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ABREVIATURAS

− CSI células de Schwann Inmaduras

− CS células de Schwann formadoras de mielína

− CMT enfermedad de Charcot-Marie-Tooth

− DAPI 4', 6'- diamidino-2 - fenilindol

− +/+ ratón de genotípo salvaje

− Tr-J/+ ratón de genotípo mutante (Trembler-J) 

− LB Lámina Basal

− MEC Matriz extracelular

− MFA Microscopía de Fuerza Atomica

− PMP-22 Proteína Periférica de Mielina

− PsSC células precursoras de Schwann

− SNP Sistema Nervioso Periférico

− SNC Sistema Nervioso Central

− SLI Incisura de Schmidt-Lanterman
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1. RESUMEN

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth de tipo 1A (CMT1A) es la neuropatía periférica 
desmielinizante mas frecuente que afecta a seres humanos (frecuencia 1 en 2500) y 
está asociada a la duplicación de pmp-22, un gen que codifica la proteína periférica de 
mielina  PMP-22.  Mutaciones en  pmp-22 también han sido  identificadas en familias 
humanas  portadoras  de  CMT1A.  PMP-22  es  un  glicoproteína  con  cuatro  dominios 
transmembrana la  cual  es  expresada  en altos  niveles  por  las  células  de Schwann 
mielinizantes y juega un rol clave en la formación, ensamblaje y mantenimiento de las 
vainas de mielina  en el  Sistema Nervioso Periférico.  Los ratones Trembler-J  (Tr-J) 
portan  una mutación puntual  en  pmp-22  (substitución de Leucina por  Prolina en la 
posición 16 de PMP-22) por lo que son considerados como modelo animal válido para 
el estudio de CMT1A. La mutación Tr-J previene el normal plegamiento e inserción de 
PMP-22 en la mielina compacta de las células de Schwann. En el sistema nervioso 
periférico (SNP) la presencia de lámina basal y el correcto ensamblaje de la matriz 
extracelular cumplen funciones importantes. Estas son cruciales para la formación y 
mantenimiento de la mielina así como la correcta propagación del impulso nervioso y la 
organización del citoesqueleto de las células de Schwann. Un aspecto poco explorado 
en esta neuropatía es el gradual remodelamiento de la matriz extracelular (MEC) y la  
lámina  basal  (LB)  durante  el  proceso  de  desmielinización  de  las  fibras  nerviosas. 
Estudios bioquímicos han demostrado una disminución de componentes de la MEC y la 
LB (fibronectina  y colágeno tipo IV) en nervio ciático de ratones Tr-J. El colágeno IV es 
el  componente  ubicuo  más  abundante  de  la  lámina  basal  en  las  fibras  nerviosas 
periféricas y presenta una organización en forma de red. En este trabajo se estudió la 
mielinización  y  desmielinización  del  nervio  ciático  de  ratones  adultos  normales  y 
Trembler-J  heterocigotos  (Tr-J/+)  por  Microscopía  de  Fuerza  Atómica  (MFA)  y 
Conofocal  con el objetivo de caracterizar los cambios estructurales extracelulares e 
intracelulares en esta neuropatía.  La MFA es una herramienta que permite obtener 
imágenes topográficas de la superficie de las células con muy alta resolución y evaluar 
sus  propiedades  biomecánicas  (elasticidad  y  rigidez).  Los  resultados  obtenidos 
mostraron diferencias en la organización de la MEC y la LB entre los genotipos normal  
y Tr-J/+ así como también en la distribución de PMP-22. Las imágenes topográficas por 
MFA indican que las fibras nerviosas de los ratones Tr-J/+ carecen de filamentos de 
colágeno de tipo-IV formadores de red sobre su superficie en comparación con las 
fibras  normales.  El  análisis  por  microscopía  confocal  mostró  una  acumulación  de 
colágeno  de  tipo-IV  alrededor  del  núcleo  de  las  células  de  Schwann  Tr-J/+,  que 
colocaliza  parcialmente  con  PMP-22.  Se  estudió  además  las  propiedades 
biomecánicas  de  las  fibras  nerviosas  y  se  observó  que  las  fibras  de  ratones  con 
genotipo  +/+ son más elásticas que las  de ratones con genotipo Tr-J/+, presentando 
valores  de  elasticidad de  4.5MPa (n=8)  y  3.3MPa (n=8),  respectivamente.  Análisis 
complementarios  por  microscopía  confocal  y  ensayos  bioquímicos  mostraron  que 
ambos  genotipos  presentan  además diferencias  en la  organización  y  expresión  de 
componentes del  citoesqueleto (actina y tubulina)  de las células de Schwann y del 
axón. La investigación desarrollada en esta Tesis de Maestría, indica que la  MFA es 
una  herramienta  valiosa  para  el  estudio  de  aspectos  estructurales  y  fisiológicos 
concernientes  a  la  relación  entre  glías  y  axones  en fibras  nerviosas  periféricas  en 
condiciones normales y patológicas y potencialmente relevantes en el diagnóstico de 
neuropatías periféricas. 



2. ANTECEDENTES

2.1 Células gliales del Sistema Nervioso Periférico: origen y desarrollo.

Durante  el  desarrollo  embrionario,  las  células  gliales  del  Sistema  Nervioso 
Periférico (SNP), tanto mielinizantes como no-mielinizantes son generadas a partir de 
las células de la cresta neural. De las células madre de la cresta neural derivan varios 
tipos celulares tales como las células precursoras de Schwann (PsSC, por sus siglas 
en inglés) las cuales mantienen contacto intimo con los axones espinales, las células 
satélite las cuales se encuentran asociadas a los cuerpos neuronales en los ganglios 
sensoriales y las "Boundary Cup cells"  localizadas a nivel  de la médula espinal  en 
zonas de entrada y salida de las raíces dorsales y ventrales, respectivamente (Bron et 
al.,  2007).  El  período  embrionario  de  gliogénesis  involucra  en  primer  lugar  la 
generación de las PsSC  las cuales conforman la glía embrionaria (E14-15 en nervios 
de  rata  y  E12-13  en  ratón)  y  células  de  Schwann  inmaduras  (CSI)  las  cuales  se 
desarrollan a partir de estas (días E15-17 en ratas y E13-15 en ratón). La subsecuente 
generación pos-natal de las células de Schwann (CS) mielinizantes y no-mielinizantes a 
partir de CSI involucra el cese de la proliferación y la resistencia a la muerte celular. El 
crecimiento inicial de los nervios periféricos consiste en la emisión de prolongaciones 
axonales (hasta llegar a los tejidos específicos) y es acompañado por el intimo contacto 
entre estos y las PsCS. La característica post-natal de las CSI es determinada al azar 
por los axones que establecen contacto íntimo con estas células. De esta forma, la 
mielinización es selectivamente activada en aquellas células que envuelven axones de 
gran diámetro. Por razones que todavía se desconocen, únicamente los axones de 
calibre (> 1µm) son envainados por CS mielinizantes, mientras que axones de menor 
diámetro son envainados por CS no-mielinizantes. La razón fisiológica de este aparente 
umbral es que el modo saltatorio de conducción podría no conferir tasas de activación 
significativas  en  la  transmisión  del  impulso  nervioso  en  fibras  de  pequeño  calibre 
(Bunge 1993b;  Garbay et  al.  2000;  Jessen and Mirsky 2002;  Lobsiger et  al.  2002; 
Corfas et al. 2004; Sherman and Brophy 2005). La sucesión de eventos que conduce a 
la formación del linaje de las CS puede ser interpretada en tres etapas de transición 
representadas en la Figura 1.

(1) Transición de las células madre migratorias de la cresta neural hacia la formación 
de PsSC. (2) Transición desde las PsSC hacia la formación de las CSI. (3) Transición 
desde  células  inmaduras  a  células  de  Schwann  maduras  pro-mielinizantes  y 
mielinizantes o  a células de Schwann  no-mielinizantes.   



 

Figura 1. Linaje de las Células de Schwann. Ilustración esquemática representando la transición y 
tipos celulares involucrados en la formación, desarrollo y maduración de las células de Schwann. Las  
líneas punteadas representas fases en las cuales se puede revertir el fenotipo. La fase embrionaria del 
desarrollo involucra tres tipos de poblaciones celulares. Primero, células migratorias de la cresta neural.  
Segundo, células precursoras de Schwann (PsCS). Tercero, células de Schwann inmaduras (CSI), las 
cuales poseen el mismo potencial de desarrollo, quedando determinado por el tipo de asociación con los 
axones  los  cuales  establecen contacto.  Estas  últimas se  desarrollan  formando células  de Schwann 
mielinizantes  y no-mielinizantes. (Ilustración tomada y modificada de Jessen y Myrsky 2008).

Cabe mencionar que todos estos eventos de transición celular de la glía son 
estrictamente  dependientes  de  factores  tróficos  y  de  supervivencia,  mitógenos  y 
señales de diferenciación celular emitidas por los axones con los cuales se encuentran 
en asociación.

Una característica particular de las CS maduras mielinizantes y no-mielinizantes, 
es  su  capacidad  de  revertir  su  fenotipo  en  respuesta  a  la  injuria  o  daño  celular 
transformándose en CSI.  Esta notable propiedad le  confiere una plasticidad celular 
importante a las CS, pudiendo demielinizar y remielinizar axones afectados o dañados, 
un mecanismo observado frecuentemente asociado a patologías neurodegenerativas. 
Por  otro  lado,  únicamente  el  periodo  de  transición  desde  las  PsSC  hacia  CSI  es 
irreversible.  Las  células  de  la  cresta  neural,  las  PsSC  y  las  CSI  proliferan  muy 
rápidamente y solamente la llegada al estadio final de mielinización o no-mielinización 
es el único paso en la diferenciación de todo el linaje que se encuentra claramente 
ligado a una salida del ciclo celular (Jessen y Mirsky, 2008).

Existen una serie de marcadores moleculares asociados a los distintos estadios 
de diferenciación. Estos son usados para determinar y caracterizar cada uno de los 
estadios del linaje de las CS (Figura 2). 

Este tipo de marcadores pueden clasificarse en 5 grupos:



(1)  Los  que se  encuentran presentes  en todas  las  etapas  del  desarrollo  (Ejemplo: 
proteína SOX10, (Kuhlbrodt et al., 1998).

(2) Los que se expresan en las células de la cresta neural y PsSC, pero no en las CSI 
(Ejemplo: Activator protein 2 , AP2  por su nombre en inglés)α α

(3) Los expresados únicamente por PsSC (Ejemplo: Cadherin 19) (Jessen y Mirsky, 
2005).

(4)  Los  expresados  únicamente  en  las  PsSC  y  las  CSI,  pero  no  en  las  células 
migratorias de la cresta neural (Ejemplo: Brain fibrilary acidic protein, BFABP por sus 
siglas en inglés).

(5) Los presentes en las CSI pero ausentes, o en bajos niveles en PsSC (Ejemplo: 
GFAP o S100) (Jessen y Mirsky, 2005).

                

Figura 2. Perfil molecular y fenotípico del linaje de las células de Schwann durante el desarrollo 
embrionario.  Los  recuadros  superiores  indican  cambios  en  los  perfiles  de  expresión  génica  que 
transcurren a lo largo del desarrollo. Cada estadio del linaje involucra relaciones características con los 



tejidos  que  los  rodean así  como  también  distintas  propiedades  en  cuanto  a  la  señalización  celular 
(recuadros de abajo). Las células de la cresta neural migran a través de la matriz extracelular mientras 
que las PsSC y las CS se encuentran embebidos entre las neuronas (axones) con mínimos espacios 
extracelulares. La lamina basal se encuentra ausente en las células migratorias de la cresta neural y en  
PsSC, pero aparece en las CSI mielinizantes como no-mielinizantes. Las CSI poseen circuitos autocrinos 
de supervivencia los cuales se encuentran ausentes desde las PsSC. (Imagen tomada de Jessen and 
Mirsky 2005).

Por otra parte, existen otras diferencias entre las células que forman este linaje. 
Primero, únicamente las PsSC y las CSI se encuentran en asociación con  los axones, 
en contraste a lo que ocurre con las células migratorias de la cresta neural. Segundo, 
las PsSC y las células migratorias de la cresta neural muestran numerosas diferencias 
en respuesta a factores de supervivencia. Tercero, a nivel morfológico es la presencia 
de lámina basal en las CSI, mientras que ésta está ausente en las PsSC y migratorias. 
Cuarto, las CS poseen la capacidad de asegurar y reforzar su propia supervivencia a 
través  de  la  ayuda  de  circuitos  y  mecanismos  de  regulación  autócrinos.  Estos 
mecanismos autocrinos de regulación se encuentran ausentes en las PsSC, lo cual 
requiere de parte de éstas una completa dependencia de señales de supervivencia 
provenientes desde los axones.  Este tipo de señales probablemente se encuentran 
mediadas en su mayoría por la molécula neuregulina I beta (NRG , ver más adelante).β

Finalmente, una característica importante de las CS ocurre en respuesta a la 
injuria  del  nervio,  en  donde  estas  generan  un  ambiente  propenso  que  permite  la 
regeneración axonal. Los mecanismos autócrinos que conducen a las CS a sobrevivir 
incluso en ausencia de contacto axonal junto con la dramática respuesta de éstas a la 
injuria del nervio, establecen las bases de la regeneración y reparación de los  nervios 
en el SNP.

2.2 Relación entre axones y glías

2.2.1 Regulación de la supervivencia y maduración de las células de Schwann.

A lo largo del desarrollo se genera una comunicación axón-glía por medio de 
señales que involucran la regulación de mecanismos de supervivencia y diferenciación 
de estos tipos celulares. La supervivencia de las PsSC es estrictamente dependiente 
de señales químicas provenientes del axón, mientras que la supervivencia de las CSI 
es  independiente  de  señales  axonales  en  un  mecanismo  llamado  "bucle  de 
supervivencia" ("survival loop" por su nombre en inglés) (Figura 3).



Figura 3. Señales de supervivencia entre axones y células gliales durante el desarrollo del SNP.  
Izquierda - Esquema hipotético mostrando como el número de neuronas en desarrollo y células gliales 
esta reguladas por señales reciprocas de supervivencia. No está aún establecida la identidad molecular 
(flecha  amarilla)  de  la  señal  derivada  de  las  células  gliales  de  supervivencia  neuronal.  Las  PsSC 
mantienen su supervivencia por la señal neuronal neuregulina I  (NRG ), flecha azul). β β Centro - A medida 
que  avanza  el  desarrollo  ocurre  un cambio en la  procedencia  de las  señales de supervivencia.  En 
principio, estas son provenientes exclusivamente del axón (NRG  flecha azul) y luego se establecenβ  
circuitos "loops" autocrinos de señalización (desde PsSC y hacia la generación de la CS).  Derecha - 
Señales autocrinas (ATC) secretadas por las CS: (a) mantienen su propia supervivencia (flecha roja), (b) 
señales de supervivencia hacia el  axón (flecha amarilla) y de supervivencia (Dhh: Desert  hedgehog, 
flecha verde) que ayudan a la organización del perineuro que rodea los fascículos nerviosos. (Imágenes 
tomadas de R. Myrsky & K.R. Jessen: The neurobiology of Schwann cells 1999). 

Ciertos estudios indican que es una única señal por intermedio de la molécula 
neuregulina 1  la que tendría un rol importante en la supervivencia  y maduración deβ  
las PsSC y el avance hacia las siguientes estadios de maduración del linaje de las CS 
(Birchmeier y Nave 2008). Actualmente existe una fuerte evidencia de que la isoforma 

 de la neuregulina promueve la supervivencia de PsSC β in vitro fomentando además la 
diferenciación hacia CS maduras. Por otro lado, la acción de la señal secretada por 
neuronas  simpáticas  en  cultivo  que  promueven  la  supervivencia  de  las  PsSC y  la 
diferenciación es bloqueada por una proteína híbrida soluble que contiene un dominio 
extracelular de unión al receptor ErbB4, un receptor de la neuregulina-1 de muy alta 
afinidad expresado por las CS (Birchmeier y Nave 2008). Algunos autores resaltan la 
capacidad  de  los  receptores  ErbE3-ErbB4  más  relevante  respecto  a  la  unión  a 
neuregulina-1 (Nave  y Salzer, 2006). La unión de neuregulina-1 al complejo receptor 
ErbE3-ErbB4 induce la formación de un heterodímero que conduce a su fosforilación y 
el posterior reclutamiento de moléculas con dominios (SH3) que amplifican la activación 
de la señal que promueven la supervivencia. Algunos investigadores han señalado que 
son en sí mismos los niveles de expresión axonal de neuregulina-1, más que el calibre 
axonal en sí, el factor clave e instructivo del proceso de mielinización. La expresión de 
neuregulina-1 de tipo III en la superficie de los axones se encuentra en relación con el  
envaine  de  los  axones  y  su  característica  mielínica.  Por  otro  lado,  las  neuronas 
autónomas no-mielinizantes  expresan  bajos  niveles  de neuregulina-1  tipo III  en  la 
superficie del axón (Nave  y Salzer, 2006). 

Los  mecanismos  de  auto-supervivencia  existentes  en  la  célula  glial,  son 
cruciales para el mantenimiento de las CS en ausencia de contacto axonal: por ejemplo 
durante la degeneración axonal  (Grinspan et  al.  1996; Trachtenberg &y Thompson, 
1996; Meier et al. 1999). Algunas moléculas y receptores han sido identificadas en el 



mecanismo de "bucle de supervivencia",  tales como IGF-2, neurotrofina-3 (NT3) y el 
factor de crecimiento plaquetario  (platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB)). Este 
cambio  en  los  mecanismos  de  supervivencia  posee  varios  sentidos  biológicos.  La 
dependencia de asociación entre las  PsSC con los axones confiere cierta eficacia 
biológica ya que podría emparejar el número de PsSC que están en relación con los 
axones  en  cada  fibra  o  paquete.  Además,   este  mecanismo podría  promover  que 
aquellos precursores que se encuentran   "rezagados" o simplemente alejados de los 
axones en posiciones inapropiadas  no sobrevivan (Jessen y Mirsky, 1997). 

2.2.2 Proceso de mielinización del Sistema Nervioso Periférico

Durante  el  desarrollo  las  CS  comienzan  a  proliferar,  migrar  y  rodear  a  los 
paquetes de axones. El punto final del desarrollo de las CS es la formación de células 
mielinizantes y no-mielinizantes rodeando axones de gran diámetro en el SNP. Una vez 
que estos axones son rodeados por las CS, moléculas de la matriz extracelular son 
depositadas y organizadas en una lámina basal que rodea a cada CS y el paquete 
axonal. Cada CS luego selecciona una axón individual del paquete de axones a través 
de un proceso llamado de selección radial ("radial sorting" por su nombre en inglés, 
Figura 4A) que por precede al inicio de la mielinización (Figura 4B).

A medida que avanza el proceso de mielinización las CS comienzan a enrollarse 
formando  múltiples  vueltas  sobre  el  axón.  El  siguiente  paso  del  proceso  es  la 
compactación de la mielina que tiene como desenlace final la formación de la típica 
estructura multilaminar. Las CS mielinizantes polarizan sus superficies de membrana 
en dominios molecular  y  funcionalmente distintos (Trapp et  al.,  1995).  Inicialmente, 
existen dos regiones membranosas o dominios principales bien caracterizados a nivel 
ultraestructural.  Uno  es  la  membrana  plasmática  abaxonal,  mas  externa,  la  cual 
interacciona con la lámina basal y el medio externo. Otro es la membrana adaxonal o 
también llamada periaxonal, que se encuentra en contacto directo con la superficie del 
axón. La mielinización es iniciada por una primer vuelta de la envoltura espiral de las 
membranas de la CS alrededor del axón formando el mesaxón interno. Las membranas 
del  mesaxón  conectan  las  membranas  periaxonal  y  abaxonal  y  son 
ultraestructuralmente caracterizadas por una brecha de 12-14nm de espesor entre las 
hojas extracelulares y citoplasmáticas de la CS (Trapp & Quarles, 1982). Una vez que 
el mesaxón forma un espiral sobre sí mismo entre 2 a 6 veces, varia la periodicidad de 
gran parte de la membrana mesaxonal y se convierte en mielina compacta; las hojas 
extracelulares  se  caracterizan  por  una  brecha  de  2.5nm  de  espesor  y  las  hojas 
citoplasmáticas aparecen fusionadas (Peters et al., 1991; Yin et al., 2000). 



 

Figura 4. Proceso de mielinización del Sistema Nervioso Periférico - Ilustración de los proceso 
celulares durante el desarrollo de las Células de Schwann en el nervio ciático de ratón mediante  
microscopía electrónica (imágenes superiores). Durante el desarrollo de los nervios periféricos las 
células de Schwann (SC) proliferan, migran y envainan los axones (Ax) durante el proceso denominado 
selección radial (A). Las células de Schwann comienzan a organizar la lámina basal (línea azul, BL), la  
cual rodea completamente a cada célula individual y su axón asociado. Luego de recibir las señales  
apropiadas del ambiente local, las células de Shcwann comienzan a aislar a cada axón para luego iniciar 
el proceso de mielinización (B) que tiene como fin la formación del axón mielinado (C). Los paneles 
inferiores  representan  de  forma  esquemática  los  eventos  celulares  mostrados  en  las  microscopías 
electrónicas superiores. 

Como veremos luego,  las  lamininas (proteínas de la  matriz  extracelular  y  la 
lámina  basal)  han  sido  estudiadas  extensamente  durante  el  desarrollo  del  SNP. 
Participan en múltiples procesos en las CS incluyendo la proliferación, la migración y la 
diferenciación  (Feltri  y  Wrabetz,  2005).  Aunque  la  interrupción  de  los  procesos  de 
señalización de las lamininas resulta en una gran cantidad de alteraciones patológicas, 
se ha señalado que la señalización de estas por intermedio del complejo 6 1 Integrinaα β  
en las CS es necesario para la correcta selección radial (Bradley and Jenkison, 1973; 
Feltri et al., 2002; Chen and Strickland, 2003; Previtali et al., 2003; Yang et al., 2005). 
Estos  estudios  han  estimulado  las  discusiones  sobre  cómo  y  de  qué  manera  un 
componente  de  la  lámina  basal  en  la  superficie  externa  de  las  CS,  es  capaz  de 
transmitir  señales  que  influencian  la  selección  radial,  un  proceso  que,  de  forma 
dinámica, organiza y reestructura el interior y las superficies laterales de membrana de 
las CS.

 Un evento clave durante el proceso de mielinización es que todas las moléculas 
de adhesión, canales iónicos y proteínas asociadas al citoesqueleto entre el contacto 
axón-glía  están inicialmente expresadas de manera uniforme,  pero se redistribuyen 
hacia  distintas  regiones  o  dominios  a medida que avanza la  mielinogénesis.  Estos 
dominios son críticos para el funcionamiento de las fibras mielínicas así como también 
para la correcta propagación saltatoria de los potenciales de acción.



 Concomitante con los cambios ocurridos en la periodicidad de las membranas 
del mesaxón y la formación de la mielina compacta, se producen cambios moleculares 
en las membranas mielínicas. Las membranas periaxonal y del mesaxón interno son 
enriquecidas por MAG (Myelin Associated Glycoprotein, por sus siglas en Inglés). Esta 
misma proteína no se detecta en la mielina compacta o en las membranas abaxonales 
de  las  CS  mielinizantes  (Peters  et  al.,  1991)  pero  si  en  regiones  adaxonales 
internodales  y  de  mielina  laxa  como  son  las  incisuras  de  Schmidt-Lanterman 
(Robertson, 1958; Gabriel & Allt, 1981; Hall & Williams, 1970; Peters et al., 1991), las 
cuales  ofician  de  indicadores  de  una  mielinización  madura  en  cultivos  in  vitro de 
ganglios de la raíz dorsal (Päiväläinen et al., 2008).

La proteína P0, es el componente estructural mayoritario de la mielina compacta 
del SNP (Trapp et al., 1981) y pertenece a la familia de glicoproteínas del tipo I con un 
único dominio inmunoglobulina y una masa molecular  de 30 kDa. Los mecanismos 
precisos mediante los cuales las membranas del mesaxón se convierten en mielina 
compacta son desconocidos, pero se cree que la inserción de P0 a la membrana y su 
consecuente unión homofílica en ambas orientaciones (cis y trans) es un evento clave 
de este proceso. Se postula que estas interacciones podrían excluir a la glicoproteína 
MAG de la mielina en estas regiones favoreciendo el proceso de compactación. MAG y 
P0 luego de ser sintetizadas se clasifican en vesículas transportadoras independientes 
a medida que salen de la red trans del aparato de Golgi (Trapp et al., 1995; Yin et al., 
2000).  Estas  vesículas  son  transportadas  a  través  del  internodo  de  mielina  en  un 
mecanismo  de  desplazamiento  dependiente  de  microtúbulos  para  ser  insertadas 
directamente en el  dominio apropiado de la membrana (Hall  y Wiliams 1970).  Este 
direccionamiento  sitio-específico  de  P0  y  MAG  juega  un  rol  importante  en  el 
establecimiento  de  la  polaridad  de  la  fibra  mielínica  y  de  la  expansión  de  las 
membranas de la CS (Trapp et al., 1995). 

Cambios  en  los  niveles  de  expresión  o  en  la  distribución  de  alguno  de  los 
componentes moleculares de la mielina es capaz de perturbar su equilibrio estructural 
desencadenando procesos de desmielinización tales como los ocurridos en el síndrome 
de Charcoth-Marie-Tooth (Vallat  et  al.,  2003,  2005).  La organización polarizada del 
axón  y su estado fisiológico se manifiesta no solo en la distribución de las proteínas de 
membrana sino también en un número de parámetros interrelacionados: el diámetro del 
axón, la organización del citoesqueleto, la tasa de transporte axonal y la distribución de 
organelos membranosos en el axoplasma (Salzer, 2003). 

2.2.3 Funciones y organización de la matriz extracelular y lámina basal de las  
células de Schwann.

Las proteínas de la matriz extracelular (MEC) se integran en un sustrato sobre el 
cual  se  sostienen  e  integran  diversos  tipos  celulares.  Además  de  poseer  un  rol 
estructural  importante,  estas  proteínas  influencian  el  comportamiento  celular  por 
intermedio de su interacción con receptores específicos. Estos, proporcionan señales 
intracelulares que controlan respuestas tales como la proliferación, la supervivencia, la 
polarización y la morfogénesis (Aszodi et al., 2006). Ciertos estudios han demostrado 



que la interacción de las CS con proteínas de la MEC es necesaria para el correcto 
ensamblaje y mielinización de los axones en el SNP (Aszodi et al., 2006). 

Dentro de las proteínas más importantes que componen la MEC de las CS están 
las lamininas las cuales forman heterotrímeros  de subunidades ,  y  (α β γ Colognato and 
Yurchenco, 2000; Yin et al., 2003). Las lamininas cumplen tres roles esenciales en los 
mamíferos (Miner and Yurchenco, 2004): (1) brindan estructura a la membrana basal 
(Tabernero et al., 1998; Yurchenco et al., 2004); (2) proveen sitios de anclaje para las 
células vía proteínas de la superficie celular [ej: dystroglicanos (DS, por su silga en 
inglés)]  (Henry  and  Campbell,  1996);  y  (3)  actúan  como  ligandos  de  receptores 
celulares  (ej:  integrinas)  promoviendo  mecanismos  de  señalización  celular  que 
influencian  el  comportamiento  y  están  vinculados  a  eventos  de  supervivencia 
(Schwartz, 2001). Particularmente, en el SNP se encuentran presentes la laminina 2 
( 2 1 1), laminina 8 ( 4 1 1) y laminina 10 ( 5 1 1) (α β γ α β γ α β γ Feltri and Wrabetz, 2005) y 
estas juegan un rol importante en la mielinización de los axones por parte de las CS 
(Yu et al., 2007). Ciertos estudios  in vivo han demostrado que mutaciones en el gen 
codifica  la subunidad de laminina 2 causan neuropatías periféricas tanto en humanosα  
(Helbling-Leclerc et al.,  1995) como en ratones (Shorer  et  al.,  1995;  Sunada et  al., 
1995; Xu et al., 1994). Por otro lado, ratones "knock out" para el gen que codifica la 
subunidad de laminina 1 presentan una ausencia de otras lamininas y un fenotipoγ  
hipomielinizante severo caracterizado por temblores, debilidad muscular y parálisis de 
los miembros traseros (Yu et al., 2005). En cuanto a los receptores de las lamininas, las 
CS expresan varios tipos los cuales incluyen a las integrinas  6 1 y  6 4 así comoα β α β  
también los DG (Previtali et al., 2003).

Los receptores DG están conformados por subunidades  y  las cuales sonα β  
productos del mismo gen. En las CS mielinizantes ciertos hallazgos (Sherman et al, 
2001) demostraron que la proteína asociada a Distroglican 2 (DRP2) y la molécula de 
periaxina forman un complejo con el receptor DG (Figura 5). 

             

Figura 5. Organización molecular de la lámina basal y la matriz extracelular de las células de 
Schwann. El complejo distroglican-distrofina (DG-DRP2) establece una conexión ente las moléculas de 
laminina de la lámina basal con el citoesqueleto de actina en las células de Schwann. La moléculas de -α
distroglican son extracelulares y unen las lamininas cuando están glicosiladas formando un complejo con 



la molécula transmembrana -distroglican y con las subunidades -sacrcoglican. Intracelularmente, laβ βγδ  
molécula  -distroglican  probablemente  forma  tres  diferentes  complejos  con  las  moléculas  Utrofina,β  
Dp116 o DPR2/periaxina. Imagen tomada del libro: The Biology of Schwann Cells, Aramati 2007.

Las moléculas de DPR2 se encuentran en el citoplasma de las CS yuxtapuestas 
a la vaina de mielina. Cabe destacar que además de los complejos ya mencionados,  
existen  otros  complejos  moleculares  estableciendo  contactos  con  receptores  DG, 
Dp116, L-periaxin y utrophina. La proteína L-periaxin es requerida para la formación de 
los complejos DG-DPR2 los cuales tienen un rol importante en el establecimiento de los 
contactos ente la MEC y el citoesqueleto de actina en las CS (Sherman et al., 2001). 
En CS carentes de L-periaxina se ha descripto interrupciones en la estructura de las 
Incisuras de Schmidt-Lanterman, eventualmente caracterizadas como estructuras de 
función nutritiva (Court et al., 2004). 

Otro componente esencial de la MEC de las CS son las moléculas de colágeno. 
Las CS expresan tres clases generales de moléculas de colágeno: (1) moléculas de 
colágeno  formadoras  de  fibras  (tipos  I,  III  y  V);  (2)  moléculas  de  colágeno  de  la  
membrana basal (tipo IV); (3) moléculas híbridas con sitios de unión a  colágeno (ej:  
gliomedin). Las moléculas de colágeno son proteínas estructurales requeridas  para el 
normal ensamblaje y organización de la MEC de las CS (Chernousov et al., 1998). Las 
CS  expresan  además  receptores  de  integrinas  y  de  no-integrinas  que  pueden 
interaccionar con moléculas de colágeno (Milner et al., 1997; Stewart et al., 1997). Las 
moléculas poseen la capacidad de regular ciertas funciones de las CS a través de 
señales  intercelulares  y  se  postula  que  podrían  ser  requeridas  para  la  correcta 
mielinización  de  los  axones.  Una  característica  que  distingue  a  las  moléculas  de 
colágeno  es  su  dominio-estructura  helicoidal  formado  por  la  asociación  de  tres 
polipéptidos que contienen secuencias repetidas ricas en prolina. En estas, cada tres 
residuos de prolina uno es de glicina (Prockop y Kivirikko, 1995). Las moléculas de 
colágeno  formadoras de fibras  del  endoneuro  del  nervio  ciático  de  ratón aparecen 
primeramente alrededor de los 15 días de gestación (Osawa y Ide, 1986). Debido a que 
no existen fibroblastos en el endoneuro durante este periodo de gestación, estas fibras 
parecen ser sintetizadas por las CSI las cuales están en asociación con los axones 
embrionarios.  Esto es  consistente  con estudios  derivados de células  en cultivo  las 
cuales demuestran que las CSI son productoras activas de colágeno (Bunge et al., 
1980; Chernousov et al., 1998, 2000). Las fibras de colágeno en el endoneuro poseen 
un diámetro de aproximadamente 250 Å, son más finas que las fibras de colágeno del  
epineuro  y están en intima asociación con la superficie externa de la membrana basal  
que rodea las CS y su correspondiente axón (Osawa y Ide, 1986). la mayoría de las 
moléculas  de colágeno son heterotrimeros que consisten en dos o tres  cadenas α 
diferentes (ej: 1(I)α 2/ 2(I)α 1 para el tipo I;  1(V)2/ 2(V)α α 1 para el tipo V). Los dominios 
no-colágeno C-terminales inician y guían el ensamblaje de la triple hélice desde los 3 
polipeptidos de colágeno por una asociación no-covalente mediada por un dominio de 
reconocimiento específico en cada región C-terminal (Khoshnoodi et al., 2006). Luego 
de completarse el ensamblaje del trímero, las regiones C-terminales y N-terminales no-
colágeno  son  removidas  en  las  moléculas  de  colágeno  tipo-I  y  tipo-III  por 
endoproteasas específicas y no forman parte de las moléculas de colágeno maduras. 
En  contraste,  la  región  N-terminal  no-colágeno  del  tipo-V  es  retenida  en  la 



conformación  madura.  Los  colágenos  de  tipo  I/III  se  presentan  exclusivamente  en 
forma de fibras de pequeño diámetro asociadas a la cara externa de la lámina basal de 
las CS (Osawa y Ide, 1986) mientras que el tipo-V colocaliza con los colágenos de tipo-
I/III  en  estas  fibras  y  además está  presente  en la  lámina basal  que rodea  las  CS 
mielinizantes (Chernousov et al., 2006). En las CS maduras formadoras de mielina la 
localización del colágeno tipo-V se concentra en las regiones perinodales de las MEC 
(Melendez-Vasquez et al., 2005). 

El colágeno de tipo-IV es un miembro de la familia de moléculas de colágeno 
formadoras de redes y un componente ubicuo de las membranas basales (hojas de la 
matriz que se encuentra por debajo de las células epiteliales o que rodean a las CS y 
su axones asociados). Las moléculas de colágeno tipo-IV son las más abundantes en 
el  SNP.  Son  heterotrímeros  con  la  composición  ( 1(IV)α 2/ 2(IV)α 1 (Miner  and  Sanes, 
1994).  Estas  moléculas  de  colágeno  forman  una  extendida  red  producto  de  la 
asociación  de  los  dominios  no-colágeno  C-terminales  y  la  oligomerización  de  los 
dominios  no-colágeno  N-terminales.  Los  máximos  productores  de  moléculas  de 
colágeno, laminina y fibronectina en las nervios periféricos de ratón adulto son las CS y 
los fibroblastos (Obremski et al.,1993a, 1993b) siendo estas moléculas esenciales para 
el correcto ensamblaje y formación de la MEC en las CS.

Poco se conoce acerca de los cambios que acontecen en la MEC de los nervios 
periféricos durante el desarrollo de las neuropatías periféricas y en especial durante el  
síndrome Charcot-Marie-Tooth. Por consiguiente, un importante e inexplorado aspecto 
de este tipo de enfermedades son los cambios graduales y la remodelación que ocurre 
a nivel  de la MEC en las fibras nerviosas.  Algunas evidencias han sido reportadas 
respecto a variaciones en los niveles de expresión de componentes de la MEC de las 
CS en ratones Trembler-J. En las fibras nerviosas de ratones Trembler-J adultos por 
técnicas  de  Microscopia  de  Fluorescencia  y  western-blott   se  determino  una 
disminución de los niveles de moléculas de la MEC tales como el colágeno tipo IV y 
fibronectina  respecto  a  las  fibras  normales,  mientras  que  los  niveles  de  laminina 
permanecieron invariables (Misko el al., 2002).   

En las neuropatías periféricas los componentes de la MEC de las fibras del SNP 
y la función de la lámina basal no han sido completamente elucidados. En la piel y los 
tendones  estas  fibras  proporcionan  fuerza  mecánica  y  flexibilidad  a  estos  tejidos. 
Debido a las fuerzas mecánicas que deben soportar los nervios periféricos durante los 
ciclos de contracción muscular se piensa que las moléculas de colágeno formadoras de 
fibras podrían tener una función similar en el SNP.

2.3 Estructura del axón periférico mielínico: de la morfología a la funcionalidad.

El territorio en el cual se extiende, en íntimo contacto, una CS a lo largo del axón 
es denominado internodo. Dentro de este, existen dominios específicos caracterizados 
por  la  presencia  de  determinados  complejos  moleculares  que  definen  cada 
compartimiento celular (Figura 6).

El  establecimiento  de  la  polaridad  celular  en  las  fibras  nerviosas  del  SNP 
requiere de interacciones extracelulares e intracelulares las cuales generan asimetrías 



en las membranas tanto en la CS como en el axón. Estas además,  son enriquecidas 
en moléculas de adhesión en sitios donde se realiza el contacto entre ambas células.  
Este tipo de mecanismos de distribución son promovidos por selectivos procesos de 
recambio proteico y localización y se encuentran estabilizados mediante interacciones 
moleculares entre complejos extracelulares e intracelulares (Mostov et al., 2003). En 
términos morfológicos y en relación a la mielína, el internodo puede dividirse en dos 
dominios: uno de mielina compacta y otro de mielina no compacta. Las regiones no 
compactas de la mielina en una misma CS son las incisuras de Schmidt-Lanterman y 
los   paranodos.  Ellos representan un porcentaje  menor  respecto a las regiones de 
mielina compacta. La mielina no compacta provee dominios citoplasmáticos gliales en 
los  extremos  del  internodo  (paranodo)  y  en  el  internodo  (incisuras  de  Schmidt-
Lanterman), siendo la región de más fluído contacto entre las zonas abaxonal mielínica 
y adaxonal de la CS. 

Ambos  tipos  de  mielina  (compacta  y  no  compacta)  son  caracterizados  por 
composiciones  proteicas  únicas  y  específicas  las  cuales  cumplen  funciones 
importantes  en  el  mantenimiento  y  correcto  ensamblaje  de  las  estructuras  en 
condiciones normales. Alteraciones en los componentes proteicos, como el caso de 
mutaciones en genes específicos relacionados con proteínas estructurales (gliales o 
axonales)  conllevan al  desarrollo  de neuropatías tanto a nivel  del  sistema nervioso 
central como del SNP.



Figura  6.  Organización del  axón mielinado. (a)  Dibujo  representativo  de una célula  de Schwann 
desenrollada mostrando las regiones que conforman la mielina compacta y no compacta. Se muestra la 
distribución de las uniones "tight junctions" como dos lineas contiguas (verde); estas forman un cinturón 
circunferencial  y  se  encuentran  también  en  las  Incisuras.  Las  uniones  Gap  (ovalo  naranja)  son 
encontradas entre las uniones "tight junctions" y son más abundantes en las regiones internas de las 
Incisuras y paranodos. Las uniones adherentes (ovalo púrpura) son más numerosas en las regiones 
externas de las Incisuras y paranodos. La región nodal, paranodal y juxtaparanodal de la membrana 
axonal son representadas en azul, rojo y verde respectivamente. (b) Proteínas de la mielina compacta y 
no compacta (Modificado de Scherer y Arroyo 2002).

La mayoría de los componentes estructurales y funcionales de la mielina son 
sintetizados en el citoplasma perinuclear de la CS. Las Incisuras de Schmidt-Lanterman 
pueden considerarse canales citoplasmáticos espiralados que se extienden desde las 
superficies abaxonales hacia las regiones más internas. Son necesarios para expandir 
y  mantener  la  estructura  mielínica  del  internodo  y  para  comunicar  las  regiones 
perimielínicas gliales entre sí. Estos canales contienen componentes del citoesqueleto 
(tubulina,  actina,  viementina) que ofician como vías para el  transporte de vesículas 
(proteínas y ácidos nucleicos) a través de estas estructuras (Kun et al., 2007, 2011).



2.3.1 Nodos de Ranvier

Los nodos de Ranvier son regiones de las fibras mielínicas en donde dos CS 
contiguas emiten prolongaciones en forma de microvellocidades las cuales establecen 
contacto íntimo con la región nodal del axón. Este contacto es mediado por moléculas 
de  reconocimiento  ubicadas  en  ambas  células  (axones  y  glías)  (Figura  7,  imagen 
izquierda). Tanto en el SNP como en el SNC, los nodos cumplen idénticas funciones,  
sin  embargo no son morfológicamente idénticos.  En el  SNP los dominios axonales 
nodales están cubiertos por glías mielinizantes, en tanto que en el SNC los nodos no 
están  cubiertos  por  los  oligodendrocítos,  sino  por  otras  células,  los  astrocítos 
perinodales. Además, cada fibra mielinada en el SNP formada por el axón y sus CS, 
están rodeados de una lámina basal haciendo de ella una unidad funcional y estructural 
única. En el SNC la lámina basal no existe.  

 El diámetro axonal a la altura del nodo usualmente difiere con respecto a las 
regiones paranodales e internodales y presenta una leve constricción. A este nivel se 
acumulan una mayor  cantidad de mitocondrias y vesículas.  Los neurofilamentos se 
encuentran más empaquetaos y es debido a una menor fosforilación de sus cadenas 
(pesada y mediana), las cuales además determinan una disminución del calibre axonal 
y un tránsito axonal más lento (Mata et al., 1992). 

Figura 7. Organización molecular de las regiones nodales, paranodales y juxtaparanodales del las 
fibras  nerviosas  periféricas. Imagen  izquierda:  Nodos;  Imagen  central:  Paranodos  y  los 
Juxtaparanodos (Imagen derecha) en el Sistema Nervioso Periférico. En cada figura se representan los 
complejos de moléculas y sus interacciones que caracterizan a cada una de estas estructuras en el 
nervio periférico maduro. (Imagen tomada de Salzer, 2003)

Los nodos de Ranvier se caracterizan por estar enriquecidos en canales de Na+ 

voltaje dependientes. Estos canales son complejos hetero-trimericos compuestos por 
una  larga  subunidad   pre-formada  y  dos  subunidades   transmembrana.  Losα β  
diferentes canales de Na+ son funcionalmente similares pero presentan diferencias a 
nivel de su cinética de activación (Yu y Catterall, 2003). Los canales de Nav1.6 son los 
predominantes en los nodos de las fibras mielínicas de vertebrados adultos tanto en el 
SNC como en el SNP (Caldwell et al., 2000; Tzoumaka et al., 2000). La subunidad α 
presenta una transición molecular durante la ontogenia en los vertebrados (Boiko et al., 



2001). La isoforma del canal de Nav1.2 es expresada durante el desarrollo embrionario 
y luego es remplazada a medida que avanza el desarrollo por la conformación Nav1.6. 
Esta isoforma está presente en los nodos de los individuos adultos en el SNP, y en la  
mayoría de los nodos adultos en el SNC (Boiko et al., 2001). Cabe mencionar que una 
porción de estos nodos del SNC adulto también continúan expresando la conformación 
Nav1.2 y Nav1.8 (Arroyo et al., 2002). 

Con respecto a la formación de los nodos de Ranvier durante el desarrollo, eésta 
es inicialmente algo difusa según la distribución de las moléculas que conforman por 
último  la estructura madura. Los nodos inicialmente se forman como complejos difusos 
asociados a los extremos de las CS para luego fusionarse y condensarse (Vabnick y 
Shrager, 1998) (Figura 8). 

Figura  8. Maduración  de  los  nodos  de  Ranvier  periféricos  durante  la  mielinización. El  dibujo 
corresponde a la maduración de los nodos de Ranvier y los diferentes tipos de moléculas y complejos 
moleculares que caracterizan  los estadios de pre-mielinización y mielinización en el Sistema Nervioso 
Periférico (Imagen tomada de Poliak et al., 2001).

El ensamblaje de los dominios que conlleva a la formación de los nodos se 
produce de forma secuencial y ordenada a medida que avanza la mielinización desde 
la  formación  del  proto-nodo  hasta  alcanzar  la  madurez  del  paranodo  y  los 
juxtaparanodos (Melendez-Vasquez et al., 2001; Poliak et al., 2001). Un componente 
clave en la formación del nodo es la proteína multivalente ankirina G (AnkG) (Bennet y 
Lambert,  1999).  Esta  molécula  se  encuentra  implicada  en  la  organización  de  la 
membrana del citoesqueleto y es fundamental para alcanzar la polaridad característica 
de esta estructura (Mohler et al., 2002). Además, la ankirina G se une directamente a 
las subunidades  de los canales de Naα + vía un motivo conservado en el segundo loop 
citoplasmático (Garrido et al., 2003; Lemaillet et al., 2003) y también lo hace a la IV-β
spectrina, una isoforma que se localiza en los segmentos iníciales del axón y en los 
nodos (Berghs et al., 2000; Komada y Soriano, 2002). Existen además de estas, una 
gran variedad de proteínas que se localizan en el nodo y que interaccionan a través de 
motivos conservados con la ankirina G, incluidas las moléculas de adhesión neural Nr-
CAM y la isoforma de 186kDa de la neurofascina (Hortsch, 2000; Bennett & Lambert, 
1999). 



2.3.2 Paranodos

Los  loops  paranodales  representan  los  extremos  laterales  del  internodo 
mielínico.  Los  mismos  consisten  en  una  orientación  longitudinal  espiralada  del 
citoplasma de la CS el cual se encuentra adherido al axón por complejos de anclaje de 
tipo unión septada y entre si por uniones de tipo hemi-desmosoma, gap (Salzer, 2003). 
A medida que la mielina compacta se aproxima al nodo, las Major Dense Lines (MDLs) 
se abren y reordenan su citoplasma. Las membranas extracelulares de las láminas 
vecinas se abren formando los denominados "loops paranodales" que se encuentran 
separados  uno de  otro  por  aproximadamente  12  a  14nm.  El  arreglo  de los  "loops 
paranodales" en las fibras mielínicas ocurre de manera ordenada con la llegada de las 
láminas de mielina mas internas primero hacia la región nodal y por último las más 
externas, que se disponen más adyacentes al nodo. Dentro del espacio existente entre 
los loops paranodales y el axón se encuentra una región densa que se encarga de 
conectar  las  dos  membranas,  denominada  "bandas  transversales".  Estas  bandas 
densas representan uniones septadas y conforman el mayor aparato de adhesión entre 
la mielina y el axón. Las membranas paranodales y del axolema contienen moléculas 
intermembranosas  que  se  disponen  enfrentadas  para  anclar  las  dos  membranas 
(Figura 7, imagen central). Los mayores componentes proteicos en esta región son: las 
moléculas de contactina y Caspr, las cuales se encuentran tanto en el  axolema del 
SNC como en el SNP (Einheber et al., 1997; Menegoz et al., 1997; Rios et al., 2000). 
Estas moléculas funcionan como heterodímeros y se postula que podrían ensamblarse 
antes  de  la  inserción  en  el  axolema.  Los  loops  paranodales  contienen  además la 
isoforma  de  neurofascina  (NF155),  la  cual  co-localiza  y  forma  complejos  con 
contactina/Caspr (Charles et al., 2002; Tait et al., 2000) y contactina formando parte de 
las uniones septadas (Poliak. La ausencia tanto de Caspr como contactina en ratones 
knockout resulta en la perdida de las uniones tipo septadas (Bhat et al., 2001; Boyle et 
al.,  2001).  Ciertas investigaciones sugieren que las uniones paranodales axo-gliales 
juegan un rol clave en la separación espacial y en la distribución de canales Na+ y K+ en 
el nodo de Ranvier, siendo los primeros los confinados a la región nodal y los segundos 
a la región juxtaparanodal.  

2.3.3 Juxtaparanodos

Las regiones juxtaparanodales de las fibras mielínicas se encuentran adyacentes 
a  los  loops  paranodales.  Las  regiones  juxtaparanodales  se  caracterizan  por  la 
presencia de canales de potasio del tipo Kv1.1 y Kv1.2 (Rasband et al., 1998). Además, 
en esta región se encuentra presente una molécula homologa de Caspr denominada 
Caspr2  (Figura  7,  imagen  derecha).  Esta  proteína  se  encuentra  enriquecida  en  el 
axolema juxtaparanodal tanto en el SNC como en el SNP y se ha determinado por 
microscopía que su distribución co-localiza con los canales Kv1.1/1.2/ 2 (β Poliak et al., 
1999).  Caspr2  y  Caspr  poseen  estructuras  similares  especialmente  en  la  región 
extracelular,  pero  únicamente  Caspr2  posee  un  dominio  PDZ  de  unión  a  otras 
proteínas.  Los  canales  Kv1.1  y  Kv1.2  también  poseen  dominios  PDZ  y  forman 
complejos con Caspr2, probablemente mediados por una proteína con múltiples sitios 
de unión PDZ adaptadora. La Glicoproteína transitoria axonal (TAG-1 por su sigla en 
inglés),  se encuentra también en los juxtaparanodos a nivel de la membrana glial  y 



forma complejos en trans con Caspr2 (Poliak et al., 2003; Traka et al., 2003). A nivel 
del juxtaparanodo, en la membrana glial también se encuentran presentes hemicanales 
de Conexina-29 los cuales se cree que juegan un rol en la remoción de iones K + en 
exceso hacia el  espacio periaxonal  (Altevogt  et al.,  2002).   Los canales de potasio 
juxtaparanodales parecen desempeñar un rol fisiológico importante en la excitabilidad 
de las fibras mielinizadas, aunque todavía esto sigue siendo un punto controversial. 
Esta idea es apoyada por ciertos hallazgos usando ratones knockout  para el  canal 
Kv1.1  donde  se  observo  la  generación  anormal  de  impulsos  cerca  de  la  unión 
neuromuscular (Smart et al., 1998; Zhou et al., 1998b).  

2.3.4 Región Internodal

Un internodo representa por definición el segmento de una fibra mielinizada por 
una única CS o por un oligodendrocito comprendido ente dos juxtaparanodos. De forma 
aproximada, este segmento tiene en promedio de  200 micras pudiendo alcanzar varios 
cientos de micras de longitud en vertebrados de gran tamaño. Es posible determinar en 
fibras peinadas y teñidas con osmio, la presencia en el internodo de estructuras más 
translucidas tales como las incisuras de Schmidt-Lanterman que atraviesan de forma 
radial la mielina compacta. El núcleo de la CS se dispone en la región internodal de la 
fibra mielínica por fuera de las vueltas de mielina que rodean al axón. 

La  membrana  internodal  axonal  en  fibras  del  SNP  es  organizada  de  forma 
coordinada con la vaina de mielina. La glicoproteína asociada a la mielina MAG, se 
encuentra enriquecida en las regiones abaxonales a lo largo del internodo de las CS 
así como también en las Incisuras de Schmidt-Lanterman (Xu et al., 2000), . Estudios 
realizados por Microscopía Electrónica de criofractura demostraron que los internodos 
poseen  una  composición  molecular  similar  a  la  región  juxtaparanodal  (Stolinski  & 
Breathnach, 1977; Stolinski et al., 1981, 1985). La membrana internodal de los axones 
en  el  SNP  contiene  complejos  Caspr/contactina  flanqueados  por  complejos 
Kv1.1/1.2/ 2/Caspr2 (β Arroyo et al., 1999; Rios et al., 2000).      

2.3.5 Incisuras de Schmidt-Lanterman

Como parte de los estudios y reportes morfológicos en axones mielínicos del 
SNP,  tanto  Schmidt  (1874)  como  Lanterman  (1877),  de  manera  independiente, 
describieron  una  serie  de  hendiduras  o  incisuras  con  forma  de  “embudo”  que 
interrumpían  la  apariencia  densa  de  la  mielina  (Figura  9).  Estas  hendiduras,  se 
denominaron incisuras de Schmidt-Lanterman. Dichas estructuras fueron observadas 
además por Ranvier (1878) y Ramón y Cajal (1928). Estas incisuras son propias de las 
regiones internodales y muy abundantes entre las regiones perinuclear y paranodal en 
el SNP. Bajo diferentes condiciones patológicas y en ciertas enfermedades del SNP 
pueden alterarse la frecuencia de las incisuras a lo largo del internodo. El número total  
de incisuras incrementa con el grosor de la mielina, la longitud internodal (Sotnikov 
1965;  Ghabriel  &  Allt,  1980a)  y  en  respuesta  a  numerosos  estímulos  como injuria 
axonal o el daño por compresión, así como también en nervios en regeneración (Berger 
& Gupta, 2006).



Figura 9. Incisuras de Schmidt-Lanterman. (A) Dibujo de Ramón y Cajal (1928) mostrando el arreglo 
tipo “embudo” de las incisuras en una fibra mielínica del SNP. (B) Sección longitudinal de una incisura 
examinada  bajo  microscopia  electrónica.  La  imagen  derecha  muestra  una  célula  de  Schwann 
completamente desenrollada del  axón,  las líneas casi  verticales representan regiones de mielina no 
compacta que conforman las incisuras. Ax=axón. Imagen (B), Mugnaini et al., 1977. Tomado de Lazarini, 
Myelin Biology and Disorders. 

Las largas fibras del nervio ciático de rata poseen en promedio 25 incisuras por 
internodo. Estas están presentes durante los primeros estadios de mielinización y en 
los internodos remielinizados. Se han establecido criterios ultraestructurales para su 
identificación por medio de microscopia electrónica.

Cuando se examina la ultraestructura en secciones longitudinales, las incisuras 
de Schmidt-Lanterman aparecen como una serie de aberturas citoplasmáticas de la 
mielina compacta (Robertson, 1958; Gabriel & Allt, 1981; Hall & Williams, 1970; Peters 
et al., 1991) (Figura 9-B). Orientadas tanto de manera longitudinal como transversal, las 
membranas  de  las  incisuras  de  Schmidt-Lanterman  se  distinguen  de  la  mielina 
compacta  por  la  presencia  de  citoplasma  de  la  CS,  presencia  de  microtúbulos, 
desmosomas,  filamentos  de  actina,  organélos  tipo  mitocondrias  y  algo  de  retículo 
endoplásmico (Blakemore,  1969;  Singer,  1968,  Landon & Hall,  1976).  Además,  las 
incisuras  contienen  una  gran  variedad  de  proteínas  tales  como:  fosfatasa  alcalina, 
MAG, proteína básica P2 y la proteína gap Conexina-32 (Novikoff, 1967; Trapp et al. 
1979; Schober et al., 1981; Xu et al., 2000).

La función y el rol biológico de las incisuras de Schmidt-Lanterman no han sido 
aún completamente elucidados. Clásicamente se ha postulado que están involucradas 
en el crecimiento y mantenimiento de las vainas de mielina especialmente en aquellos 
internodos remielinizados donde su frecuencia se encuentra incrementada. Roberson 
(1962) sugiere que las incisuras de Schmidt-Lanterman cumplen alguna función en el 
mantenimiento y metabolismo de la mielina. Otras hipótesis, sugieren que las incisuras 
actúan como atajo citoplasmático para sustancias que atraviesan la vainas de mielina 
desde las regiones más externas hacia las mas internas hasta alcanzar el axón (Singer 
& Salpeter, 1966; Singer,  1968; Hall & Williams, 1971; Singer et al.,  1972; Rawlins, 



1973).  El  rol  funcional  de  estos  “atajos”  es  también  analizado  desde  la  óptica  del  
mantenimiento  o  soporte  trófico  “local”  alejado  de  los  centros  celulares  de 
abastecimiento de proteínas,  tanto para los axones como las CS (Kun et  al,  2007; 
2011). 

2.4 Neuropatías periféricas de origen genético: Charcot-Marie-Tooth (CMT)

Muchas neuropatías humanas del SNP son causadas por la desmielinización y 
degeneración de los axones mielínicos, proceso en el cual la vaina de melina es parcial 
o  completamente degradada. La neuropatía del SNP más frecuente es conocida como 
síndrome  de  Charcot-Marie-Tooth  (CMT),  esta  incluye  la  enfermedad  de  Dejerrine 
Sottas (DSS), la neuropatía congénita hipomielinizante  (CH) y la HNPP (del inglés: 
hereditary neuropathy with liability to pressure palsies), conformando en conjunto un 
grupo de alteraciones hereditarias neuromusculares que afectan a seres humanos.  

Clásicamente, los tipos de CMT se han organizado para su estudio según la 
alteración genética que portan y que puede afectar tanto a las CS como a los axones 
(neuronas).  La  más  común  de  las  variantes  CMT es  la  CMT-1,  caracterizada  por 
velocidades  de  conducción  nerviosa  (VCN)  menores  a  38  m/s,  desmielinización 
segmentaría, remielinización paranodal y formaciones conocidas a nivel de diagnóstico 
histopatológico  como  bulbos  de  cebolla,  donde  la  mielina,  vista  en  secciones 
transversales de nervio periférico, se presenta completamente desestructurada. CMT-2 
por el contrario, posee como características VCN iguales a levemente menores a 38 
m/s,  acortamiento  internodal,  degeneración  y  perdida  de  axones  y  grandes  fibras 
mielínicas (Vallat., 2003; Dyck et al., 1993).

Dentro del grupo CMT-1A, cerca del 70 % de estas afecciones es caracterizada 
por alteraciones en el gen que codifica la proteína PMP-22 (conocida por su nombre en 
inglés  como Peripheral  Myelin  Protein-22).  La  principal  alteración  de  CMT1A es la 
duplicación  de  pmp22 que  representa  el  90%  de  los  casos.  Además,  se  observó 
mutaciones en PMP-22 que representan entre el 5-10% de CMT1A.

No  están  aun  completamente  esclarecidos  los  cambios  estructurales  y 
funcionales  que acontecen en las vainas de mielina periférica  durante los estadios 
tempranos de mielinización y desmielinización en esta neuropatía. Muchas moléculas 
han  sido  identificadas  e  involucradas  en  los  procesos  de  formación,  ensamblaje  y 
mantenimiento de la mielina periférica (Scherer & Arroyo, 2002), tales como PMP-22, 
MBP  (myelin  basic  protein),  MAG  (myelin  associated  glicoprotein)  entre  otras.  El 
metabolísmo de estas  moléculas  podría  también estar  alterado en el  desarrollo  de 
neuropatías periféricas (Vallat et al., 2003; 2005)

En cuanto a PMP-22 (22kDa), esta representa el 5% de la proteína mielínica 
total del SNP y se encuentra principalmente involucrada en los procesos tempranos de 
mielinización. En contraste a P0, la cual es especifica de nervios, PMP-22 se expresa 
en muchos otros tejidos. Pertenece a la familia de proteínas de membrana con cuatro 
dominios  transmembrana  hidrofóbicos   tal  como  PLP  en  el  SNC.  La  PMP-22  se 
encuentra asociada estructuralmente a la membrana de la CS y como otras proteínas 
de la mielina compacta, es sintetizada cuando ésta comienza a formarse durante los 



primeros estadios del desarrollo embrionario (Snipes et al., 1992). Si bien la PMP-22 se 
localiza principalmente en la mielina compacta del SNP, se desconoce si sus dominios 
extracelulares  o  citoplasmáticos  cumplen  otros  roles  además  del  estructural 
importantes para la mielina. La cantidad relativamente pequeña de PMP-22 y el hecho 
de que esté presente en las membranas plasmáticas tanto de las CS mielinizantes 
como en las no mielinizantes reafirma esta hipótesis  y  sugiere que PMP-22 podría 
tener una función dinámica en el ensamblaje, mantenimiento y estabilidad proteica de 
la mielina (D Urso et al., 1999́ ).

PMP-22 es capaz de formar complejos con P0, y esta interacción podría ser 
relevante  para  su  propia  función.  Alteraciones  en  el  gen  PMP-22  (mutaciones, 
duplicaciones, deleciones) causan fenotipos desmielinizante tales como los observados 
en ratones Trembler-J y en neuropatías humanas tales como el síndrome CMT1A.

2.4.1 Funciones conocidas de la proteína PMP-22

Las funciones de la proteína PMP-22 se encuentran todavía bajo investigación y 
requieren  ser  mejor  caracterizadas.  Evidencias  derivadas  del  análisis  de  ratones 
deficientes  en  PMP-22  y  observaciones  en  humanos  portadores  de  la  neuropatía 
hereditaria CMT-1A, demuestran que PMP-22 es crucial para el correcto desarrollo de 
los nervios periféricos. Además, esta es requerida para el mantenimiento de los axones 
y de la vaina de mielina, la determinación del grosor mielínico así como también de su 
estabilidad (Adlkofer et al., 1995; Bronstein 2000; Carenini et al., 1999 Quarles et al., 
2002; Amici et al., 2007).

La localización de PMP-22 en las uniones y contactos entre célula-célula de 
varios epitelios, sugiere una posible función de ésta en la mediación del proceso de 
enrollamiento  e  interconexión  de  las  vainas  de  mielina  (adhesión  intercelular) 
(Notterpek  et  al.,  2001;  Roux  et  al.,  2004,  2005).  Otras  funciones  adicionales 
propuestas para PMP-22 incluyen la regulación del ciclo celular y la proliferación celular 
(Jetten  et  al.,  2000;  Zoidl  et  al.,  1995;  Roux  et  al.,  2005;  Atanasoski  et  al.,  2002;  
Giambonini-Brugnoli et al., 2005) además de mediar las interacciones entre la lámina 
basal y la CS (Amici et al., 2006), proceso crucial en el inicio de la mielinización.

Los  mecanismos  mediante  los  cuales  PMP-22  podría  tener  un  rol  en  la 
formación y mantenimiento de la mielina, incluyen la interacción con la proteína P0 
(para estabilizar la mielina compacta) y con el complejo alfa6ß4 integrina para mediar el 
vínculo entre la lámina basal y la CS (Hasse et al., 2002; Amici et al., 2006). En relación 
con algunas neuropatías periféricas, los efectos causados por alteraciones en el gen 
pmp22 (CMT-1A, HNPP, DSS, entre otras) se relacionan con cambios en la expresión 
normal del gen pmp22 y la cantidad de proteína sintetizada. Como resultante, pueden 
desencadenarse  ciertos  eventos  celulares  adversos  de  efecto  citotóxico  (vías 
lisosomales saturadas, formación de agregosomas, participación de proteías de shock 
térmico (hsp) y vías de degradación mediadas por el complejo proteosoma) en las CS, 
provocando a término el desensamblaje estructural de la mielina compacta (Fortun et 
al., 2007, 2005). La función exacta de PMP-22 en el mantenimiento y su función en la 
mielina de las CS se encuentra aun bajo investigación. Su importancia fisiológica en el 



SNP  durante  toda  la  vida  del  individuo  (desde  el  desarrollo  embrionario,  la 
mielinogénesis y el mantenimiento estructural de la mielina) y las consecuencias de su 
alteración  en  condiciones  patológicas  hacen  que  el  estudio  de  PMP-22  adquiera 
especial  importancia  siendo un objeto  de investigación para  la  comprensión de los 
mecanismos de acción subyacentes que desencadenan los procesos neuropatológicos.

2.4.2 PMP-22 y su rol en la mielinización periférica

Antes  del  proceso  de  mielinización,  las  CS  deben  establecer  contactos 
específicos con la lámina basal, que son en gran medida mediados por la familia de los 
receptores para integrinas. La mielinización en el SNP es dependiente de la formación 
de la lámina basal por la CS (Bunge, 1993; Amici et al., 2006). El vínculo con la matriz 
extracelular estabiliza los contactos axón-CS y permite la iniciación de la mielinización 
(Eldridge et al., 1987, 1989). Ciertos estudios (Chies et al., 2003) sugieren que PMP-22 
tiene una función significativa en procesos celulares básicos, extendiéndose más allá 
de su participación en la mielinización (Huxley et al., 1998; Brancolini et al., 1999, Roux 
et  al.,  2005).  Estudios  in  vitro sugieren  un  rol  de  PMP-22  en  la  regulación  de  la 
proliferación celular y la apoptosis (Fabbretti et al., 1995; Zoidl et al., 1995). 

La  importancia  de  la  PMP-22  se  destaca  por  su  asociación  con  varias 
enfermedades  del  SNP,  incluyendo  las  neuropatías  humanas  hereditarias  más 
frecuentes  entre  las  que  se  encuentra  el  síndrome  CMT  (Van  Itallie  et  al.,  2006, 
Kursula. et al., 1999). Los diferentes fenotipos pueden surgir por cambios en la dosis 
génica o por mutaciones en el gen pmp22, para las cuales la severidad del fenotipo es 
dependiente de la naturaleza exacta de la mutación. Las mutaciones dominantes llevan 
generalmente a un único cambio en los aminoácidos de PMP-22 que resultan en un 
ensamblaje incorrecto de la proteína, la pérdida de función y una acumulación tóxica de 
la proteína mal plegada en la CS (Lorch et al., 2004; Nagy et al., 2004; Seddon et al., 
2004). Como hemos mencionado, la más común de las variantes humanas CMT es 
causada  por  la  presencia  de  un tercer  alelo  pmp22 del  tipo  salvaje  debido  a  una 
recombinación  desigual  durante  la  meiosis  (fenotipo  CMT-1A,  crossing-over 
incompleto)  (Popot,  J.L  et  al.,  1990;  Pentao  et  al.,  1992),  mientras  que  la  rara 
duplicación en homocigosis de ambos alelos resulta en una forma más severa de la 
neuropatía, conocida como síndrome Dejerrine-Sottas (DSS, por sus siglas en inglés).

La proteína PMP-22 ha atraído la atención dentro del campo de la neurociencia 
durante los últimos años por algunas razones que destacamos a continuación:

Primero, se han hallado mutaciones en el gen  pmp22 de dos formas alélicas 
mutantes  en  ratones  que  presentan  desmielinización  del  SNP,  ratones  Trembler 
(Falconer, 1951; Suter et al., 1992b) y Trembler-J (Henry et al., 1983; Henry & Sidman, 
1983; Suter et al., 1992a). El empleo de ratones Trembler-J como modelo animal para 
el estudio de las CMT-1A, ha sido aplicado y validado por numerosos y reconocidos 
grupos de investigación en neuropatías periféricas (Fortun et al., 2007, 2005; Khajavi et 
al., 2007; Devaux & Sherer, 2005; Notterpek et al., 1997). Estos mutantes naturales son 
una  potencial  herramienta  como  modelo  animal  para  el  estudio  de  neuropatías 
congénitas hereditarias motoras y sensoriales.



 Segundo,  el  gen  pmp22 humano  está  contenido  dentro  de  la  duplicación 
intracromosómica de 1.5 Mb del cromosoma 17 asociado con la forma más común de 
la neuropatía hereditaria humana CMT-1A (Skre, 1974; Patel et al, 1992; Valentijn et 
al.,  1992;  Timmerman et  al.,  1992;  Lupski  et  al.,  1991;  Raeymaekers  et  al.,  1991;;  
Matsunami  et  al.,  1992).  En  algunos  pacientes  humanos  se  ha  descrito  la  misma 
mutación  en  la  región  codificante  del  gen  pmp22 que  en  los  ratones  Trembler-J 
(Valentijn et al., 1992) y Trembler (Ionasescu et al., 1997a) lo que contribuye a validar 
el uso del modelo animal para el estudio de estas neuropatías.

Tercero,  se  ha  demostrado  posteriormente  que  la  misma  región  de  1.5  Mb 
conteniendo el gen  pmp22 que se encuentra duplicada en el fenotipo CMT-1A esta 
presente en pacientes con la enfermedad HNPP (Chance et al., 1993).

2.4.3 Modelo animal de neuropatía periférica Charcot-Marie-Tooth tipo 1A (CMT-
1A): ratones Trembler-J y Trembler

Los ratones Trembler-Jackson (Tr-J) y Trembler (Tr) son ratones usados como 
modelos animales de la neuropatía hereditaria humana periférica CMT-1A (Suter, 1992; 
Nave, 1994; Fortum et al, 2007, 2005; Khajavi et al, 2007; Devaux & Sherer, 2005). En 
los ratones Tr-J o Tr, mutaciones hereditarias semidominantes y dominantes resultan 
en un cambio aminoacídico de leucina a prolina (L16P) o de glicina a ácido aspártico 
(G160D)  en  la  proteína  resultante,  respectivamente.  Como  consecuencia  de  la 
mutación  puntual  se produce una modificación  estérica  en la  estructura  final  de  la 
proteína PMP-22 que impide su normal plegamiento e inserción en la mielina compacta 
de las CS. Aparentemente,  PMP-22 juega un rol  estructural  en la estabilidad de la 
mielina  por  sí  misma  y  en  conjunto  con  la  otras  proteínas  tales  como  P0,  MBP 
(Notterpek  et  al.,  1997),  aunque  su  mecanismo  de  acción  exacto  no  está  aun 
claramente esclarecido. Algunos autores señalan que el equilibrio de las interacciones 
entre PMP-22 y P0 juegan un rol en la estabilidad de la mielina (Hasse et al 2004). En 
humanos, una larga proporción de pacientes con CMT y neuropatías hereditarias tales 
como HNPP son  causadas  por  una  alteración  en  la  expresión  génica  de  PMP-22 
resultando  en  una  duplicación  o  deleción,  respectivamente  de  una  porción 
microscópica del cromosoma 17 que contiene el gen pmp22 humano (Suter y Snipes, 
1995a). En cuanto al los aspectos  fenotípicos clínicos, los ratones Trembler-J poseen 
características similares a los pacientes CMT1A tales como el desarrollo progresivo de 
la  neuropatía  sensorio-motora,  mientras que otras características se manifiestan de 
forma  diferente.  A  pesar  de  la  regulación  negativa  de  PMP-22  encontrada  en  los 
nervios de ratones Tr-J adultos, se ha descrito que la proteína mutada es capaz de 
acumularse en regiones perinucleares de las CS y es degradada principalmente por la 
vía  de  degradación  lisosomal  (Notterpek  et  al.,  1997).  Por  consiguiente,  el  no 
ensamblaje de la proteína mal plegada promueve la activación de las vías celulares de 
degradación alterando la estabilidad de la mielina, promoviendo además la degradación 
de otras proteínas mielínicas como P0 y MBP (Notterpek et al., 1997). 

Ciertos autores sugieren, que la proteína PMP-22 mutante podría ser reconocida 
como  defectuosa  y   quedar  retenida  en  el  retículo  endoplásmico  donde  sería 
degradada. Otros, por el contrario,  argumentan que la proteína mutante PMP-22 es 



acumulada no solo en el RE sino también en el aparato de Golgi y en lisosomas. La 
degradación de proteínas incorrectamente plegadas del retículo endoplásmico es un 
mecanismo celular frecuentemente utilizado que asegura la integridad de la síntesis 
proteica (Bonifacino y Lippincott-Schwartz, 1991). El exceso de proteína representa una 
amenaza  y  es  tóxico  para  la  célula  causando  a  posterior  una  saturación  de  la 
maquinaria celular encargada de su degradación. La proteína PMP-22 puede precipitar 
formando “agregosomas” junto con otras proteínas de la vía de ubiquitinación (Fortun, 
2005, 2007). Los ratones Tr-J comparten hechos patológicos con el síndrome CMT-1A 
ya que se ha descrito también la acumulación de PMP-22 en el cuerpo celular de las 
CS mielinizantes  obtenidas de biopsia  de nervio  en estos  pacientes  (D'Urso et  al., 
1998).

2.5  Nuevos  abordajes  experimentales  para  el  estudio  del  Sistema  Nervioso  
Periférico: Microscopía de Fuerza Atómica (MFA).

Frecuentemente el estudio de los procesos neurodegenerativos se realiza desde 
una óptica celular enfocados en la afección individual o tisular, abarcando aspectos 
fisiológicos  y/o  moleculares.  Sin  embargo,  otras  propiedades  celulares,  como  las 
biomecánicas se alteran a consecuencia de los cambios moleculares ocurridos durante 
la  patología  y  que  por  tanto,  pueden  ser  usados  también  como indicadores  de  la  
evolución de la enfermedad. Hasta hace poco tiempo, la imposibilidad de tener una 
herramienta  capaz  de  medir  estas  propiedades  con  eficiencia  y  facilidad  había 
enlentecido  el  avance  para  el  estudio  y  diagnóstico  patológico  en  esta  área.  La 
Microscopía  Electrónica  y  Óptica  (de  Fluorescencia  y  Confocal)  han  sido  hasta  el 
momento las principales herramientas para el estudio de la desmielinización del SNP 
(Berthold  &  Nilsson,  2002;  Bischoff,  1973;  Mc  Donald,  1967).  Para  esta  clase  de 
microscopios, las muestras deben ser procesadas, generalmente se encuentran fijadas 
y embebidas en diversos medios, haciendo de la investigación funcional un recurso de 
uso limitado.

Un abordaje al estudio funcional del proceso de mielinización y desmielinización 
puede ser el empleo del Microscopio de Fuerza Atómica (MFA) (Binnig et al., 1986), el 
cual es capaz de generar imágenes de muestras biológicas tanto fijadas como vivas en 
condiciones  fisiológicas  (Jena  &  Horber,  2002;  Morris  et  al.,  2001).  Basado  en  la 
interacción  local  entre la  punta (cantiléver)  y  la superficie  de una muestra,  el  MFA 
proporciona imágenes tridimensionales de superficies con muy alta resolución espacial 
que permiten cuantificar la profundidad y morfología de las muestras en tiempo real, en 
el  orden  de  los  nanómetros  (Czajkowsky  &  Shao,  1998;  Scheuring  et  al.,  2001). 
Además, es capaz de generar imágenes de procesos dinámicos (Kasas et al., 1997; 
Jiao et al., 2001), los cuales pueden combinarse de forma simultánea con técnicas de 
marcación específica gracias al acoplamiento con el MFA de un microscopio de óptica 
invertida de epifluorescencia (Callies et al., 2009; Lehenkari et al., 2000).



2.5.1 Conceptos Básicos de Microscopía de Fuerza Atómica (MFA)

2..5.2 Modos de Operación del MFA

El  MFA  es  la  extensión  más  directa  del  microscopío  de  efecto  túnel  y  es 
especialmente útil en el estudio de las superficies de materiales no conductores. La 
mayoría de los MFA se componen de los siguientes componentes: la punta, el escáner, 
el  fotodetector,  el  sistema de control  electrónico (ver  figura siguiente).  La punta se 
selecciona de acuerdo al tipo de muestra y las propiedades que se desean obtener; 
esta puede ser de diferentes materiales, las más comúnes son de Nitruro de Silicio o de 
Silicio.  El  diseño  del  escáner  tiene  forma  de  tubo  y  es  de  un  material  cerámico 
piezoeléctrico que cambia de dimensiones como respuesta al voltaje aplicado. Estos 
escáneres se caracterizan por tener tres grados de libertad, expandiendose en una 
dirección y contrayendose en otra como resultado del voltaje aplicado a sus electrodos. 
El MFA (Veeco Instruments. Inc) trabaja en diferentes modos de operación como son: 
contacto, contacto intermitente (Tapping) y volumen de fuerza (Force Volume) entre 
otros,  los  cuales  se  combinan  para  estudiar  la  topografía  y  las  propiedades 
nanomecánicas de tejidos, células y moléculas. El rango de barrido del escáner que 
posee  el  MFA utilizado  en  este  estudio  (Bioscope  Catalyst)  es  de  120  micras  en 
movimiento lateral y 20 micras en movimiento vertical. El MFA monitorea la superficie 
de la muestra con una punta de radio de curvatura de entre 2 a 60 nm (según el tipo de  
punta) que se localiza al final del cantilever. Las fuerzas entre la punta y la muestra 
provocan  la  deflexión  del  cantilever.  De  forma  simultanea  un  detector  mide  esta 
deflexión  a  medida  que  la  punta  se  desplaza  sobre  la  superficie  de  la  muestra 
generando una micrografía de la superficie. La fuerza interatómica que contribuye a la 
deflexión del cantilever es la fuerza de Van der Waals. Las adaptaciones principales 
que tiene el  MFA (Bioscope Catalyst)  para su aplicación en biología incluyen entre 
otras  cosas,  una platina termostatizada para mantener  a las  células  a  temperatura 
adecuada y una micro-cámara de aislamiento de vibraciones que evita fluctuaciones de 
la punta en el medio líquido que pueden afectar la adquisición de imágenes durante el  
escaneo.



                     

Figura. Componentes principales del Microscopío de Fuerza Atómica. La imagen representa de 
forma esquemática los componentes principales del microscopio de fuerza atómica: la punta, la platina 
donde  se  coloca  la  muestra,  el  fotodetector,  el  laser,  el  escáner  (material  Piezoeléctrico)  y  los 
componentes electrónicos que incluyen el controlador del MFA y un computador para la obtención de 
imágenes y ajuste de lo parámetros de escaneo.

Además de generar imágenes de muestras biológicas, el MFA puede ser usado 
para  medir  o  aplicar  pequeñas fuerzas.  Así,  las propiedades elásticas de cualquier 
muestra  pueden  ser  estudiadas  (evaluadas,  analizadas,  cuantificadas)  de  forma 
cualitativa usando el modo de volumen de fuerza (Radmacher et al., 1993), el cual ha 
sido empleado desde el comienzo en células vivas (Radmacher et al., 1992).

El principio básico mediante el cual se generan las curvas y mapas de fuerzas se 
basa en la capacidad de registrar la fuerza ejercida entre la punta "cantilever"  y la 
muestra, a medida que este se aproxima, toca y retrae en un punto sobre su superficie.  
Los mapas de volumen de fuerza contienen un arreglo de curvas de fuerza a lo largo 
de un área o superficie de la muestra. Cada curva de fuerza es medida en un único 
punto (x,y) del área de la muestra. Un arreglo de curvas de fuerza de muchos puntos 
xn,yn  pertenecientes a distintos planos en el eje z, se combinan para formar un mapa 
tridimensional o volumétrico (x,y,z) de datos, que contienen información acerca de las 
propiedades mecánicas, químicas, magnéticas o electroestáticas de la superficie. Las 
curvas de fuerza pueden además ser usadas para investigar las propiedades elásticas 
de los materiales o muestras biológicas midiendo la fuerza requerida para penetrar o 
deformarlas. De esta manera, el modo de volumen de fuerza puede por tanto producir  
mapas elastográficos que aportan información acerca de las propiedades mecánicas 
locales  de muestras biológicas como son la  rigidez o la  elasticidad (Hassan et  al., 
1998).



Es así  que el  MFA puede generar  mapas de la  distribución  espacial  de las 
propiedades mecánicas celulares, que en cierta medida reflejan la estructura y función 
de  componentes  celulares  tales  como  el  citoesqueleto  subyacente  (Costa,  2003). 
Dichas medidas han contribuido al entendimiento de algunos mecanismos celulares y 
parecen actuar  como marcadores sensibles  para la  detección de enfermedades en 
células individuales.

2.5.3 Aplicaciones de la MFA en el área de la neurobiología celular

En  el  campo  de  las  neurociencias,  el  MFA  ha  sido  usado  en  muy  pocas 
ocasiones.  (1) para generar imágenes en tres dimensiones (3D) de neuronas vivas 
(Nagayama et al., 1996;  Parpura et al., 1993), (2) para estudiar la dinámica de los 
filamentos  de  actina  de  células  gliales  (Henderson  et  al.,  1992;  Henderson  & 
Sakaguchi, 1993), (3) en secciones semifinas de nervio trigémino (Melling et al., 2001) 
y oculomotor (Melling et al., 2003), (4) en el análisis de la arquitectura 3D de ganglios 
dorsales  y  simpáticos  de  pollo  (McNally  et  al.,  2005)  y  (5)  en  el  estudio  de  las 
propiedades mecánicas de conos de crecimiento (Grzywa et al.,  2006; Xiong et al., 
2009).

Poco se conoce acerca de las propiedades mecánicas de los axones y las CS 
durante  el  proceso  de  mielinogénesis  normal  o  patológica  en el  SNP.  La  correcta 
formación y ensamblaje estructural de la mielina se encuentra estrechamente ligado a 
sus propiedades conductoras (Court et al., 2004), punto clave para el diagnostico de 
patologías periféricas. 

Existe un reporte donde se describen las propiedades elásticas de la mielina de 
las  CS por  MFA bajo  condiciones  normales  y  patológicas  utilizando  como modelo 
animal  ratones  Trembler-J  (Heredia  et  al.,  2007).  En  ese  mismo  trabajo,  fueron 
observadas por  primera vez diferencias  en las propiedades elásticas de las vainas 
mielínicas de fibras nerviosas periféricas normales y patológicas aisladas de ratones 
Trembler-J adultos así como también diferencias topográficas. 

El campo de la mecánica celular ha evolucionado radicalmente en las pasadas 
dos décadas (Akkas 1994; Mow, 1994; Boal, 2002). De particular interés es el creciente 
número de estudios que demuestran una estrecha asociación entre las propiedades 
nanomecánicas de las células y varias condiciones patológicas (Pasternak et al., 1995; 
Guilak 2000;  Wu et  al.,  2000).  Es así  que,  es posible  mediante  el  uso de la  MFA 
combinar  el  análisis  funcional  y  morfológico  del  tejido  nervioso  a  nivel  de  células 
aisladas.



3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

Las  fibras  nerviosas  mielínicas  del  SNP  constituyen  una  unidad  funcional  y 
estructural en su conjunto protagonizada por las CS mielnizantes y los axones que 
estas células envainan. En la conformación de tales entidades, es de gran importancia 
el aporte que realizan las CS. Estas, no solo cumplen un rol importante para el correcto  
desarrollo y mantenimiento de los axones durante el  desarrollo embrionario y en el 
animal adulto, sino que además brindan soporte trófico y aislamiento, elementos clave 
para la correcta propagación del impulso nervioso. La formación de la mielina por parte 
de las CS es dependiente de la correcta formación y ensamblaje de la lámina basal 
(Chernousov et al., 2008). Esta última, se encuentra constituida por un gran número de 
moléculas secretadas por la propia CS entre las que figuran importantes componentes 
estructurales de la matriz extracelular como son los diferentes tipos de colágeno (tipo I, 
III, IV y V, que brindan estructura y organización a las fibras nerviosas), la fibronectina y 
las lamininas (isoformas 2, 8 y 10, de importante rol en la mielinización del SNP) entre  
otras. Durante las primeras fases del desarrollo, en las fibras nerviosas destinadas a 
ser mielinizadas, el contacto de la CS con la lámina basal incipiente en los dominios 
abaxonales, gatilla el  proceso de mielinización (Chernousov et al.,  2008; Obremsky, 
1993a, 1993b, Yu et al., 2009).

La mutación puntual en pmp22 es la alteración patognomónica que identifica a 
los ratones Trembler-J. Es posible caracterizar el fenotipo portador de la mutación a 
través de las profundas alteraciones que ocurren en las CS como consecuencia de la 
evolución de la patología y su cronicidad. Existen  además,  otros  cambios 
estructurales que exceden las alteraciones patológicas vinculadas exclusivamente al 
incorrecto  ensamblaje  de  la  mielina,  pudiendo  verse   afectadas  otras  estructuras 
celulares. Estas alteraciones pueden quedar de manifiesto no solo en la estructura y 
organización de componentes del citoesqueleto que afectan la fisiología normal de la 
propia  CS,  sino  que  pueden  manifestarse  en  la  constitución  y  arreglo  de  los 
componentes que conforman la lámina basal y la matriz extracelular. En otras palabras, 
las alteraciones patológicas producto de la mutación en el gen de la proteína PMP-22 
abarcan cambios estructurales que pueden verse reflejados tanto dentro como fuera de 
las CS, involucrando otras moléculas citoplasmáticas y de membrana de la fibra (Amici 
et al., 2006; Sherman et al., 2001).

3.1 Hipótesis general

Las alteraciones de las fibras nerviosas de animales Trembler-J, portadores de 
una mutación puntual en el gen pmp-22 , producen un fenotipo mutante  que puede ser 
caracterizadas por MFA. Este fenotipo está expresado en la constitución del arreglo 
cito-estructural de la fibra  (citoesqueleto de la CS y del axón), en la relación axon-glia y 
en la organización de los componentes de la lámina basal y la MEC. 

La distribución  de proteínas y su organización  supramolecular  se encuentran 
asociadas a las propiedades biomecánicas de las fibras. Estas propiedades podrían 
aportar información relevante para el estudio y mejor caracterización de los procesos 
neurodegenerativos del Sistema Nervioso Periférico (SNP), como en el caso de las 



mielinopatías  CMT1A en  seres  humanos.  Igualmente,  este  enfoque  podría  permitir 
profundizar en una mejor comprensión de los mecanismos normales implicados en la 
mielinización, el mantenimiento de la célula de Schwann y del axón y la plasticidad de 
la fibra nerviosa periférica.

3.2 Objetivo general

Caracterización  estructural,  biomecánica  y  molecular  del  fenotipo 
neurodegenerativo Trembler J (modelo animal  de la neuropatía humana CMT!A) en 
fibras del SNP.

3.3 Objetivos específicos:

(1)  Determinar  la  organización  de los  principales  dominios  estructurales  de la  fibra 
nerviosa periférica y la distribución de PMP-22 mediante el estudio de la expresión de 
marcadores específicos por microscopía confocal.

(2) Caracterizar la topografía de las fibras mielínicas de nervio ciático adulto de ratón 
normal y Trembler-J, por MFA.

(3)  Estudiar  las  propiedades biomecánicas  de las  fibras  mielínicas,  en  condiciones 
normales y patólogicas  (CMT1A),  por MFA.

(4) Caracterizar mediante estudios bioquímicos la expresión molecular de marcadores 
celulares en fibras periféricas de ratones normales y Trembler-J.

3.4 Estrategia de Investigación

Para cumplir con los objetivos planteados en esta tésis se ha diseñado la siguiente 
estrategia experimental:

(1) se procesaron las muestras para ser analizadas por microscopía laser confocal 
con  el  fin  de  obtener  datos  comparativos.  Mediante  inmunohistoquímica 
utilizando  diferentes  marcadores  celulares  se  identificaron  los  diferentes 
dominios estructurales de las fibras.

(2) se prepararon las muestras para ser observadas por MFA y generar imágenes 
topográficas de las fibras para cada uno de los fenotipos. Con el fin de estudiar y 
comparar  el  efecto  de  la  mutación  en  similares  condiciones  (en  un  mismo 
“contexto genético”) en cada ronda experimental se utilizaron ratones adultos (3 
meses) hijos de la misma madre pero de diferente genotipo.

(3) Las  propiedades  biomecánicas  de  las  fibras  para  cada  condición  fueron 
estudiadas utilizando las mismas muestras previamente escaneadas por MFA.



4. MATERIALES Y MÉTODOS

4.1  Obtención  de  muestras  biológicas  y  diferenciación  fenotípica  de  ratones  
adultos normales y Trembler-J.

Las  muestras  biológicas  que  se  utilizan  a  lo  largo  del  trabajo  de  tesis  se 
obtuvieron a partir de ratones normales y Trembler-J portadores de la mutación en la  
proteína  PMP-22  (cepa:  B6.D2-Pmp22<Tr-J>/J,  Laboratorios  Jackson,  USA).  La 
diferenciación  y  reconocimiento  fenotípico  de  los  ratones  se  realizó   por  el  test  
modificado de elevación por la cola del animal (Modified Tail Suspention Test, MTST, 
por sus siglas en inglés,  Rosso et al., 2010) y que se muestra en la Figura 10. Este 
diagnóstico es posible debido a que existe una correlación del 100% ente el genotipo 
del ratón y el test MTST. Este simple y rápido test permite reconocer y diferenciar,  tras 
suspender a los animales por la cola, los ratones normales (Figura 10A) y los Trembler-
J portadores de la mutación en PMP-22 L16P (Figura 10B).

 

Figura 10. Determinación temprana del fenotipo Trembler-J (modelo animal CMT-1A) a partir de la  
observación fenotípica. La imágenes en (A) y (B) representan la postura adoptada por los ratones 
normales  y  los  Trembler-J  al  ser  sujetados  por  la  cola  según  el  método  MTST.  La  discriminación 
fenotípica se realiza observando la organización espacial que adopta el tren posterior y los miembros 
inferiores  del  animal.  Los  ratones  Trembler-J  portadores  de  la  mutación  en  pmp-22 presentan  un 
encogimiento de los miembros posteriores (Figura B) que permite la diferenciación fenotípica (desde los 
11 días de nacimiento) entre los mutantes y normales. El gel PAGE 6% de la imagen derecha muestra el  
resultado del genotipado a partir de una muestra de cartílago de la oreja obtenido de tres individuos (+/+, 
Tr-J/Tr-J, Tr-J/+). El marcador de peso molecular se indica a la izquierda MW (pares de bases). Luego de 
la digestión con la enzima de restricción BfaI, el fragmento +/+ muestra dos bandas de 221 y 500 pb 
mientras que la digestión de Tr-J/+ muestra tres bandas de 221, 500 y 721 pb (flechas) (Imágenes 
tomadas de Rosso et al., 2010).  



4.2  Preparación  de  Fibras  aisladas  de  nervio  ciático  de  ratones  normales  y  
Trembler-J para MFA.

Los animales se manipularon siguiendo los protocolos de manejo establecidos 
por  la  comisión  honoraria  de  experimentación  animal  (CHEA).  Se  disecó 
cuidadosamente el nervio ciático y posteriormente se lo colocó en buffer PHEM (EGTA 
10mM, Pipes 60mM, Hepes 25mM, 2mM MgCl2, filtrado). El buffer PHEM utilizado en el 
procesamiento de las muestras analizadas por MFA fue filtrado, pues se comprobó que 
esto  mejoraba  la  calidad  del  escaneo,  probablemente  debido  a  la  eliminación  de 
cristales no disueltos. Luego de fijadas las fibras, se separo mecánicamente el epineuro 
que recubre los paquetes de fibras nerviosas. El peinado (procedimiento conocido por 
su nombre en inglés como "teasing") de las fibras nerviosas se realizó bajo la lupa, 
utilizando pinzas de cirugía N°5  sobre cubreobjetos previamente tratados con Poli-l-
Lysina  (Sigma,  Aldrich).  La  Poli-L-Lysina  es  un  pequeño  homopolímero  natural 
comunmente empleado en el recubrimiento de materiales (vidrio) usados para cultivos 
celulares.  Este actua como un factor que mejora la adhesión del  material  biológico 
(células o tejidos) a las superficies. El proceso de fijación de las muestras se realizó 
con  Paraformaldehido  al  3%  en  PHEM,  preparado  en  el  momento  y  filtrado  para 
remover  los restos de PFA no disueltos.  Se fijó  durante 15 minutos  a temperatura 
ambiente. Luego de la fijación, las muestras se lavaron  3 veces con buffer PHEM  para  
remover el fijador, restos celulares y partículas remanentes. Las muestras se guardaron 
a 4°C hasta ser observadas en el MFA.

4.3 Microscopía de Fuerza Atómica

Para  la  obtención  de  imágenes  y  medidas  de  elasticidad  se  utilizó  un 
Microscopio de Fuerza Atómica modelo Bioscope Catalyst, (Bruker Company, USA). 
Las muestras fueron observadas en medio líquido (buffer PHEM) utilizando el modo 
contacto.  Las  puntas  utilizadas  tanto  para  las  imágenes  como  para  las  medidas 
elásticas fueron modelo "V-shaped" DNP-10 (Bruker,  Company,  USA) teniendo una 
constante  de  deflexión  (kc)  nominal  especificada  por  el  fabricante  de  0.06  N/m 
aproximadamente, una longitud de 200µm, 25µm de ancho, 18kHz de frecuencia y un 
radio  de  curvatura  de  20nm.  Este  tipo  de  puntas  son  consideradas  como “puntas 
estandar” dentro de la gran variedad de modelos comerciables existentes. Estas tienen 
como ventaja principal la capacidad de ser útiles tanto para generar imágenes de las  
muestras como para su empleó en el estudio de las propiedades mecánicas.

4.3.1 Tratamiento con enzima Colagenasa.

Para el estudio de la matriz extracelular, algunas muestras fueron sometidas a 
tratamientos para la remoción de colágeno. Para el tratamiento se utilizó 0.225 mg/mL 
de la enzima Colagenasa XI (Colagenasa XI Clostridium histolyticum, Sigma-Aldrich) 
activada con 5mM CaCl2   en buffer PHM (Pipes 60mM, Hepes 25mM + 2mM MgCl2). 
Las fibras mecánicamente separadas y peinadas sobre cubreobjetos pre-tratados con 
poly-L-lysine se incubaron a diferentes tiempos: 15 y 30 minutos a 37°C.  Durante la 
puesta  a  punto  del  protocolo,  se  intentó  realizar  periodos  de  incubación  más 



prolongados pero el  tejido comenzaba a dañarse gravemente por efecto enzimático 
dificultando su uso para el  análisis.  Luego del  período de incubación,  las muestras 
lavaron cuatro veces con buffer PHEM (EGTA 10mM, Pipes 60mM, Hepes 25mM + 
2mM MgCl2) para remover el colágeno digerido y inactivar la enzima. Las fibras fueron 
luego fijadas con PFA 3% y preparadas para MFA.

4.3.2  Análisis  de  rugosidad  media  de  superficie  (Ra):  procesamiento  de  
imágenes.

Por definición,  la  rugosidad es el  conjunto de irregularidades que posee una 
superficie real en aquellas secciones donde se corrigieron los errores en la forma y las 
ondulaciones. Por tanto, la rugosidad media (Ra) representa los valores absolutos de 
los alejamientos del perfil  desde la línea central.  El análisis de la distribución de la 
rugosidad en las imágenes topográficas de todas las fibras nerviosas (+/+, Tr-J/+ y 
tratadas  con  colagenasa)  se  realizó  utilizando  el  programa  computacional  WSxM 
versión 4.0 (Horcas et al., 2007).  Para medir la Ra sobre las fibras se emplearon 3 
cuadrantres de 1,5µm2 en donde los valores de rugosidad presentaran una distribución 
normal (Figura. 11 C). Esto se debió a que al tratar de medir la rugosidad de toda la 
imagen (6µm X 6µm) los valores mostraban distribuciones diferentes a la normal. En 
imágenes topográficas por MFA tomadas bajo las mismas condiciones de resolución 
(256x256)  y  tamaño  (6µm  X  6µm)  se  estudiaron  los  perfiles  longitudinales  de  las 
superficies ("profile section") tal como muestra la línea amarilla en las imágenes A y B 
de la figura 11. Se analizaron un total de 37 imágenes. Debido a la morfología curva de 
las  superficies analizadas (Figura.  11 A'  offset)  se debió realizar  un tratamiento de 
flatten a las imágenes. El tratamiento de las imágenes por el método de flatten elimina 
ciertas  características  no  deseadas  en  las  imágenes  de  superficie  producto  de  la 
interacción entre la punta y la muestra o del propio escaneo (ejemplo: líneas, ruido, 
inclinación de la superficie). El flatten de imágenes es recomendado para los análisis 
de la profundidad de la superficie, de rugosidad, perfíl topográfico, etc) y cuando estas 
presentan inclinaciones, curvaturas, o ruido por baja frecuencia. Estos son detectables 
debido  a  que  aparecen  como  corrimientos  o  rayas  en  la  imagen.  Según  el  perfíl 
topog afico de cada superficie, es posible determinar que tipo de polinomio (0 orden, 1ŕ er 

orden, 2°  orden o 3er orden) se adapta mejor y así substraer de cada linea de datos. 
Según  nuestras  imágenes,  estas  fueron  sometidas  a  un  método  de  corrección 
"flattening" de segundo orden que responde a la ecuación (y= a + bx + cx 2). De esta 
forma, se normalizaron todas las imágenes respecto a un nivel de "altura cero" que 
permite corregir el efecto de la forma de la superficie y descartar cualquier irregularidad 
producto de la estructura celular subyacente (Figura 11 B' Flatten). El análisis de la 
rugosidad  de  superficie  (Ra)  se  llevó  a  cabo  tomando  las  imágenes  corregidas  y 
colocando sobre estos tres cuadrados de 1.5µm2 de lado tal como se indica en la figura 
19 A. Los datos obtenidos se obtuvieron utilizando el programa Nanoscope Analysis el 
cual es recomendado y empleado por los proveedores del microscopio para este tipo 
de análisis (Bruker Co, USA). Los gráficos fuerón producidos en Excel.



 

 

Figura 11. Procesamiento de las imágenes obtenidas por MFA para el análisis de rugosidad media 
(Ra).  La línea  amarilla  en  (A)  y  (B)  sobre  las  imágenes  de  las  fibras  representa de qué  forma se 
obtuvieron los perfiles topográficos antes (A',  Offset)  y después (B',  Flatten) de realizado el  ajuste o  
corrección  de  segundo  orden  (ver  materiales  y  métodos).  El  gráfico  de  la  figura  (C)  representa  la 
distribución de los valores de rugosidad de la superficie de la imagen (B) que se obtienen producto de la  
corrección de segundo orden aplicada. Los datos presentan una distribución normal. Tamaño de imagen: 
6 m x 6 m, resolución 256x256 pixels.      μ μ



4.3.3 Medidas de Elasticidad (ver anexo).

Las curvas de fuerza versus distancia obtenidas tanto para las fibras normales 
como las fibras Trembler-J y el cálculo del módulo elástico de Young fuerón análizadas 
considerando el modelo físico que se ajusta mejor a las condiciones experimentales 
empleadas.  Existen  dos  modelos  principales  que  describen  el  mecanísmo  de 
indentación de una muestra blanda utilizando un indentador rígido. El modelo de Hertz 
(Johnson et al., 1971)  postula que la indentación es realizada por una esfera rígida 
sobre  una  superficie  blanda y  plana.  Por  otro  lado,  el  modelo  de  Sneddon (1995) 
asume que el indentador es una punta rígida de forma cónica la cual penetra en una 
superficie blanda y plana. Ambos modelos no incluyen las propiedades adhesivas y 
viscoelásticas de las muestras. Para que el modelo de Hertz pueda ser aplicado, la 
indentación en la muestra debe ser menor que el radio de la esfera. En el modelo de 
Sneddon, se asume que la punta usada como indentador es considerada infinitamente 
fina. Este modelo se ajusta mejor cuando la penetración alcanzada por el punta cónica 
es menos del 10% del grosor total de la muestra. Para el caso de una punta rígida 
cónica la cual penetra en una superficie blanda y lisa (la cual podría ser considerada en 
nuestro caso) la relación entre la penetración ( ) y la fuerza aplicada, F, esta dada porδ  
la siguiente ecuación (1):            

                                                               

                                                                                                                           (1) 

donde,

F= fuerza entre la punta y la muestra. De acuerdo con la ley de Hooke la fuerza está 
dada por :

                       F= - kC d                                                      (2)

donde, kC es la constante de resorte del cantilever (determinada por las propiedades 
intrínsecas físicas y geométricas).

En el anexo incluido al final de la tesis, en la sección 10.2 “Esquema de indentación de 
una  punta  de  MFA  en  una  célula”,  se  muestra  de  forma  esquemática  un  dibujo 
explicativo  del  fenómeno  de  indentación  junto  con  las  ecuaciones  y  parámetros 
asociados al cálculo de la elasticidad.

Nota: el valor de kC se encuentra tipicamente entre un rango de 0,01 N/m a 1.0 N/m 
para aplicaciones al estudio de la mecánica celular. Un paso previo al cálculo de las 
medidas de elasticidad es el cálculo de la constante de deflexión del cantilever (kc) por 
medio del método Thermal Noise (Cook et al., 2006; Butt & Jaschke, 1995). Mediante 
este método es posible calibrar el cantilever y determinar su constante elástica para 
luego  poder  expresar  las  medidas  de  elasticidad  (F  vs  δ2)  en  los  parametros 
apropiados.  Comunmente,  el  valor  de  kc es  proporcionado  por  el  fabricante.  Por 
cuestiones prácticas, su cálculo o determinación por parte del operador es una tarea de 
rutina recomendada, no solo para confirmar la constante elástica del cantilever que se 



esta usando antes de comenzar a realizar las medidas, sino además para calcular con 
precisión los posteriores datos de elasticidad de las muestras.

d = deflexión del cantilever

 = δ penetración en la muestra ("indentación")

E= módulo elástico de Young

El módulo elástico de Young es el coeficiente básico de la elasticidad de los materiales 
y está determinado por la letra E. En el contexto de los materiales que estudiamos en 
esta tesis, las propiedades elásticas son definidas como módulo elástico aparente, ya 
que presentan propiedades viscoelásticas dentro de la respuesta celular. Los valores 
de E pueden variar desde 100 GPa para materiales duros tales como el vidrio o el 
acero, hasta 100 MPa para polímeros típicos (ej: poliestileno), y 1 MPa para materiales 
blandos tipo gel. Valores típicos para células se ubican entre 1 kPa y 100 kPa.

v (nu) = razón de Poisson´s de la muestra. Este parámetro determina la cantidad de 
expansión lateral  que acompaña a la compresión axial  del  material  y su valor está 
comprendido entre -1 y 0.5.

Nota: En esta tesis hemos adoptado el valor de 0.5 para la razón de Poisson. Dicho 
valor, que corresponde al de un material incompresible, es comúnmente utilizado para 
células en la literatura especializada (Mathur et al ., 2001, Heredia et al., 2007). 

α = semi-ángulo de apertura de la punta cónica. Para las puntas usadas en este trabajo 
el semi-ángulo considerado es de 15°  (DNP-10, Bruker probes Company).

Es importante  apreciar  que estas  formulas  están basadas en un número de 
simplificadas asunciones que incluyen la homogeneidad, grosor y dimensiones infinitas, 
propiedades  elásticas  de  comportamiento  lineal.  Es  por  estas  razones  que  debe 
tenerse  una  particular  precaución  al  aplicar  las  mencionadas  formulas  teóricas  al 
problema así  como también la  interpretación  de los  resultados.  Debemos tener  en 
cuenta que tanto el modelo de Hertz como el de Sneddon no consideran la adhesión ni 
las propiedades viscosas de la muestra.  

A modo de ejemplo ilustrativo, la figura 12 describe y explica esquemáticamente 
las interacciones entre punta-muestra durante la adquisición de curvas de fuerza sobre 
una superficie dura. El gráfico en (a) representa de forma esquemática una curva de 
fuerza (nN) versus distancia (nm) “ideal” durante un solo ciclo de aproximación (línea 
punteada) - retracción (línea completa) de la punta del MFA. A partir de estas curvas se 
obtiene información acerca de las propiedades elásticas de la superficie o la muestra  
biológica. Las letras (A-F) sobre la curva en la figura (a) representan la posición de la 
punta del MFA durante el ciclo (ilustración esquemática en b) y que se describen a 
continuación. En (A) la punta se aproxima a la muestra pero no se encuentra aún en 
contacto con la superficie. El contacto inicial entre la punta y la superficie es mediado 
por fuerzas atractivas de van der Waals (contacto) que conducen a la atracción de la 
punta hacia la superficie (B).  A partir  de este momento, la punta aplica una fuerza 
constante y pre-definida sobre la superficie la cual provoca la penetración de esta en la  
muestra junto con la deflexión del cantilever (C). Subsecuentemente, la punta comienza 



a retraerse y perder contacto con la superficie (D). Varias fuerzas adhesivas interviene 
entre  la  punta  del  MFA  y  la  muestra  que  dificultan  la  retracción.  Estas  fuerzas 
adhesivas pueden ser medidas directamente de las curvas de fuerza vs distancia (E). 
En (F) la punta se retrae de la muestra superando las fuerzas adhesivas y volviendo a 
su posición inicial. Durante la adquisición de las curvas de fuerza el ciclo aproximación-
retracción puede repetirse una gran cantidad de veces.                              

            

Figura  12. Curva  de  fuerza   vesrus  distancia  (interacción  punta-muestra).  La  imagen  en  (a) 
representa una curva de fuerza versus distancia típica tomada sobre una superficie rígida. El esquema 
en (b) representa los cambios en la deflexión de la punta del MFA con respecto a la interacción con la 
muestra durante un ciclo de aproximación – retracción (A-F). (Imagen tomada y modificada de Shahin et 
al., 2005). 

4.4 Microscopía Confocal

La detección inmunohistoquímica de las fibras mielínicas se realizó en fibras 
peinadas mecánicamente (previamente escaneadas por MFA) usando un Microscopio 
Laser  Confocal  (OLYMPUS FV300) de uso institucional  en el  IIBCE. Se eligió esta 
microscopía para caracterizar in situ molecularmente nuestra muestra por presentar 
ventajas frente a la microscopía óptica convencional de fluorescencia. La microscopía 
confocal es un tipo de microscopía óptica que minimiza la difuminación de la imagen 
aumentando el contraste y la resolución pues refleja la imagen proyectada desde un 
único plano de interés iluminado.  Esto es posible gracias a que la luz pasa por un filtro 
(máscara  o  pin  hole)  que  bloquea  la  luz  proveniente  de  los  planos  superiores  e 
inferiores iluminando solo el plano de interés. El resto del volumen de la muestra no 
recibe  iluminación  eliminando  así  la  dispersión.  La  luz  devuelta  desde  el  plano 
iluminado es enfocada por el objetivo en un plano situado por encima de la muestra. En 
ese plano se ubica la máscara. La luz reflejada por la muestra en su camino de regreso 
hacia el detector, es nuevamente filtrada al incidir en la cara inferior de la máscara (ver 



figura C). La máscara elimina así los planos de luz por encima y por debajo del plano 
de la muestra iluminado (Lichtman, 1994).

     

Figura.  Principio  básico  del  microscopio  confocal. Las  imágenes  muestran  el  mecanismo  de 
funcionamiento de la microscopía óptica convencional (a) en comparación con la microscopía confocal (b 
y c) y el principio de confocalidad. Imagen tomada de Lichtman (1994). 

Las  imágenes  fueron  transmitidas  a  la  computadora  utilizando  el  programa 
FLUOVIEW (versión  4.3).  Antes  de  comenzar  las  observaciones,  se  calibraron  los 
niveles de voltaje del fotomultiplicador (PMT) en intensidad por debajo de los niveles de 
saturación (para cada fluorocromo). Se obtuvieron imágenes de planos confocales de 
0.5 m de espesor utilizando diferentes objetivos (20X, 40X, 60X o zoom digital 150X)μ .

4.4.1 Inmunocitoquímica

Las  muestras  fueron  lavadas  con  buffer  PHEM (EGTA 10mM,  Pipes  60mM, 
Hepes  25mM  +  2mM  MgCl2)  y  permeabilizadas  con  buffer  PHEM  conteniendo 
detergente  TRITON-X100  al  0.1% por  30  minutos  a  temperatura  ambiente.  Luego 
incubadas  con  buffer  de  bloqueo   (BSA  0,1%  +   glicina   0,56mM   +   PHEM), 
conteniendo   5% de  suero  normal  de  burro.  Posteriormente  se  incubaron  con  los 
anticuerpos primarios toda la noche a 4°C.  Se utilizaron los siguientes  anticuerpos 
secundarios:  Alexa Fluor  Goat anti-rabbit  488 (concentración 1/1000,  Sigma) y Cy5 
650-680nm (concentración  1/1000,  Chemicon)  2  horas  a  37°C.  El  montaje  de  las 



muestras se realizó con anti-fade prolong (Invitrogen) y se guardaron a 4°C  hasta el 
momento de ser observadas.

4.4.2 Anticuerpos y sondas fluorescentes 

Las diferentes proteínas y marcadores celulares fueron reconocidas por técnicas 
de  inmunotinción  indirecta  usando  anticuerpos  primarios  específicos:  anticuerpo 
policlonal  anti-PMP-22  (concentración  1/75,  Millipore-Chemicom);  anticuerpo 
monoclonal anti-Colágeno IV (concentración 1/200, Hibridoma Bank o el policlonal anti-
collagen-IV (concentración 1/200, abcam). Se utilizó la sonda fluorescente Alexa Fluor 
568 Phalloidin (concentración 1/120, Molecular Probes) para marcar el citoesqueleto de 
actina.  Los  núcleos  de  las  células  fueron  teñidos  con  la  sonda  fluorescente  4',  6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) (concentración 1/800).

4.4.3  Cuantificación  de  intensidad  promedio  de  fluorescencia  en  células  de  
Schwann +/+ y Tr-J/+.

La cuantificación de señal PMP-22 se realizó en fibras peinadas obtenidas de 2 
individuos  normales  (+/+,  n=10)  y  2  individuos  heterocigotos  (Tr-J/+,  n=10).  Para 
realizar la cuantificación de los niveles de PMP-22 perinuclear, las muestras de tejido 
se incubaron con anticuerpo anti-PMP-22 (concentración 1/75, Millipore-Chemicom) y 
DAPI (concentración 1/800). El criterio utilizado para medir los niveles de señal anti-
PMP-22 se describe a continuación:

(1) Para cada canal,  se tomaron imágenes a 60X (con zoom digital  2.5) de planos 
confocales  de  0.5 m  de  espesor.  Las  imágenes  fueron  guardadas  con  lasμ  
correspondientes escalas para posterior calibración.

(2) Utilizando el programa Image-J (National Institutes of Health, USA, versión 1.44i) se 
obtuvo una imagen que corresponde a la suma de todos los planos confocales para 
cada canal por separado, y se calibraron hasta dejarlas a igual  escala.

(3) Para cada canal (anti-PMP-22 o DAPI) se cuantifico mediante una línea (de 20 mμ  
de longitud) la intensidad de señal medida desde el borde de la membrana nuclear 
10 m en dirección citoplasmática y 10 m en dirección contraria (hacia el interior delμ μ  
núcleo). 

(4)  Los datos de intensidad obtenidos a lo  largo de esta línea fueron graficados y 
analizados estadísticamente mediante los programas QtiPlot 0.9.8.2 y Statistic. 



4.4.4 Ensayos Bioquímicos (ver anexo)

Muestras de nervio ciático provenientes de 8 ratones (4 +/+ y 4 Tr-J/+) de entre 3 
y 5 meses de edad se homogenizaron en buffer RIPA [Tris-HCl 10mM (pH 7.5), 5mM 
EDTA,  1%  Nonidet  P-40,  0.5%  deoxicolato  y  150mM  NaCl].  Las  muestras  fueron 
centrifugadas a 15.000 g por 30 min a 4°C. Se tomó el sobrenadante y se resuspendió 
el pelet en buffer conteniendo Tris-HCL 10mM + 3% SDS. Las muestras resuspendidas 
fueron sonicadas y posteriormente se evaluó la cantidad de proteína total  de cada 
muestra por medio de método de calibración por BCA usando el "Micro BCA Protein 
Assay Kit" (Thermo Scientific). Las muestras fueron corridas en gel de acrilamida/bis-
acrilamida  entre  el  12-15%.  Para  la  visualización  de  las  bandas  se  usó  Azul  de 
Comassie. La digitalización de las imágenes se obtuvo por intermedio de un scanner 
convencional. Para los ensayos de western-blot se utilizó membrana de PVDF. Luego 
de la transferencia las membranas se bloquearon usando leche en polvo 50% en buffer 
TBS-T 1X por 1 hora. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-β-actina 
(concentración 1/4000, Sigma), anti  β-tubulina (concentración 1/1000, Covance). Los 
anticuerpos secundarios fueron:  Alexa Fluor  Goat  anti-Rabit  488 (Invitrogen),  Alexa 
Fluor  Goat anti-Mouse 488 (Invitrogen)  y Cy5 Goat anti-mouse 633 (Invitrogen).  La 
digitalización de las imágenes se realizo utilizando el  Scanner FUJIFILM FLA-9000 
modelo Starion usando el software Image Reader FLA-9000 ver 1.02. 



5. RESULTADOS

Actualmente  en la  literatura,  existe  un  solo  reporte  en el  cual  se  empleó  la 
Microscopía de Fuerza Atómica para generar imágenes de la superficie de las fibras de 
nervio  ciático  de  ratones  adultos  normales  y  Trembler-J  (Heredia  et  al.,  2007). 
Desafortunadamente, dicho estudio menciona diferencias entre ambos fenotipos, pero 
de  manera  poco  detallada  e  incompleta  respecto  de  la  organización  de  estas 
estructuras y su asociación con los procesos celulares vinculados a la patología. El 
presente  trabajo  pretende  aportar  datos  acerca  de  la  organización  estructural  y 
funcional de estas fibras a nivel topográfico y la relación de sus componentes celulares 
(células  de  Schwann  y  axones)  tanto  en  condiciones  normales  como  durante  la 
manifestación del fenotipo mutante Trembler J. Con tal motivo, se estudiaron por MFA 
los  nervios  periféricos  de  ratones  normales  y  Trembler-J.  Estos  resultados  se 
consideran  igualmente  a  la  luz  de  otro  análisis  molecular  in  situ  aportado  por  la 
microscopía confocal y complementados con estudios bioquímicos, del mismo tipo de 
muestra.

Básicamente, en el primer enfoque de esta tesis se determinó por Microscopía 
Confocal los principales dominios estructurales y moleculares de las fibras de nervio 
ciático de ratones adultos normales (+/+) y Trembler-J (Tr-J/+: modelo animal CMT1A). 
Mediante el método de peinado mecánico de las fibras nerviosas (técnica de “teasing”, 
ver materiales y métodos) y utilizando la marcación de proteínas axonales o gliales con 
anticuerpos y colorantes específicos, se pudo determinar que existen diferencias en la 
arquitectura  celular  y  en  el  relacionamiento  axo-glial  al  comparar  las  imágenes 
obtenidas ente los fenotipos +/+ y Tr-J/+.

5.1  Las  células  de  Schwann  mutantes  Trembler-J  muestran  alteraciones  
estructurales.

Las imágenes obtenidas por Microscopía Confocal (Figura 13) corresponden a 
planos confocales donde se muestran las  diferencias en la organización estructural de 
las fibras peinadas de nervio ciático para cada uno de los genotipos. La marcación de 
la  proteína  de  mielina  PMP-22  en  la  imagen  superior  correspondiente  al  fenotipo 
normal  (Figura  13,  +/+)  el  cual  mostró  una  organización  espacial  confinada  a 
compartimientos  mielínicos (probables regiones de mielína  compacta).  En contraste 
con este resultado, la distribución de PMP-22 en la imagen inferior que corresponde al  
fenotipo Trembler-J  mostró una localización diferente (Figura 13, TrJ-/+). Para este 
caso, se pudo observar una elevada señal de fluorescencia de anticuerpo anti-PMP-22 
en el citoplasma de las CS mielinizantes, principalmente concentrada de forma intensa 
en la zona perinuclear de las CS (Figura 13, Tr-J/+ flecha).   

En cuanto a la organización del citoesqueleto de actina-F, se observó que la 
distribución estos filamentos en el genotipo +/+ se encuentra propiamente restringida a 
regiones celulares específicas como son el axoplasma neuronal (axón) y en regiones 



de mielina laxa en el internodo de las CS (ej: Incisuras de Schmidt-Lanterman, SLI, 
flecha – Figura 13,  +/+).  Además, estas fibras presentaron regiones mielinicas a lo 
largo del internodo de las CS en la cuales no se detectó la presencia de actina (posible 
mielina compacta) pero si la presencia de la proteína PMP-22 (Figura 13, +/+, cm). Por 
otro lado, en las fibras Tr-J/+ (Figura 13, Tr-J/+) la distribución del citoesqueleto de 
actina parece ser más homogénea dificultando el reconocimiento y diferenciación de 
los dominios neuronales (axón) y gliales (Incisuras de Schmidt-Lanterman).      

Figura 13. Distribución de la proteína PMP-22 y organización del citoesqueleto de actina.  Las 
imágenes +/+ y Tr-J representan secciones confocales (0.5 m) de fibras de nervio ciático adulto de ratónμ  
normal y Trembler-J, respectivamente. Las muestras fueron incubadas con el anticuerpo anti-PMP-22 
(verde) y la sonda fluorescente para el reconocimiento del citoesqueleto de actina-F (Phalloidin, rojo). 
Los núcleos de las células de Schwann se marcaron con el  colorante DAPI (blanco). Las fibras +/+ 
presentan una distribución de PMP-22 en regiones de mielina compacta mientras que esta se encuentra 
restringida a las regiones perinucleares en el fenotipo Tr-J/+ (flecha). cm: mielína compacta; N: núcleo,  
flecha en +/+: Incisura de Schmidt-Lanterman (SLI). 

5.2  La  proteína  PMP-22  permanece  retrasada  y  se  acumula  en  las  regiones  
perinucleares de las células de Schwann Tr-J/+. 

El efecto de la mutación en PMP-22 sobre las fibras mielínicas de nervio ciático 
de  ratones  normales  y  TrJ/+   fue  evaluado  a  través  de  la  cuantificación  de  su 
acumulación  citoplasmática.  Dicha  acumulación  se  evaluó  mediante  la  técnica  de 
inmunohistoquímica utilizando un colorante nuclear (DAPI) y un anticuerpo anti-PMP-



22,  midiendo  la  cantidad  de  señal  fluorescente  a  lo  largo  de  una  región  celular 
específica comprendida entre el núcleo y el citoplasma de la CS (línea amarilla en la 
imagen de la Figura 14 A y B). Los resultados obtenidos a partir de este experimento 
indican  que  la  proteína  PMP-22  posee  muy  altos  niveles  de  acumulación 
citoplasmática,  formando agregados “agregosomas”   donde esta  se encuentra más 
acumulada [flecha en figura 14 B']. La acumulación intracelular de PMP-22 en las CS 
de ratones Tr-J/+ podría ser un indicador de mal procesamiento de esta durante su 
síntesis  así  como  también  la  alteración  en  el  transporte  de  la  misma  desde  los 
compartimientos celulares como el Aparato de Golgi o el retículo endoplásmico hacia la 
mielina. Según los datos obtenidos, la acumulación de la proteína PMP-22 en la región 
citoplasmática de las CS se encuentra incrementada al menos dos veces con respecto 
al fenotipo normal (Figura 14 C). Para las células Tr-J/+, la intensidad de PMP-22 en la  
región citoplasmática inmediata a la salida del núcleo tiene un valor aproximado de 
intensidad  superior  a  los  200  unidades  (Figura  14  C,  línea  negra  en  región 
“cytoplasm”), mientras que en la condición normal en esta misma región el valor es 
inferior a 100 (Figura 14 C, línea negra en región “cytoplasm”). Se observó, además, la 
presencia de la proteína PMP-22 en la región nuclear de las CS tanto para el genotipo 
+/+ como TrJ/+. Sin embargo, esta señal se encuentra incrementada en las CS Tr-J/+ 
(Figura 14 C, línea gris en región “nucleus”). 

La figura 15 muestra una serie de planos confocales correspondientes a  dos 
células de Schwann Tr-J/+ provenientes de un mismo individuo y paquete nervioso, 
teñidas con un marcador nuclear (DAPI) y con un anticuerpo contra la proteína PMP-
22.  Los planos confocales fueron seleccionados de tal  forma que abarcase todo el 
volumen nuclear para ambas células. Las imágenes muestran claramente que solo una 
de  estas  células  presenta  marcación  de  PMP-22  dentro  del  núcleo,  mientras  que 
ambas células presentan marcación perinuclear de PMP-22.



Figura 14. Acumulación perinuclear de PMP-22 en células de Schwann Tr-J/+. Las imágenes (A) y 
(B) corresponden a imágenes confocales representativas de células de Schwann formadoras de mielina 
normal (+/+) y Trembler-J (Tr-J/+), respectivamente. Las células fueron marcadas con anticuerpo anti-
PMP22 (verde) y con el colorante DAPI (azul) para teñir el núcleo. La flecha blanca en (B) representa un 
agregosoma de PMP-22. Las gráficos (A') y (B') representan el promedio de intensidad de fluorescencia 
medido para anti-PMP-22 (línea verde, n=10) y DAPI (línea azul, n=10) a lo largo de la línea amarilla de 
20 m de longitud comprendida entre el núcleo y el citoplasma de las CS tal como se muestran en (A) yμ  
(B). El gráfico en (C) compara la variación de señal anti-PMP-22 normal (+/+, línea gris) y Trembler-J (Tr-
J/+, línea negra).  La señal perinuclear de PMP-22 en las CS Tr-J/+ esta incrementada al menos dos 
veces en comparación con las CS +/+. Imágenes a 150X, 8 bit, tamaño 95.11 m x 95.11 m. Barra en (A)μ μ  
y (B) = 10 m.μ



                  

                  

Figura 15. Localización perinuclear y nuclear de la proteína PMP-22 en células de Schwann Tr-J/+. 
Las imágenes representan 6 planos confocales de 0.5 m de espesor correspondientes a dos células deμ  
Schwann Tr-J/+ marcadas con el sonda flourescente DAPI (gris) y con anticuerpo anti-PMP-22 (verde). 
Claramente, una de las células de Schwann  presenta una marcación de PMP-22 dentro del núcleo 
(asterísco),  mientras que ambas células muestran acumulación de PMP-22 en la región perinuclear. 
Magnificación 150X. 

5.3  Las  fibras  de  nervio  periférico  de  ratones  adultos  Tr-J/+  presentan  
alteraciones en la matriz extracelular y la lámina basal.

El análisis topográfico por MFA de las fibras nerviosas periféricas de ratones +/+ 
y TrJ/+ nos permitió  reconocer la expresión extracelular del genotipo Trembler J. De 
esta  forma,  mediante  MFA,  fue  posible  generar  imágenes  topográficas  de  alta 
resolución  de  las  fibras.  El   estudio  de  la  matriz  extracelular  reveló  diferencias 
estructurales  en la  organización de la  superficie  exterior  de las  fibras  entre ambos 
genotipos. 



Figura 16. Topografía superficial representativa del nervio ciático de ratón adulto vista por MFA. 
Las imágenes en (A) y (B) representan reconstrucciones en 3D de la topografía de las fibras de nervio 
ciático de ratón adulto (3 meses) normal (+/+) y Trembler-J (Tr-J/+), respectivamente.  Las imágenes 
fueron tomadas en modo contacto bajo condiciones líquidas (buffer fisiológico). La topografía de las  
fibras +/+ presenta una mayor cantidad de estructuras  filamentosas que forman una malla  sobre el 
conjunto axón-célula de Schwann. La superficie externa de las fibras Tr-J/+ muestra un patrón “mas liso” 
comparado con +/+. Resolución 512 x 512 pixeles.

Las imágenes topográficas por  MFA que se muestran en la figura 16 fueron 
obtenidas  de  fibras  aisladas  de  nervio  ciático  provenientes  de  ratones  hermanos 
adultos (3 meses) +/+ (A) y Tr-J/+ (B). A partir  de la observación de las imágenes 
topográficas,  los  resultados  obtenidos  sugieren  que  existen  diferencias  entre  las 
superficies de la fibras nerviosas +/+ y Tr-J/+, en particular, a nivel de la organización 
estructural de la MEC y la lámina basal. Se generaron así, las imágenes de altura y 
deflexión. Las imágenes de deflexión brindan información acerca de los cambios en la 
deflexión  del  cantilever  durante  el  escaneo.  De  esta  forma pueden  observarse  los 
detalles de la superficie de la muestra, mientras que las imágenes de altura contienen 
información cuantitativa acerca de la topografía de la superficie. El rango de alturas 
para las fibras +/+ y Tr-J/+ medidas fue de 2-10 m y el ancho de 6 m hasta más deμ μ  
12 m. La imagen topográfica correspondiente al genotipo Tr-J/+ (Figura 16B) mostróμ  
una superficie más lisa en comparación con las fibras +/+ (Figura 16A).

Un análisis estructural más en detalle de la superficie de las fibras se muestra en 
la figura 17. La superficie de las CS Tr-J/+ mostró una organización de la MEC y la 
lamina basal diferente a las fibras nerviosas +/+. En las imágenes correspondientes al 
genotipo +/+ (Figura 17 A, A', A''), se observo como característica principal la presencia 
de  un  patrón  de  organización  en  el  cual  estructuras  formadoras  de  filamentos  se 
organizan formando un malla o red sobre la  superficie de la CS, principalmente en las  
regiones  internodales.  La  superficie  de  las  fibras  Tr-J/+  carecen  de   este   patrón 



estructural en su superficie (Figura 17 B-B'') presentando una disposición mayormente 
longitudinal y paralela al eje mayor del axón (Figura 17 B).      

      

Figura 17. Imágenes topográficas representativas de la superficie de las Células de Schwann +/+ 
y Tr-J/+ por MFA. Las imágenes fueron obtenidas en modo contacto utilizando puntas  de forma cónica 
(V-shaped,  DNP-10,  kc=0.06  N/m,  Bruker  probes)  en  medio  líquido  (buffer  salino,  PHEM)  bajo 
condiciones “tipo fisiológicas”. La imágenes (A y B) representan imágenes de altura (A1 y B1), deflexión 
(A2 y B2) y reconstrucción en tres dimensiones (3D) de las fibras nerviosas para los genotipos +/+ (A, 
A1, A2) y Tr-J/+ (B, B1 y B2) respectivamente. Las imágenes topográficas de la lámina basal de las 



fibras +/+ mostraron un típico arreglo en forma de red o malla podría corresponder a fibras de Colágeno  
IV.  De forma interesante,  las fibras  Tr-J/+  no presentan este  patrón representativo.  Tamaño de las 
imágenes: 6 m x 6 m. Resolución: 512 x 512 pixels.μ μ

5.4 Alteración de la MEC en células de Schwann: tratamiento enzimático en fibras  
de nervio ciático con colagenasa.

Se  estudiaron  las  alteraciones  extracelulares  en  la  topografía  de  las  fibras 
inducidas  por  la  digestión  con  enzima  colagenasa.  A  través  de  un  tratamiento 
enzimático sobre las fibras mecánicamente separadas, se investigó las modificaciones 
en  la  organización  de  la  MEC  y  lamina  basal.  Las  fibras  +/+  y  Tr-J/+  separadas 
mecánicamente se sometieron a un tratamiento bioquímico con enzima colagenasa a 
tiempos  variables  de  incubación  (entre  0-30  minutos).  Utilizando  el  MFA en  modo 
contacto  en  condiciones  líquidas  “tipo  fisiológicas”  se  generaron  imágenes  de  la 
superficie  celular  de  las  fibras.  Las imágenes de la  figura  18 muestran el  aspecto 
topográfico de superficie de las fibras +/+ y Tr-J/+ antes y después de 30 minutos de 
incubación con la enzima colagenasa.

Como  primer  observación,  tanto  las  fibras  +/+  como  Tr-J/+  que  recibieron 
tratamiento  enzimático  mostraron  diferencias  topográficas  respecto  sus  respectivos 
controles (sin tratamiento). Tanto para las fibras +/+ como Tr-J/+, luego del tratamiento 
enzimático no se observaron fibras de tipo colágeno sobre las superficies [Figura 18 (+/
+ + 30 min colag) y (Tr-J/+ + 30 min colag)]. En las fibras +/+, la organización en forma 
de red que caracteriza la superficie de las CS desaparece completamente luego de 30 
minutos de incubación con la enzima (Figura 18, +/+ + 30 min colag). Las imágenes de 
las  fibras  Tr-J/+  luego  del  tratamiento  enzimático  mostraron  una  topografía  de 
superficie de aspecto comparable a la presentada por las fibras +/+ incubadas con la  
enzima [Figura 18 (+/+ + 30 min colag) y (Tr-J/+ + 30 min colag)]. Se observó además 
que la mayoría de las fibras sometidas a tratamiento enzimático presentan estructuras 
de la  superficie  que  posiblemente  se  corresponden con “parches de membrana”  o 
restos de lámina basal  y proteínas de superficie  remanentes producto de la acción 
enzimática.

La  digestión  enzimática  controlada  con  colagenasa  exógena,  mostró  que,  al 
menos, la estructura en forma de red desaparece cuando fibras nerviosas de ratones 
+/+  son sometidas a este tratamiento. 



Figura  18.  Tratamiento  de  las  fibras  de  nervio  ciático  con  enzima  colagenasa.  Imágenes 
topográfícas  de  superficie  de  las  células  de  Schwann  obtenidas  por  MFA  en  modo  contacto  en 
condiciones buffer “tipo fisiológicas” antes y después de la incubación con enzima colagenasa (0.225 
mg/mL).  Las  imágenes  (A-D)  representan  imágenes  de  altura,  (A'-D')  de  deflexión  y  (  A''-D'')  de 
reconstrucción en 3D. Las imágenes (A-A'')  y (B-B'')  corresponden a la topografía de las células de 
Schwann  +/+  y  Tr-J/+  que  no  recibieron  tratamiento  enzimático.  Las  imágenes  (C-C'')  y  (D-D'') 
corresponden  a  la  topografía  de  las  células  de  Schwann  +/+  y  Tr-J/+,  incubadas  con  la  enzima 
colagenasa por un periodo de 30 minutos. Tamaño de las imágenes 6um x 6um. Resolución 256 x 256 
pixeles.

5.5 Análisis de rugosidad de superficie (Ra) en fibras de nervio ciático de ratón  
adulto +/+ y Tr-J/+.

Una de las ventajas de la MFA no solo es su capacidad de generar imágenes de 
alta  resolución  de  muestras  biológicas  en  condiciones  “fisiológicas”,  sino  además 
aporta información relevante acerca de la organización estructural de las superficies. 



En otras palabras, a partir de imágenes topográficas de las muestras es posible medir y 
cuantificar de forma precisa las dimensiones y organización de estructuras y complejos 
de moléculas en la superficie de las células. Propiedades de superficie tales como la 
profundidad de la rugosidad media (Rz) y la rugosidad media (Ra) podrían ser capaces 
de aportar datos acerca de la organización estructural de la superficie de las fibras de 
nervio  periférico.  Con  el  objetivo  de  profundizar  en  el  análisis  de  la  estructura  de 
superficie de las células de Schwann y los axones, se analizó la rugosidad media (Ra) 
de  superficie  de  las  fibras  de nervio  ciático  de ratones  +/+  y  Tr-J/+.  Durante  este 
análisis, se emplearon además imágenes correspondientes a fibras +/+ y Tr-J/+ antes y 
después de ser incubadas por 30 minutos con colagenasa. 

El método empleado y la disposición de los cuadrantes de 1.5 mμ 2  usados sobre 
las imágenes topográficas de MFA para el  cálculo la rugosidad media de superficie 
(Ra)  se representa en la  figura 19A.  Los valores  de Ra promedio  (nm)  para cada 
condición  estudiada  se  representan  en  la  Figura  19B.  Los  resultados  obtenidos 
mostraron que las fibras +/+ sin tratamiento poseen los valores de rugosidad más altos 
en comparación al resto de las condiciones analizadas. Los valores de Ra obtenidos 
para las fibras sin tratamiento enzimático fue de 36.4  ± 2.2  y 19.4  ±  3.6 para los 
genotipos +/+ y Tr-J/+, respectivamente (Figura 19B).

Figura 19. Análisis de rugosidad de la superficie de las células de Schwann normales y Trembler-
J.  En este  análisis  se emplearon  imágenes topográficas para cada condición (ej:  tratamiento y  no-
tratamiento). La imagen topográfica por MFA en (A) representa el posicionamiento de los 3 cuadrantes 
(recuadros amarillos = 1.5 mμ 2) utilizados para el cálculo de (Ra). El gráfico en (B) representa los valores 
de (Ra) promedio obtenidos para el genotipo +/+ (n=10) y Tr-J/+ (n=10) no tratadas, y los obtenidos para 
+/+ (n=10) y Tr-J/+ (n=10) después de 30 minutos de incubación con colagenasa. Imagen A= 6 m xμ  
6 m. Resolución 256X256 (flatten). Tamaño de escala = 1.2 m.μ μ



Luego del tratamiento enzimático, se obtuvieron valores de Ra similares tanto 
para los genotipos +/+ como Tr-J/+ (Figura 19B). Los valores de Ra obtenidos fueron 
de: 14.6 ± 2.2 para las fibras +/+ y 13.1 ± 1.7 para las Tr-J/+. 

5.6 Presencia de colágeno tipo IV en las regiones perinucleares de células de  
Schwann Tr-J/+.

De qué forma se ve afectada la MEC y la lamina basal de las CS y como este  
fenómeno se encuentra asociado a la mutación en el gen  pmp-22, son aspectos de 
esta enfermedad que aún se desconocen. Según nuestros datos, las imágenes por 
MFA proveen de evidencia experimental  acerca de la organización de la MEC y la 
lámina basal de las fibras individuales aisladas de nervio ciático de ratón +/+ y Tr-J/+.  
Un  aspecto  relevante  que  nos  propusimos  investigar  es  de  que  manera  estos 
componentes estructurales se distribuyen sobre las CS +/+ y Tr-J/+ en asociación con 
los axones que estas envainan. Con el objetivo de profundizar en el estudio de la MEC 
y la lámina basal de estas fibras de nervio ciático, empleamos la microscopía confocal  
para investigar la distribución de las moléculas de colágeno tipo IV y su asociación con 
la proteína PMP-22.

El correcto ensamblaje y organización de los componentes moleculares de la 
MEC en combinación con la presencia de lámina basal, son factores importantes que 
cumplen roles claves en el inicio de la  proliferación de las CS y la mielinización de los 
axones del SNP (Chernousov et al., 2008; Yu et al., 2009). La síntesis de lamina basal 
es importante para el  mantenimiento de la estructura mielínica en el nervio maduro 
(Chernousov et al., 2008; Misko et al., 2002). El colágeno de tipo IV es el componente 
estructural  más abundante  de las membranas basales  de las  CS (Nakasato et  al., 
1996;  Adachi  et  al.,  1997).  Las imágenes de fluorescencia correspondientes planos 
confocales únicos de la figura 20 muestra la distribución de PMP-22 y del colágeno de 
tipo IV en  las CS provenientes de ratones adultos +/+ y Tr-J/+. Los planos confocales 
correspondientes a las CS Tr-J/+ mostraron una acumulación intracelular de PMP-22 y 
colágeno tipo IV (flechas, Figura 20 Tr-J/+).  La distribución de colágeno IV también 
mostró una distribución alrededor del núcleo de las CS  Tr-J/+, al igual que PMP-22. La 
distribución de colágeno tipo IV en las CS +/+ se limita únicamente a las regiones más  
externas de las fibras correspondiente a la lámina basal  de las CS (Figura 20, +/+ 
flechas). Se observa además la presencia de PMP-22 en el núcleo de las CS Tr-J/+.



 

Figura  20.  Acumulación  perinuclear  de  Colágeno  tipo  IV  en  células  de  Schwann  Tr-J/+.  Las 
imágenes representan planos confocales de 0.5 m correspondientes a fibras periféricas de nervio ciáticoμ  
normal (+/+) y Trembler-J (Tr-J/+), respectivamente. Las muestras fueron incubadas con anticuerpo anti-
PMP-22 (verde) y anti-Colágeno IV (Col IV, rojo). Los núcleos de las células de Schwann se marcaron 
con colorante DAPI (azul). Las células de Schwann pertenecientes a el genotipo Tr-J/+ presentan una 
co-localización parcial (imagen Merge) entre la señal perinuclear anti-PMP-22 y la señal anti-Colágeno 
IV. Magnificación = 150X. Tamaño de escala = 10 m.μ

5.7 Las fibras Tr-J/+ presentan cambios en las propiedades mecánicas y en la  
organización del citoesqueleto de actina-F.

Por último, se estudiaron las propiedades mecánicas de las fibras mielínicas de 
nervio adulto +/+ y Tr-J/+. Los datos de las propiedades mecánicas de las fibras fueron 
medidos realizando curvas de fuerza vs distancia a lo largo de varios puntos sobre la 
superficie  de las fibras.  Luego de varios minutos de escaneo de las muestras (10' 
aproximadamente),  las curvas de fuerza vs distancia fueron tomadas sobre la parte 
más alta  de las  células  y se obtuvo información acerca de la  rigidez de las fibras 
nerviosas. Se tomaron medidas a lo largo de la región internodal en varias CS (+/+ n=8; 
Tr-J/+ n=8, Figura 21A). Las líneas en la figura 21A representan el promedio de las 
curvas de fuerza vs distancia (de aproximación) obtenidas sobre la superficie de las 
fibras +/+,  Tr-J/+ y el  control  (vidrio).  El  promedio de la constante de deflexión del 
cantiléver determinada durante la sesión de medidas elásticas fue de kc= 0,63 N/m. 



Los resultados obtenidos indican que las fibras Tr-J/+ poseen una tendencia a 
ser menos rígidas (línea azul y roja Figura 21 A) que las fibras +/+. La pendiente de la  
curva es más pronunciada en el caso de el genotipo +/+ en comparación con la curva 
correspondiente a Tr-J/+. Se calcularon los valores de elasticidad según Mathbur et al., 
2001 y Collinsworth et al., 2002. Los valores de elasticidad (E) obtenidos fueron de: 94 
MPa para el control, 4,5 MPa para +/+ y 3,3 MPa el genotipo Tr-J/+.

Con el objetivo de evaluar la organización del citoesqueleto de actina, las fibras 
+/+ y Tr-J/+ fueron teñidas con colorante faloidina (marcador de actina-F). Las fibras +/
+  se  caracterizan  por  la  presencia  de una organización  típica  del  citoesqueleto  de 
actina más estructurado, evidente en los nodos de Ranvier y las estructuras cónicas 
correspondientes a incisuras de Schmidt-Lanterman (magnificación en Figura 21B +/+). 
La organización del citoesqueleto de actina-F en las fibras Tr-J/+ presenta un patrón de 
distribución diferente (Figura 21B Tr-J/+).



      

Figura 21. Propiedades mecánicas de las fibras nerviosas y organización del citoesqueleto de 
actina.  Las curvas de fuerza fueron generadas sobre la superficie de las fibras fijadas. Luego que las 
fibras fueron escaneadas por varios minutos, se continuo con las medidas de elasticidad, las cuales se 
representan como curvas de fuerza vs distancia en el gráfico (A). Las líneas representan las medidas 
obtenidas correspondientes a la fibra normal (línea azul, n=8), Trembler-J (línea roja, n=8) y sobre vidrio  
(línea negra, n=3, control). Según los resultados obtenidos a partir de la pendiente de las curvas, las 
fibras Tr-J/+ tiene la tendencia de ser menos rígidas en comparación con las fibras normales. Punta: 
DNP-10 (V-shaped, Bruker); radio 20nm. Los valores de elasticidad (E) calculados son: 94MPa (control),  
4,5MPa (+/+) y 3,3MPa (Tr-J/+). La imagen confocales en (B) representa las organización de las fibra de 
nervio  periférico  normal  (+/+)  y  Trembler-J  (Tr-J/+)  teñidas  con  Faloidina  para  visualización  del  
citoesqueleto de actina (actina-F).  Las fibras +/+ fueron caracterizadas por la organización típica del  
citoesqueleto  de actina  evidente  en  los  nodos de Ranvier  (Node)  y  la  distribución  periódica  de  las 
Incisuras de Schmidt-Lanterman (ISL). El recuadro blanco en la figura +/+ muestra la estructura cónica 
de las  ISL correspondiente a regiones de mielina no-compacta de los internodos de las células de 



Schwann. La figura Tr-J/+ muestra una organización del citoesqueleto de actina alterada. Magnificación 
60X.

6. DISCUSIÓN

La  presente  tesis  de  Maestría  presenta  un  estudio  sobre  las  diferencias 
topográficas, fisio-mecánicas y moleculares por MFA y confocal de fibras periféricas de 
nervio ciático de ratones normales y Trembler-J portadores de mutación en pmp-22. Se 
analizó el aspecto estructural y supramolecular de la matriz extracelular y la lámina 
basal  de  las  células  de  Schwann  en  ratones  normales  y  mutantes  PMP-22.  Se 
observaron  diferencias  en  la  organización  estructural  de  la  superficie  de  las  fibras 
nerviosas patológicas al compararse con las fibras sanas. Por MFA pudo determinarse 
que estas diferencias se fundamentan en la organización de las moléculas de colágeno 
de  tipo-IV  y  su  distribución  sobre  la  superficie  de  las  fibras  aisladas  y  separadas 
mecánicamente  (Figura  16  y  17).  Los  datos  presentados  se  complementan  con  el 
análisis por microscopía confocal de la distribución de la proteína PMP-22 y colágeno 
IV, en conjunto junto con otros marcadores estructurales de las fibras nerviosas. 

Según la bibliografía consultada, este patrón de organización estructural sobre la 
superficie  de  las  CS en  el  cual  las  fibras  de  colágeno  adoptan  una  conformación 
estructural en forma de red se corresponde con la organización del colágeno de tipo IV 
(Chernousov et al., 2008). Este es un componente ubicuo de las membranas basales - 
láminas  de  matriz  que  se  encuentran  por  debajo  de  las  células  epiteliales  y  que 
también rodean a la fibra nerviosa periférica (formadas por el axón y las células de 
Schwann que lo envainan) (Ushiki et al., 1990; Chernousov et al., 2008). Diferencias en 
el contenido de colágeno de tipo-IV han sido reportadas en fibras nerviosas de ratones 
Trembler-J  por  aproximaciones  bioquímicas  (Misko  et  al.,  2002).  No  está  aún 
completamente comprendido como la expresión de pmp-22 estaría relacionada con la 
constitución de la lámina basal y de que forma la mutación puntual en este gen es 
capaz de modificar las propiedades de la MEC de las fibras periféricas en los ratones 
heterocigotos Trembler-J. Amici y colaboradores (2006) han reportado que la proteína 
PMP-22 es capaz de formar complejos con la molécula β-integrina y su ausencia altera 
la lámina basal de las células de Schwann de ratones adultos, sugiriendo que PMP-22 
podría tener un rol en la interacción de tienen las células de Schwann con el medio  
extracelular. 

Un estudio más reciente, indica que los niveles de expresión de proteína PMP-
22 en asociación con integrinas podrían ser un importante eslabón en el mantenimiento 
de la integridad celular en tejido endometrial, influenciando la adhesión de estas células 
a las proteínas de la MEC (Rao et al., 2011). Las integrinas cumplen una importante 
función  en  el  anclaje  de  las  células  a  la  MEC y  son  capaces  de  mediar  señales 
químicas que funcionan bidireccionalmente (intracelulares y extracelulares) regulando 
el  comportamiento  celular.  Por  ejemplo,  estos  complejos  macromoleculares  de 
membrana ofician de puente conector entre las proteínas de la MEC y las moléculas de 
actina  cortical  del  citoesqueleto  (Sherman  et  al.,  2001).  Otras  evidencias 



experimentales señalan la pérdida de lámina basal asociadas a  reducidos niveles de 
integrina  α6β4 en nervios periféricos de ratones homocigota knock-out para PMP-22. 
Esto podría sugerir que PMP-22 posee un rol en la estabilización de las moléculas de 
integrina en la membrana de las CS (Amici et al., 2006). 

 Nuestros resultados de microscopía confocal indican que la proteína PMP-22 
mutada se acumula formando agregados en la región perinuclear de las CS Trembler-J 
(Figura 13 y 14).  Estos resultados están en concordancia con reportes previos que 
señalan  en  las  CS  mielinizantes  de  ratones  Trembler-J  la  presencia  de  PMP-22 
formando agregados citoplasmáticos, en el retículo endoplásmico y en el aparato de 
Golgi  (Notterpeck et  al.,  1999;  Ryan et  al.,  2002;  Fortun et al.,  2003; Fortun et  al.,  
2005). PMP-22 se encuentra presente además, junto con otras proteínas mielínicas y 
no-mielínicas  en  endosomas y  lisosomas de  CS Trembler-J,  lo  cual  sugiere   altos 
niveles de degradación proteica en lo que respecta al  metabolismo celular (Suter y 
Snipes, 1955b). Es posible que la cantidad de PMP-22 “marcada para degradación” se 
encuentre incrementada en las CS Trembler-J, lo que podría recargar la actividad de 
degradación  de  proteína  por  el  complejo  ubiquitina-proteosoma,  conduciendo  a  la 
acumulación de proteínas mal plegadas a lo largo de la vía de secreción.  Este circuito 
metabólico redundante es una de las bases moleculares de esta neuropatía hereditaria 
CMT1A.

Las CS y los fibroblastos son capaces de secretar varias formas de colágeno así 
como también componentes de la MEC tales como laminina y fibronectina (Obremski et 
al.,  1993a,  1993b).  Nuestros  datos  indican  que  la  proteína  colágeno  de  tipo-IV  se 
encuentra acumulada colocalizando parcialmente con la proteína PMP-22 en la región 
perinuclear de las CS Trembler-J (Figura 20). La naturaleza molecular de esta hallazgo 
original debera ser explorada para profundizar en la comprensión de los mecanismos 
celulares implicados en la neurogénesis de CMT1A.

Desde el punto de vista fisio-mecánico, fue posible determinar diferencias en la 
rigidez celular al  comparar ambos genotipos así  como también obtener información 
acerca de la elasticidad en cada una de estas fibras. Por razones de orden práctico, se 
comparó  la  elasticidad  de  las  fibras  nerviosas  fijadas.  Esto  tiene  dos  ventajas 
principales: 1) es más fácil la obtención de imágenes debido a que las muestras no son 
tan blandas ,  2) es posible trabajar  con el  material  biológico durante periodos más 
prolongados de tiempo ya que el fijador previene la degradación del tejido vivo. De 
acuerdo  con  datos  previos  (Heredia  et  al.,  2007),  las  fibras  de  nervio  periférico 
proveniente  de ratones Trembler-J son más blandas comparadas con las normales 
(Figura 21A).  Nuestros resultados indican que los valores de elasticidad calculados 
sobre las fibras nerviosas fijadas fueron mayores para el genotipo +/+ (4.5 MPa) en 
comparación  con  los  obtenidos  para  el  Tr-J/+  (3.3  MPa).  Estos  valores  superan 
ampliamente  los  valores  de  elasticidad  correspondientes  a  las  células  sin  fijar 
(0.1MPa) que aparecen en la literatura (Mathbur et al., 2001; Collinsworth et al., 2002 y 
Heredia et al.,  2007). Es probable que para nuestro caso, los valores elevados  de 
elasticidad obtenidos puedan explicarse debido al efecto del fijador (concentración y 
tiempo de fijación). No obstante, para obtener medidas comparativas de elasticidad que 



aporten  al  estudio  relevancia  fisiológica,  se  deberá  implementar  en  futuros 
experimentos, el estudio de material biológico sin fijar. Este será un paso relevante que 
permitirá  evaluar  la  elasticidad  natural  de  las  células  nerviosas  (corrigiendo  la 
modificación incorporada por el fijador) determinando así el módulo de Young en fibras 
vivas del SNP de mamíferos. 

Respecto a los cálculos de rugosidad media de la superficie de las fibras, es 
importante  tener  en  cuenta al  momento  de interpretar  los  resultados las  siguientes 
cuestiones: (a) el cálculo de Ra medido corresponde al promedio de 3 cuadrantes de 
1.5µm2 dispuestos sobre la fibra como indica la figura 19A. Esta disposición elegida no 
necesariamente  refleja  la  rugosidad  media  total  de  la  fibra.  (b)  podrían  existir 
variaciones en la rugosidad local al comparar los cuadrantes sobre la superficie de una 
misma fibra. Como perspectiva para un futuro y más completo análisis  de la rugosidad 
en estas muestras, podriamos investigar las diferencias dentro de cada cuadrante y 
emplear  diferentes  áreas  con  el  objetivo  de  determinar  de  forma  aproximada  la 
rugosidad total de las muestras.

Los filamentos de actina filamentosa son la principal proteína formadora de red 
de citoesqueleto involucrada en la mecánica cortical y por consiguiente en la elasticidad 
celular (Rotsh y Radmacher et al., 2000; Radmacher, 2002). Este trabajo reporta que la 
organización de citoesqueleto filamentoso de actina (actina-F) se encuentra disrumpido 
en las fibras nerviosas proveniente de ratones pmp-22 mutantes (Figura 21B). Estos 
resultados podrían ser concordantes con las diferencias de elasticidad de las fibras 
calculadas para cada uno de los genotipos. Una posible hipótesis que podría explicar 
este fenómeno es la no inserción de PMP-22 en la mielina compacta, pudiendo alterar 
así las propiedades mecánicas de la mielina y el citoesqueleto de las fibras nerviosas 
Trembler-J. Un aspecto importante de este estudio es el hecho de que en los ratones 
Trembler-J  la  severidad  de  la  enfermedad  se  ve  reflejada  en  las  propiedades 
mecánicas de las fibras. El rol de PMP-22 en el SNP y su relación con el citoesqueleto 
de actina y la MEC está aún escasamente explorado. El presente trabajo contribuye 
con  información  a  nivel  estructural  y  mecánico  (obtenido  por  MFA  y  microscopía 
confocal) para una mejor comprensión del rol de la proteína PMP-22 en el SNP. 

El  uso  de  la  Microscopía  Confocal  en combinación  con  técnicas  de 
inmunocitoquímica permitió en este estudio un reconocimiento estructural de las fibras 
mielínicas utilizando la técnica de “teasing”. Además, fue posible un análisis estructural 
y del  estado fisiológico del conjunto axón-célula Schwann a nivel de las fibras aisladas. 

Los  resultados  obtenidos  a  partir  de  las  imágenes  confocales  sugieren  que 
existen diferencias en la organización estructural de las fibras de nervio ciático de ratón 
adulto +/+ en comparación con las obtenidas de ratones portadores de la mutación en 
la  proteína  mielínica  PMP-22.  Las  diferencias  más  notorias  se  observan  en  la 
acumulación  de  PMP-22  rodeando  el  núcleo  de  las  CS  Tr-J/+.  Ciertos  estudios 
(Notterpek  et  al.,  1997)  han  reportado  que  la  formación  de  agregosomas 
citoplasmáticos  de  PMP-22   formados  a  partir  de  su  mal  plegamiento  alteran  la 
estructura y la estabilidad de la mielina en las fibras de nervio ciático. Además, hemos 



detectado la presencia de PMP-22 en el interior del núcleo de las CS lo cual sugiere  
que la proteína podría estar cumpliendo otras funciones mas allá de un rol estructural  
en la mielina (datos aún no publicados).  Estos datos son coherentes con la descripción 
original  de  pmp22  como un gen de expresión y mantenimiento de G0 (grow arrest  
specific gene) en fibroblastos de ratón (Schneider et al., 1988; Snipes et al., 1992). Esto 
también ha sido sugerido recientemente por otros autores (Jetten et al., 2000; Zoidl et 
al., 1995; Roux et al., 2005; Atanasoski et al., 2002; Giambonini-Brugnoli et al., 2005). 
Los resultados obtenidos podrían indicar un nuevo rol  o función de PMP-22 en las 
células de Schwann (ej: posibles estados metabólicos diferentes), mas allá de su ya 
conocida participación en el control de la mielinización y la compactación de la mielina, 
entre otras funciones aun no descriptas. 

7. CONCLUSIONES

 Las  imágenes  topográficas  por  MFA indican  que las  fibras  nerviosas  de los 
ratones Trembler-J carecen de filamentos de colágeno de tipo-IV formadores de 
red en comparación con las fibras normales.

 Las  medidas  mecánicas  realizadas  en  las  fibras  Trembler-J  mostraron  una 
tendencia  a  ser  más  blandas  en  comparación  a  las  fibras  de  animales  de 
genotipo salvaje. 

 Estas  diferencias  podrían  estar  en  concordancia  con  los  profundos  cambios 
encontrados en la organización del citoesqueleto de actina. 

 El análisis complementario realizado por microscopía confocal mostró que existe 
una acumulación de colágeno de tipo-IV alrededor del núcleo de las células de 
Schwann que colocaliza parcialmente con la proteína PMP-22. 

 Estos datos sugieren que la mutación en PMP-22 podría interferir, al menos en 
parte con el mecanismo o vía normal de secreción de proteínas involucrado en 
el transporte y la exportación de componentes de la MEC. 

 La MFA es una herramienta útil en la caracterización y el estudio de aspectos 
estructurales, biomecánicos y fisiológicos de las neuropatías periféricas.  

8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas de trabajo nos planteamos:

a)  determinación del  Módulo de Young en fibras nerviosas periféricas vivas en 
relación  con  el  proceso  de  mielinización.  Se  determinará  así   sus  propiedades 
nanomecánicas, en particular la elasticidad, en condiciones fisiológicas. Para esto se 
empleará el modelo de cultivo organotípico de ganglio de la raíz dorsal proveniente 



de embriones en el día 13 de gestación, lo que permitirá regular el momento del inicio 
de la mielinización y su desarrollo (MFA y Confocal).

b)  Igualmente,  éste  modelo  permitirá  el  estudio  in  vitro de  la  secreción  de 
componentes de la Matriz Extracelular y de la lámina basal y su ensamblaje en 
condiciones fisiológicas controladas (MFA y Confocal). 

c)  En particular,  se  caracterizará el  fenotipo Trembler-J en la  expresión de los 
diferentes tipos de colágeno de  la MEC y la lámina basal,  desde el inicio de la 
mielinización (MFA y Confocal).
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10. ANEXO

10.1 Análisis bioquímico

Figura 22. Análisis del perfil de expresión de proteínas de nervio ciático de ratón adulto normal y  
Trembler-J. La figura (A) y (B) muestran las separación por peso molecular de fracciones subcelulares 
de homogeneizados de nervio ciático de ratones +/+ y TrJ/+ solubles  (S) e insolubles (P) en presencia  
de detergente.  Las flechas indican diferencias en la concentración de proteínas expresadas por cada 
genotipo.  (C)  La  imagen muestra  la  caracterización  por  inmunoblotiong  de actina y  tubulina en  las 
mismas fracciones, sembradas en un gel  gemelo al de la figura A. Estos datos, preliminares, estarían 
indicando que existe una diferencia en la expresión de la actina y de la tubulina polimerizada (fracción 
insoluble, P) entre ambos genotipos. 



10.2 Esquema de indentación de una punta de MFA en una célula

 

Figura 23. La imagen muestra de forma esquematica de que forma la indentación (δ) de una célula 
utilizando  una  punta  cónica.  A  medida  que  aumenta  la  profundidad  de  la  penetración,  el  radio  de 
contacto (a)  se incrementa de forma simultanea. Se muestran las formulas matemáticas que fueron 
aplicadas para el cálculo de elasticidad (Imagen tomada y modificada de Mathur et al., 2001).



10.3 Cálculo de Módulo de Young Aparente

Figura 24. Los gráficos muestran las curvas de fuerza versus distancia obtenidas en las diferentes 
condiciones estudiadas mostrando algunos pasos previos del análisis de los datos y para las cuales se 
calculo la elasticidad. Para este caso, la indentación se calculo a partir de las ecuacion (  = δ z−d) que se 
muestra en la figura 23. Para obtener los valores de  z y  d,  el punto de contacto entre la punta y la 
muestra  fue  definido  como  el  punto  en  el  cual  la  pendiente  de  la  curva  comienza  a  desviarse 
positivamente desde la linea de base. La linea de base esta representada por la trayectoria de la punta 
desde la posición inicial (z=0) hasta hacer contacto con la muestra. Los gráficos de la columna izquierda 
corresponden a las curvas de Fuerza (nN) en función de la indentación (nm) comenzando desde el punto  
en el cual la punta del MFA hace contacto con la muestra. Habiendo determinado la indentación en cada 
punto, la ecuación F=E.Ω.δ2 fue utilizada para graficar la fuerza versus el cuadrado de la indentación y 
producir los gráficos que se muestran el la columna derecha. De estas curvas, se determino el módulo 
de Young calculando la pendiente de las rectas.


