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Abreviaciones

SN: Sistema Nervioso

SNP: Sistema Nervioso Periférico

SNC: Sistema Nervioso Central

CS: Céulas de Schwann

PsCS: Precursores de las CS

SCI: CSinmaduras

NRG1-I11: Neuregulina 1 tipo I11

MET: Microscopia Electrénica de Transmision
MEC: Matriz extracelular

NR: Nodo de Ranvier

MAG: Glicoproteina asociadaamielina
ISL: Incisuras de Schmidt-Lanterman
PO: Proteina0

MBPs: Proteinas de union alamielina
PMP22: Proteina periféricade lamielina
CMT: Charcot-Marie-Tooth

VCN: Ve ocidad de conduccién nerviosa

HNPP: Neuropatia hereditaria con sensibilidad ala presion

TrJ: Trembrer J

RM: Rapamicina

AF: Acido férmico

DRGs:. Ganglios de raiz dorsal.

RC: Restriccion Caldrica

AL: Alimentacion ad libitum

wt: genotipo salvae

CMT1E: Charcot-Marie-Tooth tipo 1 E
PA: Potencial de accion

HSP: del inglés Heat Shock Proteins.
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MTOR: del inglés mammalian target of rapamycin

CEUA: Comision de Eticaen e Uso de Animales

[IBCE: Instituto de Investigaciones Biol6gicas Clemente Estable
TA: Temperatura Ambiente

Bl: Buffer de incubacion

PMT: fotomultiplicador-

LC3: del inglés Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3
LAMPL: del inglés Lysosomal-associated membrane protein-1
Nf-68: Neurofilamento 68

F-actina: Microfilamentos polimerizados

TrkC: Receptor tirosin-kinasatipo C

Ub: Ubiquitina.

MT: Microtubulos
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Resumen:

Dentro del heterogéneo grupo de las neuropatias hereditarias periféricas humanas, las
alteraciones en e gen codificante de la Proteina de Mielina Periférica 22 (PMP22)
constituyen mas del 50%. Charcot-Marie-Tooth 1E (CMT1E), ubicada dentro de este
grupo por su sustitucion L16P, es una neuropatia desmielinizante, que afecta
inicialmente la célula de Schwann (CS) y finalmente e axdn y la fisiologia toda de la
fibra nerviosa. En e modelo murino Trembler-J (TrJ), utilizado para estudiar CMTLE,
la patologia manifestada se asocia a dificultades en € plegamiento de PMP22 asi como
agregacion y acumulacion en agregosomas perinucleares. En este contexto la via
autofagica-lisosomal se observa espontaneamente incrementada, favoreciendo la
eliminacién de agregados. De estos antecedentes se desprende la siguiente pregunta
¢Puede ser |la estimulacion de la autofagia un recurso terapéutico en estas afecciones

neur odegener ativas incurables?

Con la realizacién de esta tesis, utilizando |a estrategia de la Restriccion Calérica (RC)
como inductor autofagico, se evaluaron las consecuencias del tratamiento en la fibra
nerviosa. Para ello se estudio inicialmente la biologia basica de la fibra en condiciones
normales (wt) y neurodegenerativas crénicas (TrJ). Selogré caracterizar los agregados
proteicos de PMP22 y junto a éstos se analizd la expresion de la proteina PMP22
citoplasmatica. Adicionalmente se evalu6 e metabolismo de degradacion de los
agregados en la CS analizando |a ruta autofagica-lisosomal. Por ultimo, se evalud la
cito-arquitectura de la fibra nerviosa mediante e andlisis de sus 3 principales
componentes. microfilamentos, filamentos intermedios y microtubul os. Estos resultados
fueron complementados con €l analisis de la estructura mielinica mediante la evaluacion
de parametros morfométricos asi como, de la ultraestructura de la fibra nerviosa. Una
vez establecidos los datos y condiciones basales para ambos genotipos con un régimen
de alimentacion ad libitum, se estudiaron las consecuencias del tratamiento de RC

atendiendo cada uno de | os aspectos antes mencionados.

Los andlisis se realizaron utilizando abordajes de inmunodeteccion cualitativa y
cuantitativa (microscopia confocal), morfométricos (microscopia optica, luz transmitida)

y ultraestructurales (microscopia electronica).
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I ntroduccion y Antecedentes Generales:

El SistemaNervioso (SN) constituye uno de los sistemas méas complejosy relevantes para
el funcionamiento de nuestro organismo. Clésicamente se ha destacado € rol dd su
unidad bésica, laneurona, parad correcto funcionamiento. Sin embargo en la actualidad
sele hadado alaglia, considerada tradicionalmente como el “pegamento” que unia a las
células operativas del SN, un lugar de similar importancia en € mantenimiento y

funcionamiento de este sistema.

Laclasificacion principal divide al SN en: encéfalo y medula espinal que constituyen en
SN Central (SNC), y los nervios periféricos que comunican estos centros con €l resto del
cuerpo constituyendo e SN Periférico (SNP). Este Ultimo presenta neuronas sensitivas
gue conectan los receptores sensitivos con circuitos de procesamiento en € SNC y
neuronas motoras con dos componentes: axones motores que conectan encefalo y médula
con los muscul os esquel éticos (divisién motora somatica) y axones que inervan musculo
liso, cardiaco y glandulas (division motora visceral o auténoma). El origen del SN
vertebrado deriva principalmente de las células de tubo neural que darén lugar a SNC y
las células de |la cresta neural que dan origen alas células neuronaesy gliales del SNP
(Jessen & Mirsky, 2005). En lapresentetesis profundizaremos en conceptos estructural es,
funcionales y moleculares concernientes al SNP.

|.- Unidad estructural y funcional del Sistema Nervioso Periférico (SNP): lafibra

nerviosa.

Los nervios periféricos se componen de numerosas fibras nerviosas que comunican los
centros nerviosos con e resto de los 6rganos del cuerpo. El axén y todas las CS que lo
acompafian en su trayectoria desde e cono de arranque hasta las proximidades de las
terminales nerviosas constituyen la fibra nerviosa. Las neuronas y las células gliaes
interactian en el SNP, con una proporcion significativamente mayor de glias (Quintes et
al., 2010). La presencia de las CS rodeando, aislando y manteniendo los territorios
axonales forma parte de una respuesta evolutiva que ha vuelto més eficiente y veloz la
transmisién del impulso nervioso. Asi, la fibra nerviosa constituye una unidad
estructural y funcional; compuesta por CS'y axon, cuya organizacion es esencia para
la propagacion del potencial de accion, la conduccion satatoriay laintegridad funcional
del axon (Salzer, 2003; Salzer et al., 2008 y Simons & Trotter, 2007). El desarrollo dela
misma requiere una de las méas complgas interacciones entre diferentes tipos ceulares
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(Simons & Trotter, 2007), hecho que se manifiesta cuando cualquiera de sus dos
componentes se ven afectados como en |as neuropatias hereditarias periféricas, tal como
describiremos méas adel ante.

[I.- Origenydesarrollo delascélulas glialesy fibras nerviosas del Sistema Nervioso

Periférico.

En & desarrollo temprano del SNP, las células de la cresta neural migran en direccion
ventral para generar principa mente los ganglios sensoriales de laraiz dorsal y sus glias
asi como las neuronas y glias del SN autonomo. De estas células migratorias surgen los
precursores de las CS (PsCS) y posteriormente las CS inmaduras (CSl). Estas células
surgen durante €l periodo embrionario murino entre € dia 12-13. Ambas células
transitorias presentan una dependencia paracrina con €l axén, del cual dependen parala
migracion, sobrevivenciay proliferacion. Estadependencia asegurague Sus proporciones
sean adecuadas paralaformacion de las futuras fibras nerviosas (Jessen & Mirsky, 2005;
Pereiraet al., 2012). Mientras esto ocurre anivel de gliogénesis, los axones que formaran
los nervios periféricos se encuentran emitiendo prolongaciones axonaes que buscan
contactar sustejidos blanco, paraposteriormenteinervarlos. Durante este proceso, el axén

y los PsCS se encuentran en intimo contacto.

Continuando con lagliogénesis, entre € dia 14-15 de gestacion, los PSCS pasan aser CSI
encerrando grupos de axones, entre los que seleccionaran aquellos que eventualmente
mielinizaran, asi como con |os que estableceran vinculos amielinicos. En este momento,
las CS han adquirido la capacidad de auto-regular su supervivencia mediante la
segregacion autocrina de un grupo de factores de sobrevivencia tales como el Factor de
Crecimiento IGF2 (del inglés Insulin Growth Factor 2), Neurotrofina 3 NT3 (del inglés
Neurotrophin3), entre otros (Meier et al., 1999). Finalmente, cerca del nacimiento, las
CSl pasaran aser CS maduras, cuyo destino dependeradel diametro del axén al cua estan
asociadas. Aquellas CS que contactan grandes axones (>1um) se diferencian en CS
mielinizantes y las que contactan axones de pequefio calibre permanecen en surcos de las
CS en un estado no mielinizante o amielinico formando los llamados “sacos de Remak”
(Sherman & Brophy, 2005). EI determinante de esta diferenciacion parece ser la cantidad
de Neuroregulina 1 tipo 11 (NRG1-I11) expresada por e axény no € diametro axonal

per se (Simons & Trotter, 2007). En &l esquemade laFigura 1l se detallan las transiciones
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celulares que ocurren en desarrollo del lingje de las CS (Jessen & Mirsky, 2005; Pereira
et al., 2012).

Niyelinating
Schwann o=l

Pra-myalin

I i
Mewral crest Schwann call Immature Nom-myebnating
cell DrSCUrEor Echwann cells Echmann o=l

Figura 1.El linajedelas CS. Desde su desarrollo hasta su diferenciacidn, ocurren una sucesion de eventos
celulares que determinan que las CS pasen por estados transi cional es que incluyen: latransicion de células
madre migratorias de la cresta neura hacia la formacion de PsSCS, la transicién desde PsCS hacia la
formacién de CS inmaduras y finamente, transicién de CSI a CS maduras pro-mielinizantes 0 no
mielinizantes. Imagen tomada de Jessen & Mirsky, 2005.

Cuando sedalaunién entre CS pro-mielinizantes y axén, se activan cascadas moleculares
que llevardn a comienzo de la mielinizacion. A través del proceso conocido como
seleccion radial o “radial sorting”, previo ala mielinizacion, cada CS selecciona e axon
que envainara, para establecer latipicarelacion 1:1 de las CS maduras mielinizantes en
el SNP (principal diferencia con la mielinizacion del SNC). De esta manera, las fibras
nerviosas periféricas presentan una CS para cada segmento internodal (entre los nodos),

pudiendo un axon periférico estar envainado por milesde CS alo largo de su longitud.

[11.- Mielinizacion, regulacion génicay funcién mielinica:

Lamielinizacién se produce durante un periodo prolongado en las tres primeras semanas
de vida en roedores y durante un periodo que se inicia en lavida embrionaria 'y termina
con la pubertad en humanos (Berthold et al., 2005). Su comienzo ocurre luego del
establecimiento de la polaridad celular por sefiales extrinsecas axonaes, donde el
complegjo Par-3 (miembro de la familia de proteinas adaptadoras Par) se localiza en la
membrana glia interna adyacente a axon (membrana adaxonal). Alli, actia en la

adhesion al axén reclutando € receptor de Neurotrofina 75 (p75NTR). Se forma asi un

8|Pagina



complegjo bicelular que participa del establecimiento de la polaridad celular, necesaria
para € comienzo de la mielinizacion (Chan et al., 2006). Luego de esto, ocurre la
mielinizacion, proceso de multiples pasos en @ que una CS adhiere a un axén, su
membrana interna crece gjustandose a su circunferencia, extendiéndose longitudina y
radialmente a medida que avanza el desarrollo, para posteriormente rodearlo totalmente
y plegarse en torno a él. La membrana de la CS forma repliegues concéntricos y
espiralados rodeando € axon de 10-100 veces (Quarles et al., 2006). El diametro del
axon esta en relacion con €l espesor de esta vaina, es decir, con el nimero de vueltas de
la membrana de la CS. Mantienen asi una relacion aproximadamente constante: el
diametro del axdén es 0,6 veces e diametro de la fibra. Una vez enrollada, ocurre la
extrusion de citoplasma (con excepcion de los bordes) y compactacion mielinica,
resultando en |a organizacion multilaminar propia de lamielina (Webster, 1993; Salzer.,
1997). Lafigura 2 muestracomo es la organizacion de las |aminas de mielina observadas
a nivel ultraestructura mediante Microscopia Electronica de Transmision (MET), la
mielina aparece como una estructura laminar que se observa como lineas oscuras
(electrondensas) y claras (translucidas) aternadas que se disponen en espiral arededor

del axon.
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Figura 2. Micrografia electronica de la mielina. En lafotografia A se observa latipica alternanciaentre
las zonas el ectrondensas (sefialadas con flechas) y tradl (icidas (cabezas de flechas) de la mielina compacta.
Imagen tomada de King R, 2013. En en & panel izquierdo B se observa una microscopia electrénicade la
mielina compacta a mayor aumento, donde se observan |l as |aminas al ternadas conocidas como intraperiodo
(que es en realidad una doble lamina) y lalinea densa principal. En el panel derecho B se observa como es
la ubicacion de las principales proteinas mielinicas: PO formando tetrameros, PMP22 formando dimerosy
MBP monomeros. Tambien se indican los glicolipidos galactocerebrosido y sulfatido. Se indica ademés €l
grosor de las bicapas lipidicas, as como los espacios intra 'y extracelulares. Imagen tomada de Scherer &
Arroyo, 2002.
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A nivel de regulacion génica, lamielinizacion delas CS en el SNP estd bagjo un estricto
control transcripcional, post- transcripcional y epigenético. El control transcripcional
incluye varios factores de transcripcion, cuyo e de activacion principal pasa por Sox10
(del inglés SRY-related HMGbox-10) que activa Oct6 (del inglés octamer-
bindingtranscriptionfactor-6). Sinérgicamente ambos factores inducen la expresion de
Krox20 (Egr2) (del inglés early growth response-2), € cua activa la expresion de
algunos genes mielinicos, suprime inhibidores de la midinizacion y mantiene € estado
mielinizante (Jagalur et al., 2011; Mirsky et al., 2008). Consistente con su rol central,
Sox10 también participa en la progresion de la mielinizacion y su mantenimiento.
Ademés de los factores de transcripcion mencionados previamente, en la Figura 3 A
podran encontrar otros factores que también participan del proceso (coloreados en azul).
Junto a estos activadores coexisten una serie reguladores negativos con menor
participacion, como Notch y ¢c-Jun que participan en la desmielinizacién mediada por
injurias provocando ladesdiferenciacion delas CS. Sox2, 1 d4 y 1d2 participarian también
como reguladores negativos de lamielinizacion (Figura3 A blanco y amarillo).

A nivel epigenético la activacion de NF-kB (del inglés nuclear factor of k light
polypeptide gene enhancer in B cells) mediada por NRG1-111 parece ser crucial parala
mielinizacion (Limpert & Carter, 2010). Apoyando estos resultados, |a desacetilacion de
NF-kB por las histonas desacetilasas HDAC1 y HDAC?2 promoveria la activacion del
gen Sox10 (promoviendo lamielinizacion). Otros estudios reportaron que también Sox10
podria reclutar HDAC1 y HDAC?2 a regiones regulatorias no solo del gen Sox10 sino
también de Krox20, actuando nuevamente en la promocién mielinica. La figura 3 B

esguematiza lo descrito respecto a este nivel de regulacion.

Finalmente, algunos micro ARNSs funcionarian como reguladores transcripcionales
participando en la mielinizacion periférica. Se ha visto que la delecion de Dicer en CS
causa € detenimiento de la diferenciacion y la promocién del estado pro-midinizante
(Pereiraet al., 2010; Pereiraet al., 2012). Otras mutaciones en lamismamoléculallevan
a defectos en la seleccion radial, incrementos en la proliferacion y apoptosis en €
desarrollo postnatal (Yun et al., 2010; Bremer et al., 2010). Ademaés de esto, se havisto
gue a consecuencia de estas alteraciones, la integridad axona se ve comprometida
indicando efectos anivel de las interacciones CS-axon que mantienen laintegridad de la
fibra (Pereira et al., 2010). Se propone que podrian participar en la supresion de

inhibidores de la midlinizacion desplazando € equilibrio entre inhibidores y activadores
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afavor de los reguladores positivos (Pereiraet al., 2010). En lafigura 2B se esquematiza

lo descrito respecto a este nivel de regulacion.

Ademas de estos mecanismos de regulacion propios de las CS, € resto de los
componentes de la fibra nerviosa periférica participan activamente en la regulacion
mielinica. Brevemente recordaremos la NRG1-I11, cuya expresiéon es axona y su rol es
clave activando la midlinizacion de las CS mediante la unién con ErbB2-ErbB3 (del
inglés erythrobl astic leukemiaviral oncogene homolog-2/3) (Birchmeier & Nave, 2008).
Ademas, participa controlando el grosor mielinico en funcién del calibre axonal. Sobre la
NRG1-Ill existen complementariamente mecanismos de protedlisis que mediante el
clivagje de NRG1-11l regulan la mielinizacion y modulan asi la cantidad de proteina
funcional. Esto puede repercutir sobre la midinizacion tanto activandola como
inhibiéndola (LaMarcaet al., 2011).

Adicionalmente, las interacciones entre CS-axdn impactan en la mieinizacion,
encontrandose en este contexto tanto a Necl4 (del inglés nectin-like protein-4) que
mediante su interaccion con Necl-1 promueve la mielinizacion (Maurel et al., 2007,
Spiegel et al., 2007) como a MAG (del inglés myelin-associatedglycoprotein) que
presenta un rol importante en e mantenimiento de la estructura axonal, impidiendo el
brotamiento. Finalmente, la presencia de una lamina basal rodeando las CS es un
prerrequisito crucia para la mielinizacion (Schachner, M & Bartsch, 2000). El contacto
con lamatriz extracelular (MEC) mediado por receptores especificos, permite quelas CS
integren las sefides de crecimiento y diferenciacion con la dinamica del citoesqueleto
promoviendo de estaformalamielinizacion y el mantenimiento mielinico (Pereiraet al.,
2012). Las lamininas mediante su unién a 1 integrinas y receptores de distroglicanos
influencian la seleccion radial, y en estadios posteriores, la organizacion nodal e
internodal (Feltri & Wrabetz, 2005; Yang et al., 2005). Se ha postulado igualmente, en
nervios deratael rol del colageno XV vinculado alalaminabasal, en la modulacion de

lamielinizacion (Rasi et al., 2010).

Laprincipal funcién de lamielina es servir como aislante y facilitar la propagacion dela
sefid através del axdn, conservando la energiay €l espacio. Los potenciales de accién
generados en el segmento inicial del axon se regeneran en los nodos de Ranvier (NR),
haciendo mésrapiday eficientelapropagacion del impul so nervioso (Salzer, 1997; Poliak

& Peles, 2003). Su rol en e mantenimiento de la integridad axona es fundamental,
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regulando el didmetro axonal, € espaciamiento y fosforilacién de neurofilamentos y

agrupando canales de Na* en NR (Simons & Trotter, 2007).

Ramal sorting —+— 5 miAMNAs — Celoyce sat

Axoral ntegry
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Figura 3. Regulacién de la mielinizacién a nivel transcripcional, epigenético y post-transcripcional.
En a se observan los posibles mecanismos implicados en la regulacion transcripcional. En b se observala
regulacion epigenéticay mediante miARNS. Los mecanismos estan explicados en el texto. 1magen tomada
de Pereiraet al., 2012.

I'V.- Organizacién polarizada de la fibra nerviosa:

Las CSmielinizantesy las fibras nerviosas son extremadamente polarizadas, morfol 6gica
y molecularmente. Un evento clave durante el proceso de mielinizacion es que todas las
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moléculas de adhesion, canales idnicos y proteinas asociadas a citoesqueleto que se
encuentran expresadas uniformemente en la fibra nerviosa, se redistribuyen hacia
distintas regiones o dominios a medida que avanza la mielinogénesis. Al formarse la
mielina, se determinan dominios especificos:. |as regiones de la fibra nerviosa rodeadas
de mielina se denominan inter nodos, entre los que se ubican los NR. Esta sucesion de
dominios constituye la polaridad longitudinal de la fibra nerviosa, en la cual las CS
contiguas se estructuran en torno a NR, flanqueandolo con las uniones paranodales, los
juxtaparanodos e internodos. Coincidente con esta polarizacion, una vez finaizada la
mielinizacion, la membrana interna de la CS (adaxonal) y € axolema (membrana del
ax6n) quedan en estrecho contacto y se organizan transversalmente estableciendo una
polaridad radial donde lamembranaglial externaesta en contacto con lalaminabasal y
MEC y lainternacon el axolemay € citoesquel eto submembranoso (Salzer, 2003; Poliak
& Peles, 2003).

Profundizando en la polaridad longitudinal, los NR son puentes entre las CS
mielinizantes de aproximadamente 1um de longitud donde el axolema esta enriquecido
en candes de Na' dependientes voltaje (principamente Nav1.6), cuya funcion es
regenerar € potencia de accion (PA) y comunicarlo al proximo nodo (Hille, 2001). Los
NR estéan cubiertos por interdigitaciones (microvillis) del citoplasma abaxonal de las CS
(externo alamielind), las cuales establecen un intimo contacto con e axolemanodal. Los
microvillis estan enriquecidos en e complejo de sefidizacion ERM (Ezrin, Radixin y
Moesin). Flanqueando los NR, en los paranodos, se halan una serie de uniones axo-
gliales especiaizadas que promueven la adhesion entre el axén y las glias, y constituyen
unabarreraaladifusion lateral delos canalesionicos nodales. Mas aladelos paranodos,
se encuentran |os juxtapar anodos que quedan debajo de la primera porcién de mielina
compactay estan enriquecidos en canalesde K*1.1y 1.2, los cuales participarian durante
larepolarizacion del potencia de accion. Por dltimo llegamos a dominio mas grande el
internodo, cuya ubicacion es bagjo la mielina compacta donde puede tener 1mm de largo
0 mas en fibras adultas del SNP (Abe et al., 2004). Esta regién mantiene un espacio
periaxona uniforme, el cual esta aterado por g emplo en las zonas donde los axones
contactan con las incisuras. Alli se recapitularian los compleos proteicos presentes en

paranodos y juxtaparanodos (Peles & Salzer, 2000).

Cada dominio contiene un Unico set de moléculas de adhesion entre las membranas de la

CSy € axdn. Estas moléculas de adhesidon establecen contacto con € citoesgqueleto
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submembranoso, mediante complejos proteicos, con |o que se da estabilidad a cada
dominio (Susuki & Rasband, 2008).
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Figura 4. Organizacion y composicion de los distintos dominios de las fibras mielinicas periféricas.
Una seccion longitudinal de lafibra nerviosa es esquematicamente ilustrada en el panel superior, en ellase
indica en azul la region nodal que es contactada por los microvillis que provienen de las membranas
externas de las CS, en verde las uniones entre los bucles paranodales y la membrana axonal a nivel del
paranodo, en violeta el juxtaparanodo y finalmente en naranja el internodo. El cuadro inferior, indica las
principales proteinas de cada dominio que participan en el establecimiento de las uniones que mantienen
estructurados los dominios, incluyendo los expresados por las CS, axon, citoesqueleto axona y canales
ionicos axonales. |magen tomada de Salzer et al., 2008.

Respecto de la polaridad radial, profundizaremos en ella en la regién del internodo,
donde las membranas plasméticas de ambas células estan separadas por una distancia
constante (12-13 nm) (Oguievetskaia et al., 2006). Si bien la identificacion de las
moléculas que participan en € ensamblge de ambas membranas no es extensa, MAG
(glicoproteina asociada a mielind) ha sido una de las primeras proteinas descritas alli. Su
funcion es actuar en la promocion de interacciones iniciales uniendo la primer capa de
mielinaalrededor de los axones (mesaxon interno), actuando con diferentes componentes
en el desarrollo ulterior delamieling, encontrandose también en las Incisuras de Schmidt-
Lanterman (ISL) (Trapp, 1990). Ademés de MAG, se han descrito a la familia Necl de
mol éculas de adhesion (Necl, por sunombre en inglés Nectin like), las cual es presentarian

roles claves en la relacion axo-glial internodal, promoviendo la diferenciacion y
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mielinizacion de la CS, asi como participando en la organizacion del internodo y las ISL
(Sakisaka & Takai, 2004).

Siguiendo lafibraen sentido radial, luego del espacio entre axon-mi€ling, sigue laregion
mielinica. Segun el grado de compactacion, lamielina puede ser dividida en dos regiones
estructural y funcionalmente distintas que determinan dos subdominios. mielina
compacta y mielina laxa. La primera region, cuya funcion es el aislamiento, inhibe
completamente el intercambio de iones durante la conduccion nerviosa. La mielina
compacta tiene una composicion que incluye principalmente colesterol y esfingolipidos
asi como galactocerebrosidos y sulfatidos (Suter & Scherer, 2003). Una proporcion
menor se compone de proteinas, cuyas cantidades rondan: proteina 0 (PO) (50%),
proteinas de union a la mielina (MBPs) (25%) y la proteina periférica de la mielina
(PMP22) (5-7%), entre otras de menor proporcion. La glicoproteina PO es una proteina
integral de membrana cuyo rol es unir las [&minas mielinicas adyacentes a intervalos
espaciales regulares. Las MBPs, se ubican en la cara citosolica de la membrana glia
participando en la formacion de la mielina y en la reduccion de la capacitancia del
internodo. Por Ultimo, PMP22 es una proteina integral de membrana, cuya importancia
funcional es relevante en el desarrollo de desordenes hereditarios en el SNP, tal como se
describira més adelante. En lafigura 2 se muestra como es su disposicion en la mielina

compacta.

Las regiones de mielina laxa estan presentes en los bucles paranodales, en ambos
extremos de una misma CS, contiguos alas regiones nodales y en las | SL. Estas Ultimas
son regiones de mielinalaxainternodal que discontintan longitudinal y transversalmente
la mielina compacta. En la mielina laxa se expresan Caderinas y Cateninas (uniones
adherentes), Conexina32 (uniones comunicantes) y Claudinas (uniones cerradas)
ademés de MAG (Trapp, 1990). Las ISL pueden considerarse canales citoplasméticos
espiralados que se extienden desde las superficies abaxonales hacia las regiones mas
internas, cuya presencia es necesaria paraexpandir y mantener la estructura mielinica del
internodo y comunicar las regiones peri-mielinicas gliales entre si (Cagal, 1928;
Robertson, 1958; Hall & Williams, 1970 y Ghabriel & Allt, 1987). Lafunciény €
rol biologico de las ISL no han sido completamente elucidados, clasicamente se ha
postulado que estan involucradas en € crecimiento, mantenimiento y metabolismo
mielinico especialmente en aquellos internodos remielinizados donde su frecuencia se

encuentra incrementada (Cajal, 1928). Otras hipétesis, sugieren gue actuarian como un
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atgo citoplasmatico para sustancias que atraviesan la mielina desde regiones méas
externas hacia las més internas (Singer & Salpeter, 1966; Singer & Green, 1968; Singer
et al., 1972; Rawlins, 1973). Se propone que estos “atajos” parecen estar destinados al
transito de “maquinaria” de sintesis (ribosomas, acidos nucléicos), para sustentar el
mantenimiento de la propia CS y la mielinay quizas también & del axén (Kun et al.,
2007, Kun et al., 2012a).

Fuera de lamigling, sigue unaregién de citoplasma externa ala CS que se encuentra en
contacto con la membrana externa y en comunicacién con € nucleo de la CS.
Envolviendo laCSYy lafibranerviosatoda, se encuentralaM EC. Esta Ultima consiste en
una malla tridimensional compuesta principamente por proteinas y carbohidratos.
Generalmente se ubica en los espacios intersticiales de |os tejidos, presentando roles en
la migracién, proliferacion y diferenciacion celular, asi como brindando soporte y
regulando la comunicacién intercelular (Gonzalez-Perez et al., 2013). En la fibra
periférica, la lamina basa (capa de la MEC) es secretada principalmente por las CS
maduras, y esta compuesta principamente por Colageno del tipo 1V, laminina,
fibronectina y nidégenos (Bryan et al., 2012). Como ya hemos mencionado, la MEC
mediante las lamininas y el colageno, participa activamente en el desarrollo de la fibra
nerviosa periférica. Las primeras regulan proliferacion, sobrevivencia y dinamica del
citoesguel eto de actina de las CS; todos procesos esenciales parala seleccion radia y la
mielinizacion. El colageno y sus receptores por su parte promueven la adhesion, su
extension y mielinizacion de las CS junto a crecimiento de las neuritas (Chernousov et
al., 2008). Ademas de participar en € desarrollo de la fibra, presenta funciones
importantes en los procesos de reparacion y regeneracion (Bryan et al., 2012),
influenciando distintas facetas de la regeneracién. La fibronectina por giemplo, se veria
incrementada atrayendo alas CS la zona de regeneracion (Mathews et al., 1995;, Baron-
Van Evercooren et al., 1982; Ahmed & Brown, 1999). Las lamininas tendrian un rol en
promover la regeneracion regulando e crecimiento axona (Zhang et al., 2003; Chen &
Strickland, 2003). Conjuntamente, e nidégeno se veria incrementado luego de injurias
(Lee et al., 2007) y pareceria ser necesario para la extension de las neuritas. Otros
componentes adicionales se han visto modulando la regeneracion (Bryan et al., 2012) y

formando parte de la bateria de respuestas de la fibra nerviosa ainjurias.

Por fuera de la lamina basal se encuentra una capa de tejido conectivo denominado

endoneuro, que recubre cadafibra.
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V.- Cito-arquitectura de la fibra nerviosa:

El citoesqueleto constituye una complea red tridimensional de filamentos proteicos
encargados de proveer estructura, determinar la morfologia celular, ubicar los distintos
organelos celulares, organizar y realizar el movimiento celular, asi como formar losrieles
sobrelos cuales ocurre €l transporte intracelular. Leos de constituir unaestructurarigida,
es un sistema muy dinamico que se encuentra fuertemente regulado. En la fibranerviosa
periféricad citoesgueleto de ambas células se desarrolla por separado. Sin embargo, una
vez establecida la unidad funcional y estructural entre ambos tipos celulares, parecerian

modul arse reciprocamente.

En etapas tempranas del desarrollo, € citoesgueleto posee una activa participacion en
ambos componentes de la fibra nerviosa. En neuronas, células altamente polarizadas,
ocurren procesos de establecimiento de polaridad y especificacion del axon. En sus
proyecciones se da una puja entre desarrollarse en €l futuro axén o en dendritasy son los
elementos del citoesguel eto, particularmente |os filamentos de actina y microtabul os, asi
COMO Sus proteinas motoras asociadas y sus mutuas interacciones, |os cual es determinaran
laidentidad final de cada proyeccion (Stiess & Bradke, 2011). Tal como se detallaen la
figura 5, en € transcurso de la formacion del axon, el citoesqueleto neurona sufre una
Intensa actividad de reordenamiento.
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Figura 5. M ecanismos de polarizacién neural. En €l curso de la polarizacion neronal, e citoesqueleto
sufre una serie de reordenamientos que incluyen: (a) El citoesqueleto de actina se vuelve més dindmico en
el cono de crecimiento de una neurita 'y continlia en este estado (b) hasta que se establece el futuro axén
(c). Cambios similares ocurre anivel de latubulina, sobrelacual selocalizalaKinesina 1. Imagen tomada
de Witte & Bredke, 2008.

Al parecer, unadistorsion local de la estabilidad del citoesqueleto de actinaimpediriala
obstruccion y protrusion de los microtibulos, con un consecuente impedimento del
crecimiento dendritico y favorecimiento del desarrollo de un axon (Bradke et al., 1999).

Unavez establecidala neurita que se transformara en axon, los microtubul os protruyen y
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se estabilizan. Posiblemente el centrosoma se posicione en la base del futuro axén
temprano en € desarrollo, promoviendo la polarizacion del citoesqueleto de
microtUbulos. Otros autores, proponen un cambio en € orden de los acontecimientos,
postulando que una breve estabilizacion local de los microtibulos seria €l determinante
para que una neuritatome € rol de axén (Witte et al., 2008). De esta forma, la dinamica
de la polimerizacion de la actina junto a la estabilizacion de los microtibul os orquestan
lapolarizacion neuronal (Witte & Bradke, 2008).

Por su parte, las CS deben polarizar su citoplasma externo y formar distintos dominios:
las bandas de Cagja y trabéculas y las aposiciones, placas o parches (Ramon & Caal,
1933). Estos ultimos deben su nombre a su apariencia en micrografias electronicas e
inmunotinciones respectivamente (Sherman et al., 2001; Albrecht et al., 2008). En la
figura 6 se pueden observar los mismos mediante distintas técnicas. El primer dominio
esta constituido fundamental mente por actina filamentosa y microtdbulos, los cuales una
vez compacta la mielina formaran canales citoplasmaticos que funcionaran como vallas
restringiendo la localizacion de los segundos dominios. En estos ultimos se localiza
especificamente la Distrofina 2 (DRP2 del inglés distrophin related protein 2), lacua a
través de uniones con otras proteinas enlaza a la fibra con su MEC (Saito et al., 1999;
Yamada et al., 1996). En la fibra nerviosa en formacion, estas rutas citoesquel éticas
presentes tanto en el citoplasma axonal como en € glial, son imprescindibles para €l
transporte hacia la terminal sindptica y € mantenimiento del axon, asi como e
direccionamiento de moléculas hacia dominios gliaes distantes para la formacién de la
mielina. Por intermedio de ellas se asegura una correcta transmision nerviosa en la
terminal, elongacion delaCSy sintesismielinica (Kidd et al., 1994; Trapp et al., 2004).

Figura 6. Fibras longitudinales donde se observan las bandas de Cajal a nivel de las CS. Las bandas
protoplasméticas transversales del panel a fueron tenidas con plata por Ramoén y Cajal. En b se pueden
observar fibras marcadas con Falloidina (verde) y DRP2 Distrofina 2 (rojo). El citoplasma de las CS se
excluye delasregiones marcadas para DRP2. En ¢ se observalamarcacion citoplasmaticade S100. Imagen
tomada de Court et al., 2004.
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VI.- Importancia de la interaccion entre CSy axon:

Como ya hemos visto, € desarrollo de las fibras mielinicas periféricas requiere una
complga interaccion entre CS y neuronas. Sefiales axonales regulan la proliferacion,
supervivenciay diferenciacion de CS'y a mismo tiempo participan en la determinacién
del grosor mielinico. Mientras tanto, las sefiales gliales regulan e citoesqueleto,
transporte axonal y son requeridas para la supervivencia neurona (axonal). Como fruto
de esta union celular interdependiente, existe una éptima relacion entre e didmetro
axonal, e grosor mielinico y el tamafio internodal, lo cual lleva a una velocidad de

conduccion nerviosa maxima (Poliak & Peles, 2003).

Cuando, por diferentes causas (envejecimiento, cambios metabdlicos agudos o cronicos,
injurias puntuales o permanentes, mutaciones, etc), el equilibrio funcional y estructural
axon-glia se altera, las consecuencias inmediatas reflegjan |a responsabilidad integrada de
ambos tipos celulares (CS y axon) en e mantenimiento de la fibra nerviosa. Como
consecuencia del desplazamiento de este equilibrio, la expresion génica, la distribucion
de marcadores dominio especificos, la estructura de lamielinay de lafibra nerviosatoda
pueden verse alterados. Asi, ambas células parecen compartir mecanismos de regulacion
gue involucran y vinculan sus respuestas celulares tanto en condiciones normales como
neurodegenerativas (Maier et al., 2002; Niemann et al., 2006).

La importancia de esta relacion se manifiesta claramente en las neuropatias periféricas
hereditarias con mayor predominio, Charcot-Marie-Tooth (CMT) (Sahenk, 1999). Las
alteraciones molecul ares que determinan los multiples subtipos de esta Ultima, tienen su
origen genético en mutaciones que afectan tanto a proteinas intrinsecas de CS, como de
las neuronas cuyos axones constituyen la fibra nerviosa. Sin embargo, las diferencias
entre sus formas desmielinizantes y axonales no son del todo claras (Maier et al., 2002).
Mientras las causas genéticas que determinan las CMT son heterogéneas, |a mayoria de
las formas presentan manifestaciones clinicas que resultan de la degeneracion y pérdida
de axones distales y generalmente e tiempo hace que confluyan en axonopatias
funcionales. Este hecho evidencia una compleja e interconectada participacion de CSy
axones en e fenotipo resultante de la patologia. Por este motivo, numerosos
investigadores han intentado comprender |os caminos de sefidizacion y |os mecanismos
por los cuales las ateraciones en la CS influencian la relacion glia-axon, tanto en el
desarrollo de lafibra nerviosa como en su establecimiento en individuos adultos.
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VI1.- Neuropatias y sindrome Charcot Marie Tooth

L as neuropatias constituyen enfermedades neurol 6gicas con un amplio espectro de signos
clinicos. Sus causas pueden ser extremadamente variadas incluyendo factores genéticos
asi como no genéticos. Dentro de las neuropatias hereditarias periféricas, € sindrome
CMT, ha sido uno de los subgrupos donde més se ha profundizado en los mecanismos
que la subyacen (Shy et al., 2005; Nave et al., 2007). CMT, fue descrita por primeravez
en 1886 (Charcot & Marie, 1886; Tooth, 1886) y constituye la neuropatia periférica
humana que reline los desordenes hereditarios mas frecuentes del SNP afectando a sus

principales células: CS, neuronas sensitivas y motoras, asi como la relacion entre ambas.

Se hereda habitual mente en forma autosdomica dominante aunque también existen formas
recesivas y ligadas al cromosoma X (Giambonini-Brugnoli et al., 2005; Russo et al.,
2011). Clésicamente se ha dividido a estos desordenes en 2 grandes grupos con un similar
fenotipo clinico, distinguiéndose las CMTs primariamente desmielinizantes o
Schwannopatias (CMT1), definidas por una reduccion en la velocidad de conduccion
nerviosa(VCN) y las primariamente axonales 0 axonopatias (CMT2), con VCN normales
y potencial es evocados sensoriaes y motores de reducidaamplitud (Nave et al., 2007). A
pesar de esta clasificacion inicial, en consonancia con € avance en € conocimiento
genético en los Ultimos afios, se han identificado 53 loci y 36 genes especificos
relacionados con diferentes tipos de CMTs, surgiendo asi una clasificacion mas amplia
de estas afecciones (en la Figura 7 se muestra una de las posibles clasificaciones de lasa
CMTs). A pesar de que los datos epidemioldgicos de CMT son dificiles de obtener, se
estima la prevalencia de este trastorno en 1/3300 (Bird, 2013), siendo la més comun de

las neuropatias periféricas de origen genético.
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CLASIFICACION DE CMT:
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Figura 7. Los gréficos muestran la clasificacién de tipos de CM Ts extraida de NCBI Bookshelf Gene
Reviews, Charcot-Marie-Tooth Hereditary Neuropathy, basada en patrones de herencia y genética
molecular. Asi, CMT1 se corresponde con anormalidades mielinicas, CMT2 con axonopatias, IF o forma
intermedia, incluye individuos con una combinacién de axonopatia y mielinopatia, CMT4, puede ser
axonopatia 0 mielinopatia, y CMTX es una axonopatia con cambios mielinicos secundarios. Dentro del
grupo delas CMT1A, los 6 subtipos son clinicamente indistinguibles, diferenciandose Unicamente en base
alaalteracion genética que lo provoca. Asi, CMT1A y 1E son generadas por alteraciones genéticas en €l
gen de PMP22, CMT1B por mutaciones en PO, CMT1C por mutaciones en €l liposacarido inducido por €l
TNF, CMT1D por la proteina 2(P2) de respuesta temprana al crecimiento y por dltimo, CMT1F/2E por
alteraciones en los neurofilamentos livianos. Datos tomados de Bird, 2013.

L as neuropatias producen degeneracion progresiva de |os nervios periféricos, llevando a
inestabilidad mielinica. Esto resulta en afecciones motoras y sensoriales, cuyas
manifestaciones clinicas principales son amiotrofia, debilidad muscular, déficit motor
progresivo en miembros inferiores y posteriormente superiores. Ademas puede generar
deformidades en pies y manos, |o cual se conoce clinicamente como pie cavo y mano en
garra. Los déficits sensoriales y e dolor son menos prominentesen CMT en relacion con
otras neuropatias (Shy et al., 2005; Nave et al., 2007). La edad en la cua aparecen las
manifestaciones clinicas es variable dependiendo de las distintas formas, pero suele ser
entre laprimeray laterceradécadade vida. Laevolucion clinicaes cronicay lentamente
progresiva. El esguema de la figura 8, ilustra como a pesar de los distintos origenes
genéticos y los diferentes signos clinicos, todas las CMT parecen confluir en un mismo

camino patol égi co.
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Figura 8. Ruta comun para patogénesis de CMT. Las neuropatias desmielinizantes son clinicamente
diferentes de las axonopatias segln criterios genéticos y electrofisiologicos. Ya sea por las presencia de
alteraciones genéticas en las CS que resultan en déficits en la formacion y mantenimiento mielinico (1) o
en dificultades para mantener la integridad axonal (2); la disfuncion glial suele perturbar la integridad
axonal tanto |as neuropatias desmielinizantes como |as axonopatias, haciendo que confluyan en un camino
patol 6gico comun (3). Figura tomada de Nave et al., 2007.

CMTsdetipo 1.

Las neuropatias desmielinizantes (CMT1), mielinopatias, presentan mutaciones que
ateran laintegridad estructural de lamielina, representando del 40 al 50% de las CMTs.
Dentro de este grupo, alteraciones en e gen de PMP22 constituyen el 85% (Bird, 2013).
Fenotipicamente, se identifican las CMT1 por la pérdida de masa y debilidad muscular,
el ectromiograma con muestras de signos espontaneos de denervacion muscular asi como
pérdidaaxonal. Ladesmielinizacién ateraladistribucién delos canal esidnicos axonales,
lo cual repercute en laregeneracion y la propagacion de potencial es de accion, resultando
en lareducciéon enlaVCN (Salzer et al., 2008). Esta disminucion aparece alin antes que
los signos clinicos, sirviendo en € diagndstico precoz de la enfermedad.
Histol6gicamente, los detales relevantes son: desmielinizacion  segmental,
remielinizacion paranodal e hiperplasia concéntrica de la vaina de mielina (imagenes en
“bulbo de cebolla”).

CMT1A es un desorden autosomico dominante causado por una duplicacion en €
cromosoma 17p11.2-12, de un segmento de ADN que contiene al gen de PMP22 entre
otros genes. Este grupo incluia ademés, los casos de CMT1 generados por mutaciones
puntuales en e gen de PMP22, sin embargo actualmente se los ha clasificado dentro de
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un nuevo subtipo, CMT1E (Bird, 2013; Li et al., 20134). Los pacientes CM T 1E presentan
fenotipos clinicos que no se distinguen de |os pacientes con otros subtiposde CMT1. Las
mutaciones puntuales conocidas en PMP22 incluyen: 44 sustituciones aminoacidicas
provocadas por cambios de base, 14 deleciones, 2 inserciones, 1 translocacion reciproca,
varias mutaciones en sitios de empalme asi como sustituciones de una base en € exénlA
no codificante y en laregion 3" UTR (Fig. 9). Con solo unas pocas excepciones, las
mutaciones en PMP22 se heredan de forma autosdémica dominante (Russo et al., 2011).

Dadalavariabilidad fenotipicadelos pacientes, € diagndstico definitivo de CM T 1E debe
acompaiarse del andlisis genético de PMP22. Clinicamente presentan los mismos
sintomas ya mencionados anteriormente. Se cree que CMT1E posee un mecanismo de
ganancia de funcion toéxica diferente a mecanismo presente en portadores de
duplicaciones (Giambonini-Brugnoli et al., 2005).
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Figura 9. Estructura del gen dePMP22 vy su proteina. En A se representa esqueméticamente € gen
de pmp22 humano con sus 6 exones. El exén 1a contiene el transcirpto expresado enlasCSy e 1b el que
se expresa en las células no neurales. En B se muestra una representacion esquematica de la topologia de
la proteina donde se observan los dominiosintray extracelulares, as como los 4 dominios transmembrana.
En ella se muestran ademas varias de las mutaciones que generan tanto CMT1A y E entre otras neuropatias

causadas por ateraciones en PMP22. Figura tomada de Nave et al ., 2007.

VIIl.- Modelosanimalesde CMT1A Y E:

Los model os animales son muy Utiles para estudiar 1os procesos fisiopatélogicos de las
neuropatias periféricas. Al mismo tiempo pueden ser de gran utilidad para el ensayo de

nuevos f&rmacos y aproximaciones terapéuticas. En relacion alas mutaciones en e gen
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de PMP22 gue generan diversas neuropatias, existen model os especificos para cada una
de las causantes genéticas incluyendo duplicaciones, deleciones y mutaciones puntuales
(Russo et al., 2011).

Mucho de lo que se conoce de la patogénesis de CMT1E hasido derivado del estudio en
dos modelos murinos. Trembler y Trembler J (Suter et al., 1992; Valentijn et al., 1992).
En particular, nuestro grupo de trabajo cuenta con € modelo Trembler J (TrJ), € cual
surgio en 1979 en e Laboratorio Jackson (USA) y ha sido instalado y mantenido desde
el aflo 2008 en €l Bioterio del Instituto de Investigaciones Clemente Estable (1I1BCE). Los
TrJ presentan como caracteristicas fenotipicas pardisis espasticas y un temblor
generalizado, los cuales estarian causados genéticamente por una mutacion puntual
autosomica semi-dominante, identificada en € gen de pmp22. Esta mutacion se ubicaen
el cromosoma 11 de ratén, € cual presenta regiones de sintenia conservada con €l
cromosoma 17 humano (Buchberg et al., 1989). Como consecuencia de €lla, ocurre una
modificacion del primer dominio transmembrana de la proteina final, provocando el
reemplazo de una L eucinapor unaProlinaen e residuo 16 (L 16P). Esto impide el normal
plegamiento de la proteina y modifica su insercion en la membrana, afectando sus
interacciones extra o intracelulares consigo misma, asi como con otras moléculas (Suter
et al., 1992; Quarles et al., 2006). Esta proteina no solo pierde la capacidad de plegarse
correctamente, sino que adquiere un efecto toxico parala CS (Tobler et al., 2002; Myers
et al., 2008). Los hallazgos patol 6gicos encontrados en sus nervios incluyen disminucién
marcada de la midinizacion del axon con perfiles de degeneracion axonal, excesiva
proliferacion de CSy unalaminabasal redundante (Henry et al., 1983), entre varias otras

alteraciones que surgen a consecuenciadirecta e indirecta del déficit genético.

Este modelo ha sido sefialado en la literatura como un modelo valido para e estudio de
neuropatias hereditarias periféricas, imitando caracteristicas patol 6gicas de | 0s pacientes,
exhibiendo una afeccion severa de lamielinay unadisfuncion del SNP muy similar alo
gue se reporta en humanos nacidos con las mismas mutaciones (Vaentijn et al., 1992;
Fortun et al., 2005; 2007). Modelaademas, e comportamiento y fenotipo histopatol 6gico
del trastorno, lo cua incluye la presencia de agregados citoplasméticos de proteina
(Notterpek & Tolwani, 1999).
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I X.- Laproteinamielinica periférica PMP22:

M utaciones generadas en el gen de PM P22 son responsables de més del 50% de |os casos
de CMT, incluyendo la duplicacién heterocigota del gen, lo cua resultaen CMT1A, su
delecion que origina la neuropatia hereditaria con sensibilidad a la presion (HNPP) y
mutaciones puntual es que provocan CMT1E (en laFigura9 se muestran algunas de el as).
Estas patol ogias asociadas a alteraciones genéticas en PM P22, irrumpen la organizacion

delamelinay a consecuencia, laintegridad del axon.

Arquitectura del gen: Inicialmente PMP22 fue aislado de fibroblastos murinos NIH3T3
como uno de |os genes especificos cuya expresion se incrementaba en el arresto o GO del
ciclo celular. Al deprivar a estas células de suero, la expresién de PMP22 se veia
incrementada (Manfioletti et al., 1990; Schneider et al., 1988). Homologo a gen gas3,
fue descrito € transcripto SR13, aislado del nervio de ratas cuya expresion disminuye en
lafase aguda luego de unainjuria. Asi, gas3/SR13, fue mas tarde caracterizado como un
solo gen, cuya expresion originaba a PMP22 (Welcher et al., 1992; Snipes et al., 1992).

En el genomahumano, &l gen de pmp22 se localizaen el cromosoma 17pll.2 y consiste
en 40 kb queincluyen 6 exones conservados en humanosy roedores (Fig. 9 a). Dosexones
(Exla y Ex1b) se transcriben aternativamente, generando 2 transcriptos del gen que
difieren en su region 5’ no traducida. Posiblemente habrian dos promotores diferentes que
regularian la expresion de cada transcripto. De hecho, se han aislado 2 transcriptos
diferentes (CD25 y SR13) en ratas y se han hallado transcriptos homdlogos a ellos en
humanosy ratones (Welcher et al., 1992). Laregion codificante del gen vadesde el exon2
a exon5 (Fig. 94). Los transcriptos de PMP22 se expresan difusamente durante los
estadios embrionarios, incluso en el SN. Su expresion es relativamente bgja en e SNC,
incrementando en nucleos motores de |os nervios craneales y en las neuronas espinales,
sin embargo los transcriptos y la expresion de los mismos son abundantes en las CS de
los nervios periféricos (Parmantier et al., 1995; VandeWetering et al., 1999; Jetten &
Suter, 2000; Roux et al., 2004; Ohsawa et al., 2006).

Estructura proteica: PMP22 es una pequefia proteinaintegral de membrana de 22 kDa
gue incluye 4 dominios transmembrana, dos bucles extracelulares y uno citoplasmético
(Fig. 9 b). Ambos extremos terminales estan expuestos a citoplasma y se cree que €
primer bucle extracelular mediaria interacciones homofilicas con PMP22 y € segundo

mediariainteracciones heterofilicas con PO (Hasse et al., 2004.). Este model o estructural
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ha sido cuestionado postulandose model os estructurales aternativos con 3 'y 2 dominios
transmembrana (Sakakuraet al., 2011). La proteina presenta ademés una N-glicosilacion
en el aminoécido Asn 41 (Taylor et al., 2000; D'Urso & Miiller, 1997).

Diversidad funcional: Si bien su mas alta expresion ocurre en la CS, donde participa en
lainiciacion de la mielinizacion y se localiza luego en la mielina compacta cumpliendo
un rol estructural, se han descrito variados roles para esta proteina no relacionados con
los mencionados, hecho que indica su versatilidad funcional. Dentro de estos ultimos, se
plantea un rol de PMP22 en la proliferacién celular y la supervivencia (Schneider et al.,
1988). En este sentido, se ha observado que tanto la sobreexpresion como una menor
expresion de PMP22, influencian la proliferacion con consecuencias que fluctdan en
funcion del modelo utilizado, etapa de lavida del mismo, tipo de estudio (CSinvivooin
vitro), entre otros (Li et al., 2013a). En cuanto al relacionamiento de PMP22 con la
apoptosis, se ha sefialado que alteraciones genéticas en el gen de PM P22, resultan en una
apoptosis incrementada de CS en cultivo, mielinizantes en ratones y en humanos, lo cual
implicaria su participacion en las vias de sefializacion apoptdéticas. La apoptosis solo se
ha evidenciado en CS envegecidas in vivo, a parecer, células deficientes en PMP22
presentan consecuencias mas leves que aquellas que sobre-expresan o presentan
mutaciones puntual es en laproteina. EI mecanismo por e cual PM P22 estariainvolucrado
en lamuerte celular es ain incierto y no solo podria estar presente en las CS, sino que se
plantean nuevas interrogantes en relacion a qué rol juega PMP22 en el balance detencién
celular versus muerte (Attardi et al., 2000; Li et al., 2013a).

En otro plano, ha sido descritala participacién de esta proteinaen las uniones celulares y
en las interacciones con la MEC. En este sentido, por su homologia aminoacidica con la
Claudina-1, PMP22 ha sido considerada como un miembro de la familia de Claudinas.
De hecho, co-localiza con proteinas de la zonula ocludens-1 y con claudinas en células
epiteliales. Al mismo tiempo, parece formar un complejo con a634 integrina, presente en
lalaminabasal delaCS, lacual mediarialainteraccion de PMP22 con laMEC (Li et al.,
20133).

Metabolismo de PMP22 y formacion de agregados. PMP22 presenta mayormente una
estructura en o-hélice con baga estabilidad termodinamica que en estado nativo es
propensa aagregarse (Tobler et al., 2002; Snipeset al., 1992). Asi, el 80% delaproteina
neo-sintetizada es degradada rapidamente por € proteasoma, presumiblemente debido a
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su mal plegamiento (Notterpek et al., 1999; Yamadaet al., 2003). Este comportamiento
proteico afectaen especial a células metabdlicamente activas, como las CS, las cuales son
particularmente sensibles ala acumul acion de proteinas dafiadas (Rangargju et al., 2008).
Las CS wt, parecieran lograr un equilibrio funcional en el cual participaria activamente

la ruta de degradacion proteasomal, permitiendo degradar €l exceso de PMP22.

Sin embargo, en presencia de alteraciones genéticas en pmp22, este hecho pasa a cobrar
importancia con consecuencias sobre la homeostasis celular. En los casos donde existen
mas copias del gen, la sintesis de la proteina es mayor, lo cual provocaria naturalmente
una proporcién mayor de proteina destinada a la degradacion, debido al exceso “genético”
(Fig. 10 A). Cuando la proteina esta mutada, alterando su conformacion y dinamica de
plegamiento, falla en su intento de incorporarse a la membrana, generando acumulacion
citosolicay disminuyendo la cantidad de proteina destinada aformar mielina (Fig. 10 B).
En ambos casos la fracci0n destinada ala degradacion estaincrementada, hecho que hace
gue ambas mutaciones confluyan en un mismo problema metabdlico. Este consiste en la
saturacion del proteasoma, acumulacion de laproteinaalo largo de lavia de secrecion y
alaformacion agregados perinucl eares/centrosomico-proximales (Notterpek et al., 1999;
Ryan et al., 2002; Rangargju et al., 2008). Asi, estos procesos celulares contribuyen al
proceso desmielinizante patol 6gico (Fortun et al., 2006).
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Figura 10. Sintesis de PM P22, saturacion del proteasomay for macion de agregados en modelos de duplicacionesy mutaciones
puntuales. En A se representa en proceso de sintesis de PMP22 en CS con sobreexpresion, cuando la proteina sale del RER, una
porcién sigue el camino haciae Golgi y luego ala membrana, donde realiza su funcién estructural. Sin embargo el 80% de la proteina
no logra plegarse correctamente por lo que es sustrato del proteasoma. Debido al exceso genético, este porcentaje se encuentra
multiplicado, hecho que sobresatura el proteasomay desemboca en la aparicion de pequefios agregados, que formaran € agresoma
perinuclear. En B se observa la situacion generada por mutaciones puntuales en el gen de PMP22. Al igual que en € modelo anterior,
la proteina sana va haciala membranavia RER- Golgi, en tanto que la PM P22 portadora de la mutacién puntual esincapaz de plegarse
correctamente y también sobresatura el proteasoma, llevando alaformacion de agresomas. Figuratomaday modificada de Rangaraju
etal., 2008.
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X. Antecedentes especificos:

Los agregados proteicos constituyen un tipo particular de cuerpo de inclusion
citoplasmatico, llamado agresoma o agr egosoma, que se forman cuando € proteasoma
es inhibido o saturado. Su acumulacion y ensamblagje es un proceso que ocurre en varios
pasos y mediante el cual pequefios agregados son transportados via microtubulos hacia
regiones cercanas al centrosoma, donde finalmente se formaralainclusion final (Johnson
et al., 1998, Fortun et al., 2005, 2007). Cuando se habla de agresomas, generalmente nos
referimos a comple os oligoméricos de proteinas mal plegadas o desplegadas que se
estructuran como un complejo amorfo, insoluble y metabolicamente estable bajo
condiciones fisiolégicas. Los agresomas son encapsulados por filamentos intermedios
gue pueden ser neurofilamentos en neuronas asi como vimentinay keratina en células no
neurales (Kopito, 2000). El encapsulamiento promueve estabilidad a la estructura y
previene interacciones no especificas (Hyttinen et al., 2014). El esquemade lafigura 1l

muestra como se da el proceso de agregacion.
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Figura 11. Agregacion, formacién de agresomas y autofagosomas. El proceso comienza con el
nacimiento de proteinas que no logran plegarse correctamente. Estas son asistidas por HSPs que intentan
colaborar con el plegamiento, si no lo logran entonces los péptidos seran marcados para su degradacion
mediante Ub. Luego, formaran oligomeros con proteinas en lamismasituacion y méas adel ante multimetros.
Estos pequefios agregados, se trasladaran hacia sitios pericentriolares, donde se uniran a otros,
incrementando su tamafio Finalmente estos seran rodeados de filamentos intermedios, formando el
agresoma. Cuando son secuestrados por un autofagosoma seguirdn la ruta de degradacién mediante
autofagia. Figuratomada de Hyttinen et al., 2014.

Existen varias patol ogias que se asocian alaformacion de agregados, dentro de las cuales
se encuentra CMTIE. En esta, e desplazamiento del equilibrio entre las
sintesis/plegamiento de PMP22 y su degradacion hacia la formacion de agregados,
influye en la patogénesis de la neuropatia, aunque no esta del todo claro como lo hace.
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Como consecuencia de este desequilibrio, CMT1E presenta como sello celular
caracteristico la presencia de agregados proteicos de PMP22. Al igual que en las biopsias
de nervios de pacientes, |os agregados de PMP22 en ratones TrJ, sugieren como yase ha
mencionado: deficiencia de plegamiento y menor capacidad degradativadel proteasoma,
una reducida tasa de recambio de PMP22, la acumulacion de otros substratos
ubiquitinizados y la activaciéon de la respuesta autofégica (Fortun et al., 2003, 2005,
2006).

Al igual gue en otras patologias con formacién de agregados proteicos, una forma de
recuperar la homeostasis celular es estimulando la actividad de las HSP (del inglés Heat
Shock Proteins). CS en cultivo pre-tratadas paraincrementar |os niveles de HSPs reducen
la formacion de agregados de PMP22 previa inhibicion del proteasoma (Fortun et al.,
2007). Alternativamente, la re-direccion de los substratos del proteosoma hacia la
autofagia mediada por ladegradacion lisosomal, puede constituir otraviade recuperacion
homeostética. (En el Anexo |, se profundiza sobre la autofagia). Asi, se havisto que en
modelos de neurodegeneracion la estimulacién de la autofagia reduce €l porcentaje de
células con inclusiones y protege contra la toxicidad neuronal (Ravikumar et al., 2004).
Particularmente, lainduccion autofagica en nervios neuropéticos ha representado unavia
para la eliminacion de agregados proteicos. Espontdneamente la formacion de
agregosomas en CS en cultivo se asocia con labiogénesis de autofagosomas. Esto sugiere
la existenciade un mecanismo compensatorio aunaactividad proteasomal comprometida
(Fortun et al., 2006). Estudios en CS in vitro demuestran que en condiciones de
inhibicion quimicadel proteasomay potenciaci on autofagica (mediante ladeprivacion de
nutrientes), pocas CS forman agregados proteicos y adicionalmente reducen sus
substratos poli-ubiquitinizados (Fortun et al., 2007).

A pesar de que la activacion esponténea de la autofagia en las neuropatias con presencia
de agregados ha sido observada, esta activacion basal no parece cumplir con €l requisito
de prevenir la formacion de los agregados (Fortun et al., 2007) e incluso esta respuesta
parece decaer con e enveecimiento (Cuervo et a., 2005). Asi, la potenciacion de esta
via celular de degradacién alternativa, es un punto critico en € desarrollo de distintas
estrategias terapéuticas que apuntan a revertir la situacion celular generada por la
mutacion en PMP22. El desarrollo de agentes farmacol 6gicos que estimulen esta ruta
podria proveer aproximaciones terapéuticas para los desordenes de acumulacion de

proteinas. En este sentido se ha utilizado la Rapamicina (RM), conocido inhibidor de
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MTOR (del inglés mammalian target of rapamycin), para la induccion autofagica en
varios tipos celulares incluso CS y ganglios de la raiz dorasal (DRGS). Estos estudios
demostraron in vitro la capacidad de RM de potenciar la autofagia y reducir la cantidad
de sustratos poli-ubiquitinizados, mejorando la capacidad mielinicade las CS C22'y TrJ
(Rangargju et al., 2008).

Finalmente, larealizacion de estudios in vivo que fomenten la activacion de la autofagia
asi como la activacion de chaperonas se ha llevado adelante utilizando € paradigma
nutricional del Ayuno Intermitente. Estos estudios demostraron que la intervencion
nutricional permite incrementar la autofagia, suprimir la formacion de agregados y
estimular laformacion de mielinaen e modelo TrJ (Madorsky et al., 2009). A pesar de
estos beneficios reportados, nuestro grupo no pudo repetir esos resultados (Bresgue,
2012). Los ratones sometidos a estos tratamientos no mostraron mejoras a nivel
locomotor, ni cambiaron sus perfiles de expresion de PMP22 en nervios ciéticos.
Ademas, e tratamiento nutricional utilizado alterna un dia de alimentacion con un diade

ayuno, lo cual desde nuestra perspectivadificultarialaaplicacion alaterapéuticahumana.

Quizas, otros tratamientos menos estresantes para el organismo, tales como una leve
Restriccion Caldrica (RC), podrian generar similares resultados y acercarse a la
terapéutica aliviando € déficit patolégico. La reduccién en e contenido caldrico
constituye uno de los métodos mas ampliamente aceptados para el enlentecimiento delas
alteraciones asociadas con la edad, preservando la arquitectura molecular de los axones
mielinados asi como la funcion de las CS (Rangargju et al., 2008). Considerando esto,
trabgj os anteriores realizados por nuestro grupo (Bresgue, 2012), se han focalizado en la
implementacion de RC como tratamiento de estimulacion autofagica en el modelo de
CMTI1E, TrJ.

Anteriormente, hemos realizado un tratamiento de RC durante 26 semanas. Para ello
debimos analizar la ganancia de peso de los animales en condiciones ad libitum (AL)
estableciendo diferencias en la ganancia de peso entre los animales de genotipos salvage
(wt) y TrJ a final del mismo (wt=31,02 £ 0,81g; TrJ=25,22 + 0,29; p<0,0001). Estas
diferencias no se correspondieron con distintas medias de consumo de alimento durante
el transcurso del tratamiento. En respuesta al tratamiento de RC, la disminucion de la
ingesta caldrica fue claramente reflgada en la disminucion del peso corpora de los
ratones de ambos genotipos. Ambos responden a la RC con una etapa de drastica
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disminucion del peso corporal, periodo de adaptacion, seguida de una de periodo de
estabilidad en el peso, periodo de mantenimiento. A pesar de ello, antes de alcanzar este
umbral, los ratones TrJ mostraron un disminucion de peso corpora semana a semana,
mas marcada que los ratones wt, sugiriendo que e genotipo TrJ muestra mayor

susceptibilidad a tratamiento RC que €l wit.

A otro nivel, la respuesta obtenida al tratamiento de 5 meses de RC permite afirmar una
tendencia a un mejor desempefio locomotor de ratones TrJ. El andlisis de la respuesta
locomotora se realizd6 mediante la utilizacion del Rotarod. Estudios previos indican que
modelos transgéenicos de CMT1A presentan dificultades severas para la realizacion de
este complejo test de coordinacién motoray balance (Sereda et al., 1996; Passage et al.,
2004). A pesar de ello, luego del tratamiento, se observaron mejoras locomotoras en los
ratones TrJ medidas como un incremento del 30% en el tiempo de permanencia sobre la
barra giratoria. Adicionalmente, hemos observado una aparente disminucién cualitativa
de la cantidad de PMP22 en fibras nerviosas de ratones TrJ y una redistribucién de su
sefial. Junto a estos resultados se detectd también una modulacion en las ateraciones en
los microfilamentos de actina presentes en lafibra, |as cual es deben analizarse con mayor
profundidad. Al momento, estos estudios nos han permitido observar una respuesta
diferencia al tratamiento de RC que debe continuar evaluandose a diversos niveles para
poder inferir beneficios y adversidades del tratamiento a nivel de la fibra nerviosa
periférica.

El mangjo del modelo durante estos afios nos ha brindado la posibilidad de profundizar
en e conocimiento de la mielinopatias e identificar caracteristicas de las mismas no
descriptas en la literatura (Rosso et al., 2010; Kun et al., 2012 ay 2012b; Rosso et al.,
2012). A pesar de modelar aun grupo reducido de pacientes, 1os estudios en este model o,
han revelado hallazgos criticos concernientes a la naturaleza de la disfuncion generada
por ateracionesen el gen de PMP22. Conocer los alcancesy limitaciones del modelo nos
permite identificar sus bondades para el estudio de procesos fisiol 6gicos especificos. En
este sentido, creemos que e modelo es muy adecuado para abordar la temética de la
formacion de agregados proteicos y las consecuencias celulares que estas inclusiones
provocan tanto para pacientes CMT1E, asi como para otras patol ogias en cuyo desarrollo
la formacion de agregados proteicos juegue un rol preponderante. Esta temética sera

abordada en lasiguiente tesis.
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3. Hipdtesis, Objetivo General y Objetivos especificos:
3.1 Hipotesis:

CMTI1E presenta un fenotipo patolégico generado parciamente por la presencia de
agregados de PMP22 cuyas manifestaciones afectan la fibra nerviosa en su conjunto. La
potenciacion de las rutas autofagica-lisosomal (mediante RC), podria contribuir a la
degradacion de los agregados de PMP22 y a una subsecuente remodelacién de la cito-
arquitectura de lafibra nerviosa.

Para demostrar esta hipotesis nos planteamos el siguiente objetivo general:
3.2 Objetivo general:

Contribuir a la caracterizacion de las fibras nerviosas mielinicas periféricas en
condiciones normales'y de neurodegeneracion cronica, analizando lapresenciade PMP22
en agregosomas en la célulade Schwann y su implicancia metabodlicay estructural sobre
la citoarquitectura de la fibra y la estructura de la mielina. Asimismo, pretendemos
caracterizar la respuesta de degradacion de los agregosomas frente a la potenciacion de

laautofagia por RC.

3.3 Objetivos especificos
Para cumplir con el objetivo general se proponen las siguientes metas:

1) Evauar laexpresion de la proteina PMP22 en agregosomas perinucleares asociados
al citoesqueleto de Vimentinay PMP22 total, en CS de fibras nerviosas periféricas wt
y TrJ aimentados ad libitum (AL).

2) Evaluar cambios metabdlicos en CS de fibras nerviosas de ratones wt y TrJ
alimentados AL, consecuencia de la presencia de agregados, focalizandonos en la

activacion de las vias autofagica-lisosomal.

3) Evauar e tratamiento de RC analizando | as fibras nerviosas periféricas de ratones wt
y TrJ, sometidos a este tratamiento, con los parametros analizados en |os objetivos 2

y3
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4)

5)

6)

7)

Estudiar la cantidad, morfologia y tamafios de nucleos de las CS en las fibras

nerviosas periféricas de ratoneswt y TrJaimentados AL y bajo RC.

Estudiar la citoarquitectura en las fibras nerviosas periféricas de ratones wt y TrJ,
alimentados AL y sometidos a RC.

Andizar lamorfologiay estructura de lamielinaen las fibras mielinicaswt y TrJ de
animales alimentados AL . En comparacion con estos, se estudiaron los cambios en la

mielinaen respuesta al tratamiento de RC.

Analizar cualitativamente la ultraestructura de la fibra nerviosa TrJ y wt AL y bagjo
RC.
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4. Materialesy Métodos
4.1 Estrategia experimental.

Nuestra estrategia experimental consistio en e disefio y g ecucién de un tratamiento
de restriccion energética durante 26 semanas en una poblacion de ratones wt y
portadores de la neuropatia periférica CMTLE (TrJ). Posterior a este tratamiento se
evaluaron los efectos del mismo en nervios cidticos, a nivel molecular y celular,
atendiendo sus consecuencias en las CS, axdn y en la fibra nerviosa periférica. Se
estudiaron en estos e metabolismo de |os agregados (formacion y degradacion), la
citoarquitectura glial y axonal de lafibra nerviosay la estructura de la mielina. Los
andlisis se realizaron utilizando abordajes moleculares (microscopia confocal
cualitativa y cuantitativa), morfométricos (microscopia optica, luz transmitida) y
ultraestructural es (microscopiaelectronica). El esquemadelafigura4.1 explicacomo

seredizo laevauacion del tratamiento.

Evaluacion cualitativa y cuantitativa de
agregados, rutas de degrad

citoarquitectura de fibras nerviosas

Tratamiento

Al ]

£ v .
a = Fijacion an PFA ¥ crio-pn
E g milcroscopia o
E T Evaluadion cualitativa y cuantitativa

| g Fiiacidn &n GA v post-fijacion con Osmio de Nﬁ'['l"lfl"_i“' morfométricos como

E i * para microscopla Sptica, cortas — Area Miglinica, Factor G, Densidad
5% samifinos. do fibras mislinicas y distribucion do
E didmetros de fibras mielinicas,
; é Filacion en GA v past-fjacion con Qsmio
P E para microscopia electronica, cortes
R finos,
o o
L ]
LT
3

Evaluacion cualitativa de la
ultraestructura de la filkra nerviosa
observando estructura mielinica,
presencia de vacuolas y agregados,
citoesgueteto y MEC.

Figura 4.1. Diseflo experimental. Luego de 26 semanas de tratamiento fueron extraidos los nervios
ciéticos de ratones wt y TrJ en condiciones AL y RC para su procesamiento y posterior evaluacion. Se
utilizaron 3 abordaj es especificados en el esquema.
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4.2 Cuidado y mantenimiento de los animales.

Para la realizacion de estatesis se utilizaron ratones de la colonia Trembler J (B6.D2-
Pmp22<Tr-J>/J) (Jackson Lab., USA) de genotipo salvaje wt y heterocigota TrJ parala
mutacion puntual del gen que codificaparaPMP22. Todoslosratones delacoloniafueron
identificados mediante numeracion y genotipado siguiendo los criterios establecidos en
Rosso et a., 2010. El mantenimiento de la colonia asi como la eutanasia de |os ratones
fue redizado en estricto acuerdo con las normas del Comité de Etica en & Uso de
Animales (CEUA) ddl Ingtituto de Investigaciones Biol 6gicas Clemente Estable (1|1BCE)

bajo las regulaciones establecidas en laley nacional de experimentacion animal N°18611.

4.3 Grupos Experimentales.

Los ratones se mantuvieron hasta su novena semana de vida en condiciones de
alimentacion AL (Madorsky et al., 2009). A partir de esta fecha, fueron asignados a uno
de dos grupos experimentales con diferentes tratamientos nutricionales. un grupo con
acceso AL a aimento y otro bagjo condiciones de RC. Ambos tratamientos fueron
aplicados durante 26 semanas en ratones machos wt y TrJ (n=4 para cada genotipo y
tratamiento). En el transcurso del tratamiento AL se determiné la media de consumo
diario de aimento para cada genotipo y luego, considerando esta media de consumo, se
aplico un porcentgje de reduccion sobre ella para administrar €l aimento en RC. El
tratamiento RC consistio en alimentar a los ratones diariamente, con una cantidad
porcentual mente menor de lamedia de consumo diario deracion en condiciones AL. Asi
mismo, €l porcentgje de reduccion fue incrementado paulatinamente con € tiempo de
tratamiento. Se aplico un 5% de restriccion en las 4 primeras semanas, seguido por
disminuciones del 5% cada 2 semanas hasta alcanzar € 20% de restriccion. Luego de
alcanzado este porcentaje de reduccion al gunos ratones volvieron aestados de restriccion
menores de forma de evitar caidas drasticas del peso corpora y desnutriciones. El
esquema de lafigura 4.3 muestra como ocurrio el avance del tratamiento para ratones de

ambos genotipos.

L os ratones se pesaron unavez por semana obteniéndose registros de peso corporal para
cada genotipo en cada tratamiento. Estos resultados constituyeron parte de | os resultados
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obtenidos en mi tesis de grado, donde podran encontrar mas informacion y andlisisdelos

mismos.

i

Porcentaje de Restriceifn (%)
w =1

4 6§ 3 MW 2 o MW W 0 #2 24 E
Triempo de Tratamiento (semanas )

Figura 4.3. Desarrollo temporal de la RC. El grafico esquematiza como se desarroll6 € avance del
tratamiento de RC en ambos genotipos y durante 26 semanas.

4.4 Extraccion y obtencion de nervios ciaticos.

Una vez finalizados los tratamientos los ratones fueron sacrificados por medio de
dislocacion cervical y se procedio ala extraccion de ambos nervios ciéticos. Paraello se
ubicd a ratén en posicion decubito ventral y se le practicé una seccién anivel de la parte
inferior de la region glutea y femora posterior, realizando posteriormente una incision
longitudinal paralelaal gedel fémur, en laaponeurosis que separalos muscul os abductor
mayor Yy €l biceps crural. Se abre una cavidad entre ambas masas musculares, en el fondo
de la que se encuentran € nervio cidico que se observa como una cinta de
aproximadamente 1mm de grosor de color blanco brillante. Una vez identificado se
secciona primero € extremo mas distal y luego € mas proximal ala columna vertebra

procurando incluir lamayor cantidad del nervio.

4.5 Fijacion y preparacion de nervios ciaticos. Los nervios ciaticos extraidos
destinados a criosecciones fueron fijados por inmersion en paraformaldehido al 3% en
PHEM (2mM Hepes, 60mM Pipes, 10mM EGTA, 2mM MgCI2, pH 7,4) durante 16 hs a
4°C. Luego de 6 sucesivos lavados, las muestras se incubaron en sacarosa 30% en PHEM

a4°C hastaque€ tgjido igual 6 ladensidad del medio. Posteriormente, €l tejido seincluyo
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en medio de inclusién y se realizaron criosecciones de 12um de espesor en criostato
(SLEE medical®). Las criosecciones se mantuvieron a -20°C. Los nervios ciaticos
destinados a procesamiento paraandlisis morfol 6gicos y ultraestructural es fueron fijados
por inmersion en glutaraldehido 2,5% en PHEM durante 1 h. Luego se realiz6 una post-
fijacion y tincién en Osmio 1% en PHEM durante 16 hs a 4°C. Posteriormente, las
muestras fueron deshidratadas sucesivamente en concentraciones crecientes de etanol
hasta llegar a 100%. Finamente, las muestras fueron incluidas en concentraciones
crecientes de resina epoxica (Fluka Chemika) hasta alcanzar e 100%. Los bloques se
dejaron polimerizando durante 24 hs a45°C seguido de otras 24 hs a60°C. L as secciones
de los bloques se redizaron en ultramicrétomo (Power Tome XL), obteniéndose
secciones transversales semi-finas (1 um) para microscopia Optica y finas (70 nm) para

microscopia el ectronica.
4.6 Inmunohistoquimica.

Para €l andlisis de las criosecciones se utilizaron técnicas de inmunoticién indirecta y/o
marcado con sondas fluorescentes. En todos los casos se utilizaron anticuerpos
monoclonalesy policlonales comerciaes que se detallan en la Tablal. Ademés se utilizd
un anticuerpo anti-ribosomas producido y caracterizado en nuestro laboratorio (Kun et
al., 2007). Para visualizar la marcacion del anticuerpo primario se utilizaron anti-
anticuerpos comerciales conjugados a fluorocromos en distintas longitudes de onda
(detallados en la Tabla I). Procediendo con la realizacion de lainmunohistoquimica, las
criosecciones fueron permeabilizadas con Triton X-100 a 0,1% en PHEM durante 10
minutos a Temperatura Ambiente (TA), previo al blogueo de los grupos aldehidos y
cetonas libres con borohidruro de sodio a 0,1% en agua durante 20 minutosa TA. Luego
se bloquearon las uniones inespecificas con suero normal de cabra a 5% en buffer de
incubacion (Bl)(Glicina 150mM, BSA 1%, en PHEM) durante 30 minutos a 37°C.
Posteriormente, los cortes fueron incubados 16 hs a 4°C con anticuerpos especificos. El
exceso del anticuerpo primario se lavd con Bl seguido de una incubacion durante 45
minutos a 37°C con anticuerpos secundarios y/o sondas fluorescentes. El exceso de
anticuerpos secundarios fue removido para finamente, luego de sucesivos lavados,
realizar el montaje con medio de montagje ProLong Antifade (Invitrogen). Se realizaron
incubaci ones con anticuerpo secundario en ausencia de anticuerpo primario como control

de sefial inespecifica.
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Tablal. Anticuer pos especificos, anti-anticuer posy sondas utilizadas. Se indicaademas procedencia
y concentracion de trabajo.

Anticuer pos especificos, anti- Procedenciay Marca Concentracién detrabajo
anticuerposy sondas
fluor escentes

PM P22 Rabbit ab61220, Abcam 1:500
PM P22 Rabbit ab15506, Abcam 1:500
LAMP1 Rabbit ab24170, Abcam 1:200
LC3 Rabbit ab64781, Abcam 1:100
B-Tubulina Rabbit abh6046, Abcam 1:200
MAG Mouse ab89780, Abcam 1:100
Vimentina Mouse ab8978, Abcam 1.100
Tubulina Acetilada T7451, Sigma 1:1000
Neurofilamento 68 Chiken ab72997, Abcam 1:500
Falloidina 543 A22283, Invitrogen 1:150
Falloidina 633 A22284, Invitrogen 1:150
Dapi D1306, Invitrogen 1:1000
Goat anti-Mouse Alexa 488 A11029, Invitrogen 1:1000
Goat anti Rabbit Alexa 546 A11035, Invitrogen 1:1000
Goat anti Rabbit Alexa 633 A10523, Invitrogen 1:1000
Goat anti Chicken 633 ab72997, Abcam 1:500

4.7 Microscopia
4.7.1 Microscopia Optica Confocal y cuantificacion.

L as criosecciones de nervio ciatico inmunomarcadas fueron visualizadas y registradas en
el microscopio confocal FV300 y Microscopio Leica TCS SP5 I1. Las condiciones de
confocalidad y guste de pardmetros (fotomultiplicador-PMT-, intensidad de laser,
profundidad de imagen, etc) utilizadas fueron las mismas para los registros de cada
anticuerpo para todas las condiciones (genotipo y tratamiento). La adquisiciéon de las

imagenes se realizd en una misma sesion confocal paraevitar el decaimiento de la sefial.

L as cuantificaciones de las intensidades de |as sefial es para cada anticuerpo se realizaron
utilizando €l software Image J. El esquema presentado en lafigura4.7.1 A explicacomo

se procedi6 paralatoma de fotografias y andlisis de las mismas.
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4.7.2 Microscopia Optica convencional y cuantificacion.

L os cortes semi-finos de nervio cidtico, previamente incluidos en resinas epoxicas, fueron
tefiildos con Azul de Toluidina y visualizados por luz transmitida en e microscopio
confocal FV300. Las imégenes obtenidas se procesaron utilizando €l software Image J.
El esqguemade lafigura4.7.1 A explicacomo se procedio paralatoma de fotografias y

andlisis de las mismas.

| Irroparacicn del topdo | | reparacan dol tede
| [TiMU T AT CE N | | liroan con Azul ze lolading |
Aniliss mItrascApen ¥ e ecodn de imagenes nara la Lcalns memsnapies y reccleroidn d= nageaes para la
cuastiicacion {imagenss tomadas co- lasr-ismas coantitcacian.
condiciones|

¥

Ardlbss do las imazoncs: moclones cuaitativas y

4

Andlss de las iragznes noconss coaltstvss y cuaTTiatvas. Loanatoaodn de cardmetros mofomericos:
c_antitstwss. Cuaniificacién e i~tensicadss de are= moelinica, lactoro yAastnbuesn cedam=tros g
Fuarescencis. deniddas de fibras ~weanras
| Araliss d= datos y sel=crifn de imagenes recrasentatvas | | fnalsls e datos y seeccdn de magenes represenTalivas,
| Imterpretaciin do resultados | | Interpretzcdn Je resutados

Figura 4.7.1. Diagrama explicativo que indica como se procedié para la toma de datos y andlisis de
imagenes.

4.7.3 Microscopia Electronica.

Los cortes finos de nervio ciético (70nm) fueron contrastados con Acetato de Uranilo a
8,5% en alcohol a 50%. Se incubaron a 37°C durante 30 minutos para posteriormente
realizar lavados sucesivos en alcohol 50% y agua. Las imagenes fueron tomadas en €
Microscopio Electronico Jeol 100CX 11 del 1IBCE.
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4.8 Andlisis Estadisticos.

Los datos fueron analizados mayormente utilizando € test ANOVA de dosviasy para
la realizacién de comparaciones especificas se utilizd € Test post hoc Scheffe. Se
consideraron diferencias significativas a partir de p-valores menores a 0.05. Se utilizo €

programa STATISTICA pararealizar |as comparaciones.

4.9. Detalle metodol dgico par a obj etivos especificos:

4.9.1 Para cumplir con la identificacion de las formas de PMP22 agregada
correspondientes a objetivo especifico 1, fue necesaria la utilizacion de un agente
desenmascarante (en nuestro caso, acido formico, AF). La utilizacion de este ultimo
permitié la visualizacion de estructuras resistentes a su accion, tal como sucede con los
agregados proteicos. Este protocolo fue adaptado del protocolo de desenmascaramiento
utilizado por Kitamoto y cols, 1987. El protocolo de desenmascaramiento (incubacion
con AF a 70%) fue optimizado mediante la realizacion de una cinética de accion que
incluy6 incubaciones de 5, 10 y 15 segundos con AF 70% sobre las criosecciones.
Posteriormente, se procedi con lainmunomarcacion indirecta con PMP22. Se utiliz6 un
control sin &cido férmico, asi como un marcador de citoesquel eto que permitio contrastar
los efectos del tratamiento desenmascarante. Finalmente se seleccion6 € tiempo de
exposicion que mejor se gusto a balance entre desenmascaramiento/destruccion del
tgido.

El andlisis de laintensidad de sefial del anticuerpo PM P22 luego de la accion del AF se
realizo seleccionando regiones de interés (ROISs) en dominios perinucleares de las CS. Se
seleccionaron a menos 80 ROIs por condicion, en las cuales se cuantifico ladensidad de
fluorescencia del marcador PMP22 en las regiones donde la sefial persistia luego del
tratamiento con AF (Fig. 4.9.1 A).

Esta metodol ogia fue posteriormente comparada con la cuantificacion de la sefid de otro
anticuerpo contra PMP22 sin previo desenmascaramiento, la cua fue cuantificada
seleccionando ROIs en regiones internodal es de la fibra nerviosa (excluyendo nodos, ISL
y nucleos). El largo de estos se mantuvo constante mientras el ancho coincidia con €l
ancho de la fibra nerviosa analizada. Una vez tomados |os datos, estos se normalizaban
en funcion del ancho de cada fibra, considerando como 100% el ancho total y asignando
a cada valor un porcentaje con respecto al inicio. Esta normalizacién y la marcacién con
algunos anticuerpos especificos de dominios axonales y gliales nos permitié determinar
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qué porcentajes se correspondian con qué regiones de la fibra nerviosa y asi evauar y
comparar la intensidad de fluorescencia de diferentes marcadores en regiones gliades 'y
axonales (Fig. 4.9.1 B).

La implementacion de ambas técnicas de marcaje de PMP22 permitio la evaluacion de
los agregados resistentes a la accion del AF, asi como la distribucion de la sefia y su

intensidad alo largo de | os distintos dominios presentes en |a fibra nerviosa periférica.

Complementando los resultados obtenidos luego del tratamiento con AF también se
procedi6 ala cuantificacion de la sefid del marcador de Vimentina (método Fig. 4.9.1 B)
el cual se encuentrarodeando |os agregados de PMP22 (Johnston et al., 1998; Notterpek
et al., 1999).

4.9.2 Para cumplir con la evaluacion de los cambios metabdlicos en CS de fibras
nerviosas wt y TrJ planteados en el objetivo especifico 2, se analizo la activacion de las
vias de autofagia y degradacion lisosomal mediante larealizacion deinmunomarcaciones
indirectas contra los marcadores especificos LC3 y Ribosomas (autofagia) y LAMPL

(lisosoma). El andlisis de la sefid de los marcadores se realizd en regiones perinucleares

siguiendo la metodologia explicadaen Fig. 4.9.1 A.

4.9.3 Para cumplir con la evaluacion de los objetivos 1 y 2 en fibras nerviosas wt y TrJ
bajo RC, es decir objetivo especifico 3, serealizo lainmunomarcacion para PMP22 con
el tiempo determinado en e objetivo 1 y PMP22 sin desenmascaramiento previo.
También se analizd la marcacion de Vimentina en las mismas regiones. A su vez se
utilizaron los marcadores especificos LC3, Ribosomas y LAMPL. Las imagenes se

analizaron y cuantificaron en regiones perinucleares siguiendo la metodologia explicada

enFig. 49.1A.
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A. Método de cuantificacién en una region especifica:

o Medimos media de intensidad de
fusrescencia en wun RO particular,
La intensidad media resulta de:

I Intensidad por pixel /N° pixeles

ﬂ | Obtenida la cantidad suficiente de
medidas, se promedian intensidades para
representarfas graficamentes, Luego los
datos s= analizan estadisticamente,

B Medimos la media de intensidad de fluorescencia
a través de un ROI particular, En ROis rectangulares
a cada valor de x [en el anche de la fibra} le
=3 | cofresponde un valor de y gue resulta del promedio
de intensidad de fluorescencia en todos los
puntos de la altura del rectangilo. Asi, cbtenemos
intensidades de Tluorescencia en diféerentes
regiones cubriende toda la fibra.

B MNosmalizados los datos en las x |en % respecto al
comiena del ROH) obtendremos datos de la media
de intensidad de fluorescencia en
1,\‘_’ e 1. Citoplasma externo de la C5;

L O | 2. Mielina
N : D : e

Figura4.9.1. Métodosde cuantificaciéon delaintensidad de fluor escencia utilizados para comparar las
sefiales de fluorescencia de los distintos marcadores. En A se muestra el método de cuantificacion elegido
para unaregion especificay en B se muestra otro método que permite cuantificar diferentesregionesen la
fibranerviosa

4.9.4 Para @ estudio de la cantidad de nicleos, tamafio y estructura, objetivo especifico
4, se evaluaron los nucleos de varias fibras nerviosas para cada condicion experimental
mediante la marcacion de los mismos con Dapi. Posteriormente se reaizo la
cuantificacion analizando los nucleos que se ubicaban alrededor de fibras nerviosas. El
procesamiento de las imégenes para la obtencién de los datos consistio en generar una
imagen binaria, la cua permitio la seleccion automética de los nucleos para
posteriormente determinar su cantidad, cuantificar su &reay perimetro. Seutilizé unfiltro
que permiti6 laexclusion de niicleos menoresa 15 pm?y mayores que 120 um?. Aquellos
nicleos que aparecian superpuestos no fueron cuantificados. Respecto de la
cuantificacion de nucleos se realizo relacionando éstos con la cantidad de fibras nerviosas

presente en cada imagen.
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4.9.5 Para cumplir con la determinacion de la citoarquitectura glial y axonal, objetivo
especifico 5, se evalud la estructura de los componentes del citoesqueleto mediante
inmunomarcaciéon indirecta con anticuerpos especificos para los marcadores de
citoesqueleto: Tubulina (B-tubulina y Tubulina Acetilada), Actina (Falloidina) y
filamentos intermedios (Neurofilamentos livianos) en ambos genotipos y tratamientos.
Posteriormente se realiz6 la cuantificacion analizando los distintos dominios de la fibra
nerviosa periférica tal como se explicaen laFig. 4.9.1 B. Respecto de los microtubulos
se utilizd la relacion Tub. Acetilada/BetaTubulina de forma de medir la cantidad de
tubulina estabilizada. La marcacion con falloidina nos permitié también observar y

cuantificar los microfilamentos polimerizados excluyendo la actina monomeérica.

4.9.6 Para cumplir con € objetivo especifico 6 que incluyé la evaluacion de las
diferencias en lamielina de nervios ciaticos de ratones wt y TrJ en condiciones AL y en
respuesta a RC, se analizaron parametros morfométricos. Estos incluyeron: grosor
mielinico o area mielinica, distribucion de diametros de fibras mielinicas en nervio
ciético, factor g y densidad de fibras mielinicas.

En lafigura4.9.5 A se muestra como se cuantificaron e area mielinicay factor g. Para
tomar estas medidas fue necesario procesar las imagenes en Image J previo a la
cuantificacion. El procesamiento incluyé la transformacion de la imagen a 16 bit y e
gjuste del umbral para obtener unaimagen binaria. Esto permitio la seleccion de ROIs de
manera semi-automatica (Romero et al., 2000). Una vez seleccionados éstos y tomadas
las medidas, |as mismas fueron contrastadas con laimagen original de formade descartar
posibles artefactos. Los histogramas de frecuencia de los diametros fueron realizados
tomando los valores de diametros de los registros del area'y asumiendo circularidad en
las fibras. El grosor mielinico o &rea mielinica se determiné restando el area del axon al
areatotal delafibra. El factor g se determind usando la siguiente formula: didametro del
axon/ (diametro axdon + mielind) y tomando e didmetro mayor en ambos casos como
criterio. Para la obtencion de la distribucion de diametros, area mielinica y factor g se
tomaron alrededor de 600 medidas por condicion.

La cuantificacion de la densidad de fibras mielinicas se realiz6 utilizando € método de
las 3 ventanas en las imégenes sin procesar siguiendo |o establecido en latesis de Rosso,
2008 (Fig. 4.9.5b). Tres ventanas de 100um2 fueron utilizadas por imagen y dentro de

dlas se cuantificaron las fibras.
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Figura 4.9.6a. Esquema explicativo de como se procesaron las iméagenes para la cuantificacion del Area
Mielinicay factor g.

Figura 4.9.6b. Esquemaexplicativo del método de cuantificacion de 3 ventanas. ImagentomadadelaTess
de Rosso, 2008.

4.9.7 Para la evaluacion de la ultraestructura de la fibra nerviosa TrJ y wt mediante
microscopia electronica, objetivo especifico 7, se anaizd la misma cualitativamente
explorando la presencia y organizacion de agregosomas arededor de los nucleos,
vacuolas autofagicas y la estructura de la mielina en ambos genotipos en condiciones AL
y RC.
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5. Resultados

5.1 Evaluar la expresién de la proteina PMP22 en agregosomas perinucleares
asociados al citoesqueleto de vimentina y PMP22 total, en CS de fibras nerviosas

periféricaswt y TrJ alimentados AL.

La expresion de PMP22, fue analizada en dos condiciones. @) PMP22 formando
agregados resistentes a AF y b) PMP22 total.

a) Para determinar las condiciones del tratamiento con AF, se trabg6 con iguales
concentraciones de acido, poniéndose a punto los tiempos de desenmascaramiento para
lograr visualizar las formas perinucleares agregadas de PMP22. Tal como sedetallé enla
seccion anterior se utilizaron tiempos de 5, 10 y 15 segundos, |os resultados se muestran

enlafigura5.1.1.

Lasiméagenes con € tratamiento durante 5 segundos comienzan amostrar algunas sefial es
discretas arededor de los nacleos (Fig. 5.1.1 A). Al anadizar la relacion dominio
perinuclear/fibra (P/F) no se hallaron diferencias significativas entre ambos grupos
genotipicos (Fig. 5.1.1 B). A los 10 segundos se observa una clara marcacion alrededor
delos nucleos en ambos genotipos, sin embargo lamarcacion paralasfibras TrJ es mayor
(wt: 10,5+ 0,8; TrJ: 20,82 + 1,4). Al cuantificar larelacion se observo un significativo
incremento en lasfibras TrJ, €l cual se debe principalmente a incremento delaintensidad
de seia arededor de los nucleos (Fig. 5.1.1 C). Finalmente alos 15 segundos se observa
una clara marcacion de los agregados en ambos genotipos, las fibras TrJ presentan un
incremento de la sefid perinuclear y un aumento de la sefia en toda lafibra, en tanto en
wt e incremento es exclusivamente en la region perinuclear. Como consecuencia, €
tratamiento de 15 segundos de AF muestrala disminucién de larelacion P/F TrJ sobre la
P/F wt (Fig. 5.1.1 D). En base a estos resultados se creyd conveniente para evaluar los
agregosomas perinucleares, trabajar con tiempos de desenmascaramiento con AF de 10
segundos.

Otro pardmetro evaluado fue la relacion entre la cantidad de nucleos que presentaban
marcacion de PMP22 luego del desenmascaramiento sobre cantidad de nucleos totales
(Tablal1A). No se hallaron diferencias entre ambos genotipos en condiciones AL, pero

s ciertatendencia de incremento en el genotipo TrJ.
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Figura 5.1.1 Cinética de desenmascaramiento de agregados de PMP22 con AF. A: Las imagenes se
corresponden a proyecciones maximas de criosecciones de nervio cidtico inmunomarcadas para PM P22
(rojo) y Dapi (blanco) wt y TrJ tratadas previamente durante 5, 10 y 15 segundos con AF. B, C y D: Los
gréficos representan las medias de la relacion P/F de intensidad de fluorescencia de PMP22 para ambos
genotipos. Los asteriscos indican diferencias de * p<0,05 y ** p<0,001 entre genotipos dentro de cada
tratamiento.
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L os agregosomas perinucleares en las CS se han descrito como un sello intracelular del
metabolismo patolégico de CMT1E. En este sentido, € tratamiento con AF permitio
cuantificar las estructuras resistentes que se unian a anticuerpo contra PMP22 y que
nosotros consideramos agregados. El andlisis de la sefial muestra que su ubicacion se
corresponde mayoritariamente con regiones perinucleares. Comparando la sefial entre
ambos genotipos AL, es evidente unamayor intensidad alrededor de nlcleos TrJ respecto
aloswt (Fig 5.1.2 B). Estos resultados se confirman mediante la cuantificacion de la
sefid, donde laintensidad TrJ se encuentra incrementada en un 50% con respecto alawt
(WtAL: 16,24 + 1,05 UA vs TrJAL: 25,74+1,33 UA; p<0.001) (Fig 5.1.2 D).

b) La evaluacion de laintensidad de sefial de PM P22 total (sin desenmascaramiento con
AF) nos permiti6 visualizar la distribucion de la proteina en los diferentes dominios de la
fibra nerviosa. Si bien su sefia no es exclusiva de dominio gliales, nos acotaremos a
analizar estaregion de lafibra. La ubicacion celular de la proteina una vez sintetizada y
plegada, corresponde a regiones mielinicas, donde cumple su rol estructural, sin embargo,
no se observa sefiad del anticuerpo en estas regiones. La distribucién de la sefid a nivel
de dominios gliales, se localiza principalmente en el citoplasma externo de la CS. Se
observa ademés, una acumulacion de la sefial arededor delos nucleosen las CS defibras
nerviosas TrJ (Fig 5.1.2 A). Tal como se observa en las imagenes de la Fig. 5.1.2 y
confirman las cuantificaciones, la intensidad de PMP22 en dominios gliaes es
significativamente mayor en CS de ciaticos TrJ (WtAL: 20,62 + 0,29 UA vs TrJAL:
28,9610,72 UA; p<0.001), con un incremento aproximado del 30% (Fig 5.1.2 C).
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Figura 5.1.2 Distribucion e intensidad de PM P22 y de agregados de PMP22 en la CS. A: El panel
superior muestra proyecciones maximas de imagenes de criosecciones de nervio ciético inmunomarcadas
para PMP22 (verde) wt y TrJ en condiciones AL y RC. Ax indica dominios axonales, CS dominios gliales
y N indica nlcleos. B: En el panel inferior se muestran criosecciones previamente desenmascaradas con
AFwty TrJen condiciones AL y RC, donde se observa principal mente sefial del anticuerpo PMP22 (rojo)
arededor de los nicleos. En e panel inferior izquierdo de cada foto se seleccionaron nlcleos
representativos de cada condicion. C: El gréfico representa la media de intensidad de fluorescencia de
PMP22 en dominios gliales para ambos genotipos AL y bajo RC. D: El gréfico representa la media de
intensidad de fluorescencia de PMP22 en dominios perinucleares AL y bajo RC. Los asteriscos indican
diferencias de * p<0,05y ** p<0,001 entre genotipos dentro de un tratamiento y las cruces t p<0,05y tt
p<0,001 entre tratamientos dentro de un mismo genotipo.
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En acuerdo con los resultados obtenidos mediante el desenmascaramiento de las
criosecciones y marcacion con PM P22, también se evalud la sefid de Vimentina en los
dominios perinucleares. Ta como se observa en las imégenes de laFig.5.1.3 A, ambos
genotipos presentan cierta colocalizacion de las sefides de PMP22 y Vimentina. Esta
colocalizacion es mayor en los individuos TrJ. Complementando las imagenes, la
cuantificacion permitio observar niveles de fluorescencia de Vimentina 6 veces mayores
arededor delosnuicleos TrJ en comparacion con loswt (WtAL: 4,21 + 0,65 UA vs TrJAL:
26,27+1,25 UA; p<0.001) (Fig 5.1.3 B). Debido a que la cuantificacion de la sefia se
realizd6 con un desenmascaramiento previo de AF, la sefid persistente se encuentra
asociada alaregion periférica de los agregados.

A P PRP22

wt AL

Trd AL

B Media de intensidad de Vimentina
desenmascarada alrededor de la CS

30 *%
25
20
15 T
10 * %
5 | |
0 -
WIAL

TrJAL wtRC TrJRC

Figura 5.1.3. Vimentina y PM P22 desenmascaradas. A: El panel superior muestra proyecciones
maximas de imagenes de criosecciones desenmascaradas con AF de nervio cidtico inmunomarcadas
para Vimentina (verde), PMP22 (rojo) y la superposicion de ambas imagenes (amarillo) para los
genotiposwt (arriba) y TrJ (abajo) en condiciones AL. Latincion con Dapi (blanco) indicalos niicleos.
Las flechas indican regiones arededor delos nuicleos donde hay colocalizacion de ambas sefiaes. B:
El grafico representala media de intensidad de fluorