 61 y 15 respectivamente en condiciones

de injuria.

Paralelamente, los andlisis de enriquecimiento entre los grupos de proteinas axonales
respecto al tejido entero revela una lista de 330 proteinas significativamente enriquecidas en
axoén en condicion basal y 345 en condiciones de injuria (Figura 4A-4B del articulo, pagina
130). Ademas de repetirse la sobrerrepresentacion de procesos bioldgicos relacionados con
traduccién, surgen otros tales como el ensamblado de la sinapsis neuronal y de granulos de
ARN, diferenciacion neuronal y procesos asociados con el transporte en el aparato de Golgi.
Ademas de estas categorias, el analisis en axones sometidos a injuria respecto al tejido entero
en la misma condicion muestra un enriquecimiento en proteinas relacionadas con la
localizacion de granulos de estrés y un enriquecimiento en varias histonas (Figura 4E-4F). A
pesar de las funciones candnicas en el nucleo de éstas ultimas, estudios previos ya las han
reportado en axon tanto en sistemas in vitro como in vivo (Michaelevski et al., 2010a; Rishal
et al., 2010; Roth et al., 2013; Chuang et al., 2018).

Como forma de evaluar unicamente el efecto que tiene la injuria sobre nuestro sistema,
también comparamos los proteomas axonales y de tejido entero entre si en condicidén basal y
post lesion. Un primer dato interesante es que solo 34 proteinas estan enriquecidas tras la
injuria en tejidos enteros (Figura 4C del articulo, pagina 130) y 143 surgen de la comparativa
axonal (Figura 4D del articulo, pagina 130), lo que sugiere que en las primeras horas post

lesion es en el axon donde se producen la mayoria de los cambios. El analisis de ontologia
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de este grupo de proteinas apoya esta hipotesis ya que se distinguen procesos biologicos
tales como respuesta a la cicatrizacion, respuesta inmune, inflamatoria y apoptosis. Otro dato
interesante es que, de la mencionada lista de 143 proteinas, 75 se encuentran
especificamente reguladas por la lesion a nivel axonal ya que no estan enriquecidas en el
tejido entero lesionado respecto al normal. Estas proteinas incluyen motores moleculares de
transporte axonal de la familia de las miosinas, el factor represor de la transcripcion Ctcf
reportado como regulador del desarrollo neuronal (Finger et al.,, 2003) y 9 proteinas

ribosomales.

Analizando especificamente las proteinas ribosomales detectadas, vemos que éstas
aumentan sus niveles de deteccién tras el evento de injuria (Figura 5A del articulo, pagina
131) pero sorpresivamente solamente a nivel axonal ya que este aumento no es tan claro en
la comparativa entre los nervios ciaticos enteros (Figura 5B del articulo). Ademas, estos
cambios son especificos de ese grupo de proteinas ya que los analisis de los proteomas a
nivel global no muestran este nivel de variacién en las sefales de deteccion (Figura 5C del

articulo).

6.3.3.4. Los grupos de proteinas detectados en axdén han sido previamente reportados

en proteomas axonales in vitro.

Dado la escasez de reportes de protedmica axonal, y como forma adicional de validar los
datos obtenidos de muestras in vivo, comparamos la lista de grupos de proteinas detectados
en axon con los reportados en axones in vitro de raton correspondiente a neuronas
diferenciadas de células pluripotentes conocidas como “iNeurons” (Zappulo et al., 2017);
neuronas corticales de ratas adultas (Chuang et al.,, 2018) y RGC de Xenopus Laevis
(Cagnetta et al., 2018), utilizando la conversidn a genes ortélogos de humano. Este analisis
revela que un 18% de nuestro set de datos, lo cual corresponde a unas 356 proteinas, son
detectables en todas las listas a pesar del origen diferente de las muestras, tanto a nivel de
las especies como del tipo neuronal analizado. Por esta razon es esperable que el numero
anterior pudiera ser bajo. Sin embargo, el 85% de nuestro set, unas 1706 proteinas, son
detectadas en al menos uno de los otros sets de datos y solo un 15% es Unico de nuestro

proteoma axonal in vivo. Ademas, el analisis de las proteinas ribosomales muestra que todas
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ellas son detectadas en al menos uno de los datasets de proteomas axonales in vitro. Todos

estos resultados se resumen en la Figura 6 del articulo (pagina 132).

Por otra parte, al comparar nuestro proteoma axonal con las proteinas reportadas por
Fainzilber y colaboradores en axones del nervio ciatico in vivo muestran un 84 % de
coincidencias entre ambos sets de datos (Figura Suplementaria 4, pagina 141). Un estudio
posterior desarrollado por los mismos autores reporta dos listas de proteinas relacionadas con
el transporte retrégrado y anterdgrado, y en este caso nosotros detectamos coincidencias de

83% para el primer set de datos y 77% para el segundo.

6.3.3.5. Se detectaron 42 proteinas neo-sintetizadas en axones mediante un protocolo

de BONCAT combinado con proteémica cuantitativa basada en el sistema LFQ.

Hasta el momento los protocolos de protedmica que han sido exitosos en reportar las
proteinas que son neo-sintetizadas en axén han sido muy pocos y desarrollados unicamente
en modelos in vitro (Zappulo et al., 2017; Cagnetta et al., 2018). En este contexto es que
decidimos combinar el protocolo de extruido de axoplasmas con el marcado de proteinas
mediante el aminoacido ortélogo AHA, seguido de una purificacion de las proteinas que
incorporan el mismo en un pulso de 4 horas (ver materiales y métodos del articulo, seccion
“BONCAT Protocol’, pagina 125) para revelar las proteinas con tasa traduccional mas alta en
axones maduros in vivo. Detectamos una lista de 42 proteinas en las muestras incubadas con
AHA, de las cuales 28 no son detectables en el control sin AHA y el resto lo hacen con un fold
change significativamente menor. La Tabla 1 del articulo resume esta informacién. En la
misma estan incluidos la subunidad menor y mediana de los neurofilamentos (NefL y NefM) lo
cual valida los resultados obtenidos en el Capitulo | donde evidenciamos la neosintesis de
NEFI en axones de nervio ciatico en estado basal y de regeneracion (Seccion 6.2.2. pagina
66).

6.3.4) Discusién Capitulo lll.

Los proteomas axonales reportados en la bibliografia son pocos hasta el momento y gran

parte de ellos desarrollados en modelos in vitro y principalmente en etapas del desarrollo
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embrionario, por lo cual estos analisis no necesariamente revelan todas las proteinas que
estan presentes en axones de animales maduros. Este ultimo punto es importante ya que los
axones cultivados in vitro presentan caracteristicas de axones regenerantes y carecen de
interacciones con las células gliales, por lo cual no reflejan todas las propiedades de los
axones in vivo de animales adultos (Sotelo et al., 2014; Al-Ali et al., 2017). En este contexto,
el protocolo de extraccion de axoplasma a partir de nervios periféricos de animales adultos
reportado por Fainzilber y colaboradores es un paso importante ya que es compatible con
ensayos de protedmica y otros protocolos de biologia molecular. Sin embargo, el proteoma
axonal publicado utilizando esta metodologia presentaba problemas en cuanto a las
coincidencias detectadas entre réplicas bioldgicas (con valores de correlaciones inferiores a
0.20 en los triplicados biolégicos), el bajo numero de grupos de proteinas detectadas (942) y
la necesidad de utilizar un gran numero de animales para obtener una cantidad suficiente de
material axoplasmico (100 animales por réplica biolégica) para alcanzar la cantidad de material
necesario para el protocolo de protedmica cuantitativa utilizado (“/iTRAQ”) (Michaelevski et al.,
2010a). Como forma de aportar nueva informacion entorno a estos puntos, decidimos emplear
el mismo sistema de aislamiento de material axonal a partir de nervio ciatico, pero utilizando
el sistema de protedmica LFQ y un espectrémetro de masas de ultima generacion (Orbitrap
Fusion Quadrupole) asociados con un experto a nivel mundial en proteémica como lo es el Dr.
Thomas Kislinger. De esta forma alcanzamos un aumento significativo en la capacidad de
deteccion, identificando mas del doble de grupos de proteinas axonales en nervio ciatico
respecto a la publicaciéon de Fainzilber y colaboradores del afio 2010 (Michaelevski et al.,
2010a) - 2077 grupos de proteinas en axoplasma extruido - y utilizando el material axonal
correspondiente a un unico animal por réplica bioldgica, lo cual aumentd la replicabilidad (con
un indice de correlacion de Spearman superior a 0.8 entre cada grupo, Figura 1C del articulo,
pagina 126). Esto nos permitio realizar comparativas dentro de los mismos animales entre el
material axoplasmico y el nervio entero contralateral, tanto en condiciones basales como de

regeneracion, 18 horas post injuria.

Como forma de validar la pureza del material axonal obtenido, analizamos los niveles de
deteccion de proteinas tipicas de axones y las relacionadas con la mielina y/o el citoplasma

de las células de Schwann, encontrando un enriquecimiento en las primeras y una disminucion
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en las segundas siempre relativo a los niveles detectados en el nervio entero. Ademas, al
observar el heatmap de la Figura 1 es posible identificar 3 clusters: uno de proteinas con altos
niveles de deteccion en axdn (cluster 1) otras en el tejido entero (cluster 3) y una region donde
los niveles de deteccion son similares entre ambos tipos de muestra (cluster 2). Varias
proteinas tipicas de mielina (como MPZ y POQ) y otras reportadas como marcadores del
citoplasma de la célula de Schwann en modelos in vivo como las S100 y Ncam1 (Liu et al.,
2015) estan presentes en el cluster 3, de acuerdo a lo esperado. Sin embargo, los
neurofilamentos, para los cuales existen numerosos reportes que validan su presencia en altos
niveles en axon (Yuan et al., 2017), no los encontramos enriquecidos respecto al proteoma
del nervio entero aunque si estan entre los primeros 30 grupos de proteinas con mayores
niveles de deteccidon en la muestra axonal. Si bien esto no estaria dentro de los resultados
esperados, es posible que se deba a caracteristicas propias del sistema de extracciéon del
material axoplasmico. En linea con esta hipétesis, nuestro grupo pudo constatar mediante un
analisis de protedmica realizado a partir del protocolo de microdiseccion de axoplasmas
disefiado por Koenig y colaboradores (Koenig et al., 2000) en raices ventrales que los
neurofilamentos liviano y mediano son las 2 primeras proteinas axonales detectadas incluso
con un orden de magnitud mayor respecto a todos otros grupos detectados (manuscrito en
preparacion). Es posible que el paso de fijacion del sistema de microdiseccion de axoplasmas
genere un enriquecimiento mucho mayor de las proteinas del citoesqueleto que lo que se logra
en el método de extraccidn por buffer hipotdnico de Fainzilber y colaboradores en donde es
esperable exista un sesgo hacia la deteccion de la fraccion soluble de estas proteinas y no de
la insoluble. Es esperable que la misma se encuentre en altas proporciones dado que la
mayoria de los neurofilamentos en axones maduros estan conformando grandes clusters
inmoviles que no son posibles de solubilizar en ausencia de detergentes (Yuan et al., 2000,
2003).

Confirmamos ademas la capacidad de utilizar este sistema de extraccion de axoplasma en
raices ventrales (RV) y dorsales (RD) las cuales dan origen a mas del 95% de las fibras
correspondientes al nervio ciatico de ratas adultas (Schmalbruch, 1986). Los graficos de
correlacion pareados muestran una mayor similaridad entre las RV y RD enteras (R? de 0.90)

que respecto a éstas Ultimas con el nervio ciatico entero (R? de 0.62 y 0.64, respectivamente).
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Estos valores son esperables dada la similaridad en cuanto a la organizacion de las fibras en
las RV y RD las cuales estan en la interfase entre el SNC y el SNP (Hadzic, 2007) y carecen
de la tipica conformacion del tejido conectivo multi fascicular de los nervios periféricos - como
lo es el nervio ciatico - con un epineuro, perineuro y endoneuro definidos y una alta proporcion
de fibras de colageno (Schmalbruch, 1986). En cuanto al proteoma axonal, las diferencias
encontradas son mayores que para el tejido entero, aunque el coeficiente de correlacion revela
mayor similaridad entre los axones de RV y RD (R?de 0.77) que éstos con los del nervio ciatico
(R?de 0.45 y 0.51, respectivamente). Las grandes diferencias entre los axones de RV y RD
con los del nervio ciatico posiblemente se explique por los diferentes tipos axonales tanto
motores como sensoriales del ciatico respecto a la mayoria de amielinicos sensoriales de la
RD y motores mielinicos de la RV, aunque también pueda explicarse por diferencias en la
eficiencia del protocolo de extruido de axoplasmas en cada tipo de tejido. El alto valor de
correlacién entre los proteomas de los axones de RV y RD puede significar que, a pesar de
sus diferencias funcionales, axones de neuronas motoras y sensoriales presentan un mismo
core de proteinas con funciones en principio aun no definidas. En linea con esta hipotesis en
un trabajo reciente - donde se estudia el proteoma de nervio ciatico manteniendo s6lo axones
de fibras sensoriales o solo de fibras motoras utilizando un novedoso protocolo de lesion
selectiva en las raices dorsales o las motoras de las lumbares L3 a L6 - muestra que solamente
176 grupos de proteinas estan diferencialmente expresadas entre fibras sensoriales y

motoras, por lo cual es esperable que sus axones sean similares (He et al., 2021).

También verificamos que el 85% de los grupos de proteinas detectados en nuestro set de
datos estan presentes en al menos uno de los proteomas axonales in vitro previamente
reportados, lo cual siguiere que mas alla de las diferencias, existe un grupo de proteinas que
son comunes a grupos diferentes de axones. Ademas, un 10% de las proteinas axonales
corresponden a proteinas de union al ARN, lo cual es esperable considerando que una funcion

esencial del axén es el transporte de moléculas de ARN desde y hacia el cuerpo celular.

El analisis del proteoma axonal del nervio ciatico comparado con el proteoma del nervio
entero muestra un enriquecimiento en proteinas relacionadas con elementos del
citoesqueleto, traduccion y en particular un marcado aumento en la deteccién de proteinas

ribosomales en los axones. Ademas, y tras analizar el efecto que presenta la injuria,
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observamos un aumento de los niveles de deteccion de proteinas ribosomales en los axones,
pero sorpresivamente dicho aumento no es tan evidente en las muestras de tejido entero (ver
Figura 5 del articulo, pagina 131). Estos resultados sugieren que las proteinas ribosomales
pueden estar jugando un rol importante en el axén maduro, tanto en condiciones basales como
de injuria, posiblemente relacionados con el aumento en la sintesis de proteinas. En linea con
esta hipotesis, pudimos comprobar el aumento en la SPL axonal mediante el sistema de Click
iT combinado con microscopia confocal en axones de nervio ciatico in vivo en los mismos
tiempos post injuria - 18 horas - (consultar el Anexo 2 de la tesis, pagina 208). El dato de que
este aumento en proteinas ribosomales sea significativo Unicamente en las muestras axonales
y no en el tejido entero sugiere también que, al menos en las primeras horas post injuria, la
respuesta a la lesidbn comienza en el axon en forma independiente al cuerpo celular
(posiblemente involucrando un aumento en la sintesis local de proteinas) y no comenzaria
aun en las células gliales circundantes. Como se mencion6 en la introduccion general, la
presencia de ribosomas activos en axones siempre ha sido un punto de controversia debido
a las dificultades para hallar polisomas en este compartimento mediante microscopia
electrénica. Sin embargo, un estudio reciente de Schuman y colaboradores muestra mediante
Ribosome Profiling en axones in vitro la presencia de ribosomas activos pero no formando
polisomas sino como monosomas activos (Biever et al., 2020). Los autores incluso sugieren
que esta puede ser la razén principal por la cual ha sido histéricamente dificil detectar
ribosomas activos en el dominio axonal ya que los monosomas son muy dificiles de evidenciar
por microscopia electréonica. Otro estudio en forma independiente ha demostrado la
neosintesis de proteinas ribosomales en axones y su ensamblado en ribosomas
independientemente al nucleolo (Shigeoka et al., 2019). Es posible que las proteinas
ribosomales que detectamos en nuestro estudio se correspondan con estos monosomas

activos.

Los resultados del proteoma axonal mostraron una alta sensibilidad a la hora de la
deteccion partiendo de muestras con muy baja cantidad de proteina total. Considerando este
punto es que decidimos testear un protocolo de enriquecimiento en proteinas neo-sintetizadas
(BONCAT) en axones del nervio ciatico in vivo en estado basal durante un pulso de 4 horas

con AHA, un aminoacido ortdlogo de la metionina (por detalles ver la seccion “BONCAT
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Protocol”’ de los materiales y métodos del articulo). A pesar de estar mas de 1000 veces por
debajo del input sugerido de cantidad de proteina total para el kit de enriquecimiento de las
proteinas que hayan incorporado el aminoacido AHA (partimos de 7 ug y se solicita comenzar
con al menos 20 mg de proteina total), logramos detectar 42 proteinas que estarian siendo
neo-sintetizadas en el axon (ver Tabla 1 del articulo, pagina 133). De esta lista de proteinas,
el ARNm de 24 de ellas es detectado en el transcriptoma axonal in vivo reportado por nuestro
grupo para raices ventrales de rata (Farias et al., 2020) y 28 estan presentes en otros sets de
datos de proteinas neo-sintetizadas reportadas en axones in vitro de ratén (Zappulo et al.,
2017) y Xenopus Laevis (Cagnetta et al., 2018) y de radiomarcado combinado con
espectrometria de masas en axones de neuronas DRG de rata (Willis et al., 2005). Dentro de
las 14 proteinas no presentes en los otros conjuntos de datos se encuentran las subunidades
del NefL y NefM, cuya sintesis local ha sido reportada por nuestro grupo en nervio ciatico
(Sotelo-Silveira et al., 2000), por el grupo de Giuditta en axdn gigante de calamar (Crispino et
al., 1993), asi como su mensajero en el transcriptoma de raiz ventral de rata adulta (Farias et
al., 2020). Ademas, en el Capitulo | de esta tesis se muestran evidencias in situ de la sintesis
local del NefL en axones de nervio ciatico en las mismas condiciones experimentales (estado

basal y 18 horas post-injuria) que los presentados en el Capitulo IIl.
Conclusiones Capitulo lll.

Los resultados aqui obtenidos muestran una mejora significativa en la deteccién de proteinas
mediante ensayos de protedmica cuantitativa en axones aislados de modelos in vivo, en
estadios maduros y con escaso material de partida, lo cual es novedoso ya que la mayoria de
los proteomas axonales reportados han sido desarrollados in vitro. Respecto a la significancia
biolégica de los resultados obtenidos, la presencia de un numero importante de proteinas
ribosomales y su aumento especifico en axones tras la injuria es uno de los datos que
consideramos mas destacados ya que sugieren un rol de los mismos en la respuesta temprana
post-lesion, posiblemente relacionado con fenémenos de sintesis proteica local axonal. Por
ultimo, los datos de proteinas neo-sintetizadas muestran la posibilidad de aplicar en el futuro
protocolos similares para detectar cuales proteinas estan siendo neo-sintetizadas in vivo en

axones durante diferentes escenarios metabdlicos o como respuesta a diferentes estimulos.
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7) DISCUSION GENERAL y PERSPECTIVAS

7.1. Localizacion in situ de proteinas neo-sintetizadas en axén.

Las neuronas presentan un alto grado de polarizacién por lo cual la compartimentalizacion
subcelular es un aspecto crucial, tanto desde un punto de vista estructural como funcional. Es
asi que tanto dendritas como axones cumplen funciones especificas donde es posible
identificar ARNs, microARNs y proteinas que se encuentran enriquecidos respecto al
transcriptoma y proteoma del soma neuronal. En lo que respecta al axon, los mecanismos de
transporte selectivo desde y hacia el cuerpo celular son cruciales para la homeostasis
neuronal, asegurando la localizacion especifica de ARNm, ribosomas, complejos proteicos y
organelos en tiempos compatibles con las necesidades metabdlicas y los mecanismos de
comunicacion neuronal. Esto presenta un desafio importante, ya que las distancias a recorrer
pueden ser muy extensas, especialmente cuando se consideran zonas distales de axones
periféricos, que pueden ser varios 6rdenes de magnitud mayor respecto al didametro promedio
de un cuerpo neuronal. A modo de ejemplo, la respuesta a sefiales extrinsecas como una
axotomia o la capacidad de respuesta producto de una sinapsis quimica con otra neurona o
célula efectora, requiere de la presencia de gran cantidad de proteinas, incluyendo aquellas
portadoras del mensaje, proteinas reguladoras y sistemas que aseguren su reposicion a
grandes distancias del soma. En este contexto la localizaciéon especifica de ARNs y de
proteinas estructurales, de sefalizacién y de regulacién junto a la capacidad de traduccion
local son cruciales para la vida neuronal, tanto en etapas del desarrollo como en axones ya
maduros. Considerando el estrecho contacto de estos ultimos con las células de Schwann en
axones mielinicos de nervios periféricos, se ha reportado también la transferencia de ARNs y
ribosomas como fuente alternativa a aquellos provenientes del soma. Esta intima relacion
entre ambos tipos celulares dificulta analizar en modelos in vivo si las proteinas
neosintetizadas son efectivamente axonales o si fueron neo-sintetizadas en las células de
Schwann y transferidas al dominio axonal. Si bien existen herramientas de translatémica como
el “Axon-TRAP’ que permiten analizar los mensajeros que estan siendo traducidos por un tipo
neuronal, diferenciandolos de los mensajeros traducidos por las células de Schwann (ver

Figura 2C del Anexo 1, pagina 188), estas metodologias no permiten localizar in situ los sitios
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axonales de traduccion local. Para responder a esta ultima interrogante es que en esta tesis
adaptamos el sistema de Puro-PLA para criocortes de nervio ciatico, identificando in situ los
sitios de SPL axonal de dos proteinas de interés: una estructural como lo es el NefL (Capitulo
l) y otra de regulacion del crecimiento axonal como es Pdcd4 (Capitulo IlI). Mediante esta
metodologia es posible no solo localizar sino también cuantificar el numero de centros
traduccionales en diversos escenarios metabdlicos. A modo de ejemplo, pueden estudiarse el
aumento o disminucion en el numero de centros traduccionales de una proteina de interés a
diferentes tiempos post injuria y no solo a las 18 horas posteriores a la misma como se hizo
en esta tesis. Es esperable que a mayores tiempos se detecte un aumento en los niveles de
neosintesis del NefL, ya que estudios previos han evidenciado que a las 48 horas post-lesion
del nervio ciatico se observa un aumento en la incorporacion de aminoacidos radiactivos en
spots de geles bidimensionales correspondientes a los neurofilamentos (Sotelo-Silveira et al.,
2000). Si bien estos trabajos junto con otros desarrollados en axon gigante de calamar
(Crispino et al., 1993) sugieren la SPL axonal de los neurofilamentos, hasta lo que nosotros
sabemos solo con el sistema de Puro-PLA presentado en el Capitulo | ha sido posible localizar
los sitios de neosintesis axonal de neurofilamentos in vivo y separar con alta resolucion dptica
la senal de SPL axonal de aquella que podria provenir de las células de Schwann, un problema

de muy dificil resolucién mediante otras metodologias, al menos en axones maduros.

Estos sistemas de localizacion a alta resolucion 6ptica aportan informacion respecto a la
neosintesis de proteinas de interés en compartimentos axonales tanto desde un punto de vista
cualitativo como cuantitativo, como se mostré en los Capitulos | y Il a través de dos posibles
sistemas de cuantificacion semi-automaticos. En el futuro estas herramientas permitiran
analizar de una forma diferente la SPL axonal ya que podrian ser aplicados a diversos
problemas biologicos. Por ejemplo, se podria responder si las PARPs u otros dominios
axonales con presencia de ARNs y ribosomas se corresponden con centros traduccionales
activos. En este sentido, la combinacion del sistema de Puro-PLA con protocolos de
microdiseccion de axoplasmas o de transparentacion de nervios periféricos enteros
(mencionados en la Introducciéon General) podrian aportar valiosa informacién al respecto que
dificilmente pueda llevarse a cabo utilizando otras metodologias. Por otra parte, la utilizacion
del sistema de FUNCAT-PLA (Tom Dieck et al., 2015), en donde se utiliza un aminoacido
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ortdlogo de la metionina (AHA) en lugar de puromicina, podria ser una técnica adicional al
PURO-PLA de gran interés para optimizar en criocortes de nervio ciatico. Mediante el sistema
FUNCAT no se generan péptidos truncos sino proteinas funcionales que incorporan el
aminoacido AHA. Por tanto, pueden detectarse con kits comerciales en geles de poliacrilamida
para chequear neosintesis general, con técnicas de “western blot” para evidenciar proteinas
neosintetizadas especificas o combinarlo con el sistema de “PLA” y microscopia confocal de
fluorescencia para “seguir” en el tiempo y espacio la neosintesis de una proteina de interés.
De esta forma se podria utilizar el FUNCAT-PLA y chequear a diferentes tiempos de
incubacion con AHA en raices ventrales si proteinas candidato que se conocen de la
bibliografia que estan presentes en las PARPs como la miosina Va (Sotelo-Silveira et al., 2004,
Calliari et al., 2014), KIFIlIb (Sotelo Silveira et al., 2004), o los ARNm de la beta actina y ZBP1
(Sotelo-Silveira et al., 2008) se neo-sintetizan y concentran en dichas estructuras, observables
en axoplasmas micro-diseccionados por el método de Koenig y colaboradores (detallado en
la Figura 1F del articulo 11l en el Anexo 1, pagina 184). Adicionalmente y también utilizando el
sistema de FUNCAT-PLA pero con el NefL u otras subunidades de los neurofilamentos, seria
posible demostrar si estas proteinas se incorporan a los agregados de neurofilamentos
carentes de movimientos y altamente fosforilados ubicados en zonas distales de axones
periféricos. Dado la alta concentracion de estas proteinas en axones maduros, se deberia
combinar técnicas que permitan visualizar por inmunofluorescencia polimeros individuales de
neurofilamentos como el protocolo de explayado del citoesqueleto axonal en neuronas in vitro
(Brown et al., 1997) o conjugar una subunidad de los neurofilamentos a GFP (Uchida and
Brown., 2021, BioRxiv) para visualizar grupos de neurofilamentos y analizar su co-localizacién

con la sefal de FUNCAT-PLA en modelos axonales tanto in vitro como in vivo.
7.2. Regulacion de la traduccion local en axones periféricos.

La localizacion axonal de las proteinas neo-sintetizadas, el transporte de los ARNm hacia
los sitios donde seran traducidos, la movilizacion de la maquinaria traduccional asociada y los
mecanismos de degradacion local de proteinas son procesos que deben estar finamente
regulados. Si bien se conoce que el complejo mTORC1 es capaz de regular parte de estos
procesos modulando los niveles de neosintesis producidos tras un evento de injuria, asi como

los mecanismos de degradacion necesarios para responder a procesos de regeneracion local
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(Verma et al., 2005, Terenzio et al., 2018), poco se conoce respecto al rol especifico de los
componentes rio abajo de la via mTORC1 (ver Figura 2, pagina 26), quienes posiblemente
expliquen la modulacién fina de estos procesos. En esta tesis de doctorado demostramos que
la proteina Pdcd4, reportada como un represor traduccional en modelos de cancer que forma
parte de la via mTORC1, es capaz de modular el crecimiento axonal in vitro. Ademas,
confirmamos que los niveles de expresion de Pdcd4 descienden localmente tras un evento de
injuria y aumentan su SPL en axones del nervio ciatico regenerantes. Una posible explicacion
del descenso en los niveles de esta proteina en axones lesionados puede ser por la activacion
de la via mTORC1, como ya ha sido reportada en diversos modelos neuronales (Abe et al.,
2010; Park et al., 2008, 2010; Donnelly et al., 2013; Ohtake et al., 2015; Terenzio et al., 2018).
Ademas, y en linea con los datos de la bibliografia, nosotros detectamos en nuestro modelo
de injuria un aumento de la forma fosforilada de p70S6K, lo cual no solo evidencia una
activacion de la via mTORC1, sino que sugiere un aumento en la fosforilacion de PDCD4 por
parte de p70S6K (ver Figura 2 de la tesis, pagina 26), lo que desencadenaria su ubiquitinacién
y posterior degradacién por el proteosoma, como ya se ha reportado en modelos de cancer
(Dorrello et al., 2006). Una manera de confirmar esta hipétesis es cuantificando la senal de
PDCD4 fosforilado en la Ser 67 (la forma fosforilada por la via mTORC1/p70S6K) en lugar de
estudiar unicamente los niveles de proteina total. En este caso esperamos exista un aumento
de la forma fosforilada de Pdcd4 en los axones regenerantes respecto a los grupos control sin

lesion en las etapas previas a la degradacion de la proteina.

Si bien se estudio la capacidad regulatoria de Pdcd4 en el crecimiento axonal y se sugieren
mecanismos de modulacion de su expresion a través de la activacion de la via mTORC1 en
axones regenerantes, diversas interrogantes permanecen aun sin responder. Dentro de ellas
podemos destacar: ;Por qué Pdcd4 aumenta su neosintesis en las primeras horas post
injuria? Una explicacion podria ser que su SPL se corresponde con mecanismos para
asegurar su reposicion local para las etapas posteriores a la injuria, donde ya hipotetizamos
sobre su posible degradacion a nivel axonal. Seria interesante evaluar estos niveles de
neosintesis a diferentes tiempos post injuria, ver si existen diferencias entre ellos y si ello se
correlaciona con los aumentos de neosintesis general en cada etapa. Por otra parte Pdcd4 es

modulado en estos modelos y es un represor traduccional por tanto una pregunta que surge
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es ¢qué mensajeros tienen su tasa de traduccion regulada por Pdcd4 en los somas de
neuronas DRG y en los axones de nervio ciatico en estado basal? y ;cuales ARNm regulados
por Pdcd4 aumentan su traduccién local durante las etapas de regeneracion? Una forma de
responder estas preguntas es realizando experimentos similares a los presentados en el
articulo | del Capitulo Il, donde se llevé a cabo un silenciamiento de PDCD4 combinados con
un ensayo de Ribosome Profiling en células PC12 diferenciadas a neuronas, revelando los
genes que serian regulados traduccionalmente por esta proteina (Figura 4 del Articulo II,
pagina 83). Se podria entonces emplear el protocolo de extrusion de material axoplasmico
(utilizado en el capitulo Ill) en nervios ciaticos de ratones knockout y control para el gen
PDCD4 combinado con protocolos de Ribosome Profiling, para asi obtener una lista de los
genes potencialmente regulados localmente en el axén por PDCD4 a nivel traduccional.
Posteriormente, se podria confirmar si estos mensajeros modulan su traduccién local en estos
procesos mediante el sistema de PURO-PLA, protocolo que ya fue puesto a punto en los

capitulos | y Il de esta tesis.

7.3. Identificacion de las proteinas totales y las neo-sintetizadas localmente en axones

periféricos.

Los estudios de localizacién mediante el sistema de PURO-PLA presentan una limitante ya
que solo es posible analizar la neosintesis de proteinas candidatas en forma individual. Es en
este contexto y otros similares que los ensayos omicos surgen como herramientas cuya
sensibilidad permitiria identificar las proteinas totales y neo-sintetizadas presentes en el
dominio axonal. Ello representa un desafio quizas impensado hace 15 anos, pero que hoy es
viable gracias a los avances en las técnicas de secuenciacion masiva, de protedmica y en las
altas capacidades de computo. En el capitulo Ill de esta tesis se determiné el proteoma total
de axones del nervio ciatico en estado basal y regenerante obtenidos por extrusién del material
axoplasmico en buffer hipotdnico. Los datos obtenidos representan una valiosa base de datos,
ya que la mayoria de los proteomas axonales publicados en la bibliografia corresponden a
modelos axonales in vitro (Zappulo et al., 2017, Chuang et al., 2018, Cagnetta et al., 2018) los
cuales no reflejan la complejidad de interacciones que si presentan los axones maduros in
vivo. Dentro de los principales hallazgos se encuentra el enriquecimiento de las proteinas

ribosomales en el axoplasma respecto al ciatico total y su aumento en condiciones de injuria
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a nivel axonal. Dados los tiempos post lesion y la lejania con respecto a los somas, es posible
que parte de las proteinas ribosomales detectadas en el axén sean transferidas desde las
células de Schwann como ya ha sido reportado en modelos similares (Court et al., 2009, Court
et al., 2012) o que sean neosintetizadas en el dominio axonal. Respecto a este ultimo punto,
trabajos recientes han demostrado la neosintesis de estas proteinas en axones de neuronas
del ganglio de la retina en embriones de Xenopus (Shigeoka et al., 2019) y en dendritas de
cultivos primarios de hipocampo de ratas recién nacidas (Fusco et al., 2021, BioRxiv). Estos
dos ultimos estudios también han reportado la incorporacién de algunas de estas proteinas en
ribosomas preexistentes en el axdon (Shigeoka et al., 2019) y dendritas (Fusco et al., 2021,
BioRxiv) en forma independiente del ensamblado candnico de los mismos en el nucleolo,
evidenciando cambios en las probabilidades de incorporacion frente a estrés oxidativo (Fusco
et al., 2021, BioRxiv) y cumpliendo funciones importantes para el axén, como por ejemplo en
la ramificacion axonal terminal (Shigeoka et al., 2019). En este contexto es valido preguntarse
si en axones maduros in vivo existe neosintesis de proteinas ribosomales, si pueden
incorporarse localmente a ribosomas ya presentes en el axén y si estos factores estan
condicionados en eventos de injuria axonal. Para ello pueden realizarse experimentos de
PURO-PLA como los descritos en el capitulo |, pero para proteinas ribosomales y verificar su
neosintesis axonal. Adicionalmente, pueden realizarse experimentos de Ribosome Profiling
en material axoplasmico obtenido por extrusién en buffer hipotdnico de nervios previamente
incubados con aminoacidos marcados por el sistema BONCAT y/o pSILAC para evidenciar
las proteinas ribosomales neosintetizadas en las fracciones polisomal y monosomal. Esta
ultima es importante que sea considerada ya que recientemente se ha descrito que existe una
importante proporcion de monosomas activos traduccionalmente en axones in vitro (Biever et
al., 2020). Parte de estos estudios estan actualmente siendo desarrollados por nuestro grupo
y cuentan con financiamiento de un proyecto de colaboracion entre ANIl y el laboratorio de la
PhD Erin Schuman del Instituto Max Planck, experta en el sistema de PLA aplicado a dendritas

en hipocampo.

En esta tesis también se combiné el sistema BONCAT con ensayos de proteémica y un
sistema de enriquecimiento en las proteinas neosintetizadas que incorporaron el aminoacido

AHA. Si bien este sistema de enriquecimiento esta disefiado para partir de un input de unos
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20 mg de proteina total (lo cual esta muy por debajo de los 6 ug de proteina total de axoplasma
del cual partimos para los experimentos de BONCAT), pudimos detectar las proteinas con
altos niveles de neosintesis axonal (42). Estudios de protedmica en axones in vitro han
reportado 350 proteinas neosintetizadas en axones de células del ganglio de la retina en
embriones de Xenopus Laevis (Cagnetta et al., 2018) y 380 en neuritas de “i-Neurons”, un
modelo celular de raton diferenciado a neuronas (Zappulo et al., 2017). En base a estos datos
es esperable que el numero proteinas neo-sintetizadas en axén del nervio ciatico en animales
adultos sea mayor al obtenido, por lo cual repetir el protocolo de BONCAT-MS/MS pero
aumentando el numero de animales (para asi obtener una mayor cantidad de proteina total y
por tanto un mayor rendimiento del kit de enriquecimiento de las proteinas axonales que
incorporan AHA) permitird con seguridad detectar aquellas proteinas que son neosintetizadas
en el axén pero con tasas de traduccion menor. Ademas, estos ensayos pueden ir
acompanados de analisis de Ribosome Profiling para correlacionar datos de translatdmica con
los de protedmica, ya que es esperable que con los primeros se alcancen rangos de
sensibilidad mayor que en los segundos. Por otra parte, los experimentos de BONCAT-MS/MS
fueron desarrollados unicamente en axones no injuriados, por lo cual se podria repetir estos
protocolos en axones regenerantes para identificar qué proteinas presentan altos niveles de
neosintesis en estas condiciones. Si bien la limitante de la cantidad de proteinas
neosintetizadas en axones siempre sera un reto para los estudios de protedmica y
translatomica axonal, el avance exponencial en estas técnicas en los ultimos 5 afios augura
un futuro prometedor en este campo. A modo de ejemplo se han publicado recientemente
protocolos de célula unica en ensayos de protedmica (Specht et al. 2021) e incluso de western
blot (Hughes et al. 2014; Kang et al. 2016; Grist et al. 2020), por lo cual si es posible trasladar

estos sistemas a modelos axonales in vivo los resultados pueden ser muy valiosos.

7.4. Futuro de la tematica estudiada.

Las primeras evidencias experimentales de la SPL axonal datan de los afios sesenta
lideradas por un grupo reducido de investigadores y fueron muy resistidas por la comunidad
cientifica. Sin embargo, este escenario fue cambiando con el paso de los anos y en las ultimas
dos décadas el numero de articulos en esta tematica en revistas de alto impacto aumento

exponencialmente. Los avances tecnoldgicos no solo ponen en clara evidencia la existencia
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e importancia de la SPL axonal, sino que han dado lugar al planteo de nuevos paradigmas de
estudio en la tematica. Es asi que el axon pasd de ser considerado un compartimento
especializado unicamente en el transporte de biomoléculas a ser una estructura con respuesta
semi-independiente del soma neuronal, con sus propios elementos estructurales, regulatorios
y de respuesta a los cambios internos o de su entorno. Los métodos de localizacién (como el
PURO-PLA, FUNCAT-PLA y su combinacion con ensayos de molécula unica y microscopia
de superresolucion), de purificacion (por ejemplo mediante camaras compartimentalizadas en
modelos in vitro y la microdiseccion o extrusibn de axoplasmas en nervios in vivo) e
identificacion (por ensayos de translatdmica como el Axon-TRAP o incluso de protedmica) de
proteinas neosintetizadas en axones han alcanzado niveles de sensibilidad superlativos,
permitiendo el desarrollo de experimentos cada vez mas desafiantes y practicamente
impensados décadas atras. Ejemplos de ello son los numerosos transcriptomas, translatomas,
proteomas y mas recientemente proteomas neo-sintetizados de varios tipos axonales (ver el
articulo Il del Anexo 1, pagina 182), el hallazgo de monosomas activos traduccionalmente en
axones de hipocampo (Biever et al., 2020), la reposicién de subunidades ribosomales en
ribosomas ensamblados en axones independientemente de la maquinaria nucleolar (Shigeoka
et al., 2019) y la demostracion in situ de la SPL en las pre-sinapsis de neuronas del cerebro
de ratén (Hafner et al., 2019). Esto ultimo fue una interrogante que estuvo en debate por
muchos afos en la comunidad cientifica ya que se consideraba que la misma solo ocurria en
la postsinapsis, dejando en evidencia la complejidad y plasticidad funcional de ambos lados
de las sinapsis neuronales (como se discute en el articulo Il del Anexo 1). En el futuro cercano
la adaptacion de tecnologias de punta para el estudio de los axones como la transcriptomica
espacial (Lein et al., 2017; Mu et al., 2019; Miedema et al., 2020; Waylen et al., 2020; Armand
et al., 2021) - para identificar in situ cientos de mensajeros en dominios de dificil aislamiento
como los axones in vivo - los ensayos de transcriptomica de ceélula unica - los cuales ya han
sido aplicados en dendritas (Perez et al. 2021) e incluso en bacterias individuales (Kuchina et
al. 2021; Blattman et al. 2020) - asi como los protocolos de protedmica de célula unica (Specht
et al., 2021) aparecen como posibles sistemas con niveles de sensibilidad muy altos que, con

seguridad, podran aplicarse también para el estudio de la sintesis proteica local en axones.
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9) ANEXOS

9.1) Anexo 1.

ARTICULO Ill. Functional Genomics of Axons and Synapses to
Understand Neurodegenerative Diseases.

Contribuciones Especificas. Esta revision forma parte de un special issue de la revista
Frontiers in Cellular Neuroscience (para el cual fue invitado nuestro grupo) cuya tematica
central es los mecanismos moleculares detras de los procesos que gobiernan la
degeneracion sinaptica y axonal en enfermedades neurodegenerativas. El editor de esta
publicacion fue el PhD. Nicolas Unsain del Medical Research Institute Mercedes and Martin
Ferreyra (INIMEC) en Cdérdoba, Argentina. La busqueda de bibliografia en torno al tema
tratado en el articulo se realizo junto al Lic. Joaquin Garat. El manuscrito fue escrito por mi,
corregido por el PhD. José Sotelo Silveira y con aportes del resto de los co-autores, cada
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9.2) Anexo 2.

Aqui se presenta es un breve reporte producto de una seleccion de los mejores trabajos
presentados en el Congreso del Comité Interamericano de Sociedades de Microscopia
Electronica (CIASEM XV) desarrollado en la Universidad Catolica de Buenos Aires en octubre
del 2019. En el mismo se describe la puesta a punto del protocolo de Click iT para evidenciar
la neo-sintesis de proteinas en axones de nervios periféricos en modelos ex vivo. El reporte

fue escrito por mi y corregido por el PhD. José Sotelo Silveira.
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9.3) Anexo 3. Materiales y Métodos suplementarios del Articulo I: “PDCD4
regulates axonal growth by translational repression of neurite growth-

related genes and is modulated during nerve injury responses”.
Animals and quirurgical procedures.

Sprague Dawley male adult rats (6-9 months old) were used for ex vivo experiments. The
maintenance was made in accordance with international agreements at IIBCE bioterium in
Montevideo, Uruguay. Animals were anesthetized with ketamine and xylazine mix (100 mg/kg,
10 mg/kg) by intraperitoneal injection. Afterwards the animals were intracardially perfused

using paraformaldehyde.
e Sciatic nerve transection.

Adult Sprague-Dawley rats were anesthetized with 50 mg/kg pentobarbital. An incision was
made at mid-thigh and the sciatic nerve was transected, which was then closed with
cyanoacrylate glue. After 18 h recovery, rats were euthanized by decapitation and a 2-cm
sciatic nerve segment proximal to the transection was removed. Equivalent contralateral
uninjured segments were used as controls. Afterwards we labelled the proximal region using
a strand and quickly fixed with PFA 4% for 1 hour at RT. Immunohistochemistry protocols were
carried out as described for in vivo tissues. All the experimental procedures were made
according to the Uruguayan ethical national committee (CNEA) with approved project code
“005/01/2014”.

Cell Cultures.

Rats (Sprague-Dawley) and mice (C57/BL6) used for primary neuron cultures were housed at
the Animal Unit in the School of Life Sciences (University of Nottingham). They were bred and

sacrificed according to the UK Animal (Scientific Procedures) Act 1986.
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e Primary cortical neurons culture.

Primary cortical neuron cultures were obtained from C57/BL6 E16 mice brains as previously
described (Lucci et al. 2020). Brain cortices were dissected, and the meninges separated under
a dissection microscope. The tissue was further incubated in Hanks Balanced Salt Solution
(HBSS, Ca2+ and Mg2+-free; Gibco) with 1 mg/ml trypsin and 5 mg/ml DNAse | (Sigma-
Aldrich) at 37°C for 30’. Following the addition of 0.05% (v/v) soybean trypsin inhibitor (Sigma-
Aldrich), the tissue was mechanically dissociated in Neurobasal media (Invitrogen)
supplemented with 1X GlutaMax and 2% B-27 (Gibco). Dissociated neurons were

resuspended in supplemented Neurobasal media (10x106 cells/mL).

e Primary DRG neurons culture.

Primary DRGs cultures were obtained from E18 rat embryos. Briefly, approximately 200 DRGs
ganglions were extracted from 11-15 embryos per experiment in L15 cold media, trypsinized
in Ca2+-Mg2+ PBS 0.025% trypsin for 10 minutes at 37°C, 5% CO2 and incubated with 0.1%
collagenase type | (filtered 0.2 ym) for 20 min, 37°C, 5% CO2. Pellet is resuspended and
dissociated in DMEM complete media (2% B27, 2 mM glutamate, 1% PE, 50 ng/mL NGF, 50
ng/uL GDNF, 4 uM APH). Cells were centrifuged at 1000 g for 5 minutes, and the pellet
resuspended in complete media before seeding into compartmentalized microfluidic chambers
(Xona Microfluidics, Xona SND 150) pre-coated with laminin 20 pg/mL for 1 hour, 37°C. Then
10 uL of dissociated DRGs were seeded into the designated channel (approximately 30 DRGs

in each).
e PC12 cell line culture and lentiviral transfection.

PC12 cells from ATCC were grown in RPMI 1640 medium (Gibco) supplemented with 10%
horse serum, 5% of fetal bovine serum and antibiotics (penicillin and streptomycin), at 37°C
with 5% CO2. Plastic surfaces were coated with 8 ug/cm2 collagen | from rat tail. Neuronal
differentiation was achieved by removing growth factors and antibiotics and exposing cells to
100 ng/mL of NGF 2.5S for at least 72 h. To achieve PDCD4 silencing, commercial lentiviral
viral particles from Dharmacon GE, with an inducible shRNA against PDCD4, were used. After

transfection, cells were grown in complete medium for 24 hrs and selected with 5 pg/mL of
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puromycin for 3-5 days. Cells were then cultured in complete medium to obtain stable cell lines

able to induce silencing of PDCD4 or express a scrambled shRNA control.

e Neuroblastoma (Neuro2a) Cell line culture.

Neuro2a cells were a kind gift from Robert Layfield lab, University of Nottingham, UK. Cells
were maintained in DMEM, 10% FCS, 1% PS and seeded on 12-well plates at 1.5x105

cells/well.

siRNA and plasmid transfections.

In the primary cortical neuron and Neuro2a cell line, transfections were performed 24 hours
after neuron seeding (day 2 of cell culture) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) as suggested
by manufacturer’s instructions. 25 nM of siGENOME Mouse Pdcd4 SMARTpool 5 nmol
(catalog number M-044032-01-0005) and siGENOME Non-Targeting siRNA Control Pool N°1
5 nmol (catalog number D-001206-13-05) both from GE Healthcare Dharmacon-Horyzon
Solutions, using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Thermo Scientific), following the
manufacturer's instructions. For plasmid transfections the PDCD4-pcDNA 3.1 (zero) was kindly
gifted by Yang Hsin-Sheng, with empty plasmid used as a control. Both plasmids were applied
at 2 ug final concentration and added 24 hours after neuron seeding (day 2 of cell culture). To
identify transfected cortical neurons, the siRNA and PDCD4 plasmids were co-transfected with
pmax-GFP Green-cat (ThermoScientific) 1 ug of final concentration and cells were fixed 72
hours after transfection (day 5 of cell culture). In the specific case of primary DRG neuron
cultures, the cell permeable Accell SMARTPOOL Pdcd4 siRNA 5 nmol (catalog number E-
097927-00-0005) or Accell Non Targeting Pool 5 nmol (catalog number D-001910-10-05) both
from Healthcare Dharmacon - Horyzon Solutions were incubated at 1 yM final concentration
in the cell body side of compartmentalized chambers after DRGs develop neurites. 96 hours

later neurons were fixed.

Semi-quantitative Real Time PCR.

PDCD4 quantification in PC12 cells was performed by semi-quantitative real time PCR and
AACt method (Livak and Schmittgen 2001). For this, RNA was isolated using Trizol (Invitrogen,
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Cat#15596026) or mirVana isolation kit (ThermoFisher, Cat# AM1560). Genomic DNA was
removed by DNAse treatment (Invitrogen, Cat#AM2222) and RNA was re-isolated by the same
method. cDNA was produced by retrotranscription by SuperScript 1l (Invitrogen,
Cat#18064014) or Il (Invitrogen, Cat#18080044) reverse transcriptase and quantified with
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Cat#A25742) in Corbett Rotor-Gene 6000
instrument with the following PCR conditions: 10 minutes at 95°C, 40 cycles of: 15 seconds at
95°C, 15 seconds at 58°C and 45 seconds at 60°C; and 72°C to 90°C melting. In all cases,
three independent biological replicates were used to evaluate significant differences by

Student’s test using RPL29 gene as housekeeping (Zhou et al. 2010).

For primary DRGs cultures, E18 rat embryos were cultured at two channel compartmentalized
microfluidic chambers as described in the previous section. Axonal RNA was obtained as
described previously (Garcez et al. 2016). To obtain cDNA, 50 ng of RNA were retrotranscribed
by Superscript Il reverse transcriptase (ThermoFisher, Cat#18080093) according to
manufacturer instructions. The qPCR was performed using PowerUp SYBR Green (Applied
Biosystems) in an Applied Biosystems Step One Plus thermocycler, using cycling parameters
recommended by Applied Biosystems (mMRNA). Data was acquired with Applied Biosystems
SDS2.3 software. As above, the RPL-29 gene was used as a housekeeping gene (Zhou et al.
2010).

Primers sequences were obtained from literature: PDCD4  forward: 5'-
TGAGCACGGAGATACGAACGA-3' and PDCD4 reverse: 5'-
GCTAAGGACACTGCCAACACG-3' from (Liu et al. 2010), RPL29 forward: 5'-
CAAGTCCAAGAACCACACCAC-3" and RPL29 reverse: 5'-GCAAAGCGCATGTTCCTCAG-3'
from (Parker et al. 2013).

Immunohistochemistry and immunocytochemistry.
e Tissue sections.

For brain, cerebellum and sciatic nerve tissue, rats were intracardially perfused with 3% sodium
citrate and then 4% PFA in PBS buffer. Tissue extraction was done after two hours of perfusion,

and a final fixation step was performed overnight (ON), 4°C for brain and cerebellum and 1

212



hour at RT for sciatic nerves. 3x10 minutes washes in PBS and cryo-protection steps with
successive incubations in 15 and 30% sucrose ON, 4°C for one and two days respectively
were performed. Cryosections of 20 um were collected on glass slides pre-treated with Poly-
L-Lysine 0.1% in mQ water. Permeabilization with 0.5% Triton in the PHEM buffer for 20
minutes at RT, 3x5 washes in PHEM buffer and blocking in 3% BSA, 1% glycine for 30 minutes
at RT were developed. Incubation with the primary and secondary antibodies was performed
in a blocking buffer with 5% NGS, ON at 4°C with 3x10 minutes washes in buffer PHEM

between and after incubation.

e Primary neurons and cell lines.

For cortical, DRG neurons, PC12 and Neuro2a cell lines, the media was removed, and cells
rinsed with PBS and fixed with 4% PFA with 5 mM CaCl2 and 4% sucrose in the PBS buffer
for 30 minutes (RT). Cells were permeabilized in 0.2% Triton + 10 mM glycine in PBS for 20
minutes at RT. Incubation with the primary antibody was made in 3% BSA ON at 4°C, while
incubation with secondary antibodies was made in the same buffer for 2 hours at RT. Cells

were mounted using Vectashield with DAPI or Pro-Long Antifade reagent.

List of antibodies and probes.

Rabbit polyclonal PDCD4 antibody (dilution 1:200) Abcam (ab51495); Mouse monoclonal MAG
antibody (dilution 1:1500) Millipore (Cat#MAB1567); Mouse monoclonal antibody Phospho-
p70 S6 Kinase (Thr389) (1A5) (dilution 1:400) CellSignaling (#9206); Mouse Monoclonal Anti-
Acetylated Tubulin antibody (dilution (1:1000) Sigma - Aldrich (Cat#T7451); Alexa Fluor 555
Phalloidin (dilution 1:150) Invitrogen-ThermoFisher (Cat#A34055); Alexa Fluor 647 Phalloidin
(dilution 1:150) Invitrogen-ThermoFisher (Cat#A22287); Goat anti-Mouse 1gG, (H+L) HRP
conjugate antibody Millipore (Cat# AP308P); Swine anti-rabbit IgG HRP antibody Dako (Cat#
P0217); Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody Alexa Fluor 488
(dilution 1:1000) ThermoFisher (Cat# A-11001); Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary
Antibody, Alexa Fluor 555 conjugate (dilution 1:1000) ThermoFisher (Cat# A-21422); Goat
Anti-Mouse IgG (H+L) Antibody Alexa Fluor 633 Conjugated (dilution: 1:1000) ThermoFisher
(Cat# A-21052); DAPI (dilution 1:2000) ThermoFisher (Cat#D1306).
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Puro-PLA protocol.

A total of 2 independent experiments were made. Ventral roots were extracted from adult rats
and incubated in neurobasal media with puromycin at 300 uM final concentration for 15 and
30 minutes or without puromycin as a control condition. Then a fixation with 4% PFA for 1 hour

was performed and cryosections were made as described above.

The PLA protocol was carried-out according to the manufacturer's instructions of DuoLink,
Sigma using the following reagents: Duolink® /n situ PLA® Probe Anti-Rabbit PLUS dilution
1/5 (Cat#DU092002-30RXN), Duolink® In situ PLA® Probe Anti-Mouse MINUS dilution 1/5
(Cat#DU092004-30RXN), Duolink® /n situ Detection Reagents FarRed (DUO92013-30RXN).

Protein extraction and western blot protocol for Neuro2a cell line.

A total of 3 independent experiments were performed. Cells were scraped 72 h after
transfection, lysed with 150 pL of RIPA (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, with 150 mM sodium chloride,
1.0% Igepal CA-630 (NP-40), 0.5% sodium deoxycholate and 0.1% sodium dodecyl sulphate),
centrifuged for 20 min at 12,000g and supernatants collected and run on a 12% SDS-PAGE
gel. Proteins were separated by standard electrophoresis protocol. For blocking step 5% milk
in TBST (TBS buffer with Tween-20 0.1%) was used for 1 hour at RT. The primary antibodies
were incubated ON, 4°C and a chemiluminescence protocol was performed using HRP
secondary antibodies. The enzyme substrate was the Supersignal West femto-maximum
sensitivity substrate revealed and was incubated for 1 minute and then washed with a blocking
buffer. Western blot bands were detected with a Las 3000 mini from FUJIFILM using the

accumulated signal method.
Image acquisition.

Neo-cortex, cerebellum, sciatic nerves and PC12 cells images were taken on the LSM confocal
OLYMPUS FV300 using a 60X oil, NA 1.42 objective. The software for controlling the

microscope and taking the images was the Fluoview version 5.0c.
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For primary cultures, an inverted fluorescent microscope ZEISS axiovert 200M coupled to a
CCD camera (Photometrics CoolSnap MYO) was used. For axon length images, a 10X air NA
0.3 or 20X air NA 0.8 were used, while quantification of immunofluorescence used a 63X oil
NA 1.3. The micromanager software version 1.4 was employed to acquire the images and

control the microscope.

For PLA experiments on ventral roots an LSM confocal ZEISS 800 was used. A 63x oil, NA
1.4 premium objective adapted for AiryScan was used for image acquisition. The stacks were
always taken at an ideal ym number between each z plane. The software for controlling the

microscope and taking the images was the ZEN Blue version 2.3.
Image quantification and analysis.

In all image quantification analysis, we kept the same PMT (below 700 V) and/or time
exposures of the camera in order to compare control and experimental conditions. We also
kept the same PMT (below 700 V) and same laser intensities for each experiment between

conditions, with all the images from each experimental group taken on the same day.

o Quantification of fluorescence.

Quantification of expression levels from immunofluorescence signals at different regions of
interest (ROIs) was made with FIJI (Just ImageJ) software (Schindelin et al. 2012). Following
the selection of ROlIs, the Raw_Integrated _Density was calculated and divided by the size of
the selected area. For each condition an average of these values was calculated and
normalized against its control. The value for the controls was defined as 1. For the selection of
ROls in cortical and DRG neurons the acetylated tubulin was used to define subcellular
compartments. For quantitative analysis in cortical neurons a total of 292 cell bodies and 129
axons were quantified from three independent experiments (unless as indicated for day 12) In
experiments with sciatic nerve ventral roots axoplasms, MAG, phalloidin and light-chain

neurofilament 68 KDa were used as counter-stains.
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e Quantification of axonal length of cortical neurons.

Images were taken from at least four independent preparations. GFP-positive neurons were
assessed with axons defined as a neurite that was longer than 80 um and at least three times
the length of other processes, measured from the cell body to the distal extent of the central
region of the growth cone. Selected axon projections were measured using ImageJ, and the
data expressed as percentage of the respective controls. For determination of axon versus
branch, the axon was defined as the process that remained parallel to the axon segment
proximal to the branch point. Branches were defined as processes extending at orthogonal
angles to the axon. Total length of axon branches was not included in the measurement. The
average length of axons in control groups was + 341 ym (mean * 14.92). The average for each
experimental condition (siRNA PDCD4 or plasmid PDCD4) was normalized against its control.
A total number of ~400 cortical axons were measured per condition for the PDCD4
overexpression analysis and ~600 axons per condition for the PDCD4 silencing analysis. The
n number was defined as separate experiments from independent neuronal preparations for

all conditions.
e Quantification of axonal length of DRG neurons.

A stitched image of the entire axonal channel of the microfluidic chambers stained for axons
(acetylated tubulin) was obtained using micromanager software and the stitching plugin of FIJ/
software for each axonal microfluidic compartment. A total of 4 independent experiments with
siRNA control chambers and 3 with siRNA of Pdcd4 were used (in total 9 siRNA Control and
7 siRNA PDCD4 chambers were used). Image analysis for neuron growth was processed using
the Neuron_Growth plugin software developed by Fanti & collaborators at the Universidad
Nacional Autonoma de Meéxico (http://www.ifc.unam.mx/ffm/conditions.html). The same
software settings were used for all images and the percentage of the area covered by the
axons was quantified. Average values were calculated for the siRNA control chambers and for

the siRNA PDCD4 chambers and normalized to the internal control.
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e Quantification of neurite length of differentiated PC12 cells.

Images were taken from five independent preparations. For quantifying neurite length of
differentiated PC12 cells in the presence and absence of PDCD4, three independent cell
cultures were grown for each condition. After 72 h of shRNA induction, cells were exposed to
NGF for 72 h to achieve neuron-like differentiation. The free line tool of Imaged was used to
mark neurites in several optic fields for each culture and length was quantified. An average of
80 neurites were quantified per replicate. Neurite length was contrasted in the two conditions

comparing 3 vs 3 averages per replicate
e Puro-PLA Pdcd4 spots quantifications.

FIJI (just Imaged) software was used to quantify PLA signals. After selection of axoplasm
regions (counterstained with phalloidin and/or light-chain-neurofilament) from Z-stack images
a z project with Maximum Intensity Projection algorithm was used to obtain a single image with
all the PLA spots for each stack. Then a threshold was defined to detect each spot as black
and the rest as white. Then the “Analyze Particles” algorithm was used with the size between
0.20-10 in all cases. The “masks display exclude clear” algorithm was used to count and see
the mask on each spot and to control if the protocol was adequately working for each image.
The experiment without puromycin was used as a control condition and the count of PLA/area
was defined as “1”. Following this, the PLA counts for 15 minutes and 30 minutes exposure to

puromycin were normalized to the control.
e Western Blot quantification.

Images were obtained with the same exposure settings. FIJI (Just ImagedJ) gel quantification
software was used selecting ROIs equal to the biggest protein band for each image. Each band
was quantified and then divided by the one corresponding to actin (control band) for each line.

The values corresponding to siRNA PDCD4 were expressed as a percent of the siRNA control.
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Ribosome Profiling.

After 72 h of 100 ng/mL NGF 2.5S and 500 ng/mL doxycycline exposure, to achieve neuronal
differentiation and shRNA expression, 80x106 cells per condition were used to isolate total
RNA and polysomes, in two biological replicates per condition. For this, cells were treated with
100 mg/uL of cycloheximide (CHX) for 1 hour at 37°C in the hood to stop translation before
collection of RNA on ice. A Transcriptome sample was separated to use as total RNA control
and submitted to RNA extraction using mirVana isolation kit (ThermoFisher, Cat# AM1560)
and RNA-Seq protocol. At the same time, a proteome sample was separated and submitted to
Label-Free Quantitative Proteomics using an Orbitrap Fusion. For translatome samples, cells
were lysed and post mitochondrial supernatant was loaded in a 12%-33.5% sucrose cushion
and ultracentrifugated in SW40Ti rotor at 35,000 RPM for 2:45 hrs at 4°C. Polysomal pellet
was resuspended and digested with 200 U of Benzonase for 10 minutes at RT. Digestion was
stopped with mirVana Lysis Buffer to continue with RNA isolation. Ribosomal footprints were
isolated running a denaturalized 15% PAGE 7M urea, cutting the proper band identified by
length (~30nt) and extracting RNA from gel slices. Ribosomal footprints (Translatome sample)
are then concentrated by precipitation and quality and quantity checked using 2100 Agilent
Bioanalyzer Small RNA Kit.

Sequencing and bioinformatic analysis.

All transcriptome and translatome samples were sequenced in BGI Tech Solutions.
Transcriptome samples were submitted to RNA-Seq Quantification Library (Normal Library: 2-
10 ug) protocol, using poly(A)+ selection and 20 millions of paired-end (2x100 bp) reads were
obtained. Translatome samples were submitted to Small RNA Library (Low-Input Library: 0.2-

1 ug) protocol and 40 millions of single-end reads were obtained.

Fastq files obtained were analyzed using servers available in the Genomics Department at
[IBCE. Sequences were mapped using bowtie2 (Langmead and Salzberg 2012) versus curated
mMRNAs described in the mouse genome (available at NCBI ftp site). For translatome samples,
sequences were first mapped against Rattus norvegicus rRNA genes to remove contamination.

Reads counts were estimated by featureCounts (Liao et al. 2014) and differential gene
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expression analysis between transcriptomes or translatomes was done using edgeR
(Robinson et al. 2010). Normalized counts were exported and translational efficiency was
calculated and contrasted between conditions (shPDCD4 vs shScrambled) using Xtail R
package (Xiao et al. 2016). Gene lists analysis were performed using on-line free tools like
STRING (Jensen et al. 2009) and an in-house software (manuscript in preparation;

https://github.com/sradiouy/IdMiner).

Protein samples were submitted to Label-Free Quantitative Proteomics using an LC-MS/MS
Orbitrap Fusion instrument. Protein intensity values (LFQ/IBAQ) were averaged and statistical

differences were reported using ANOVA.
General statistical analysis.

All data groups shown are expressed as the mean + SEM and the probability distribution of the
data set was analyzed before further statistical analysis. Normality tests were made for all the
data sets. With normal data, a two tailed t-student test was performed or paired t test for
plasmid and siRNA axonal length quantifications. If the data sets don't pass the normality tests,
a Mann Whitney test was used. In all cases p values less or equal to 0.05 were considered as
significant. Each “n” was defined as an independent experiment from a separate culture
preparation. The following general code was used: (*): p value <0.05; (**): p value <0.01; (***):

p value <0.001.
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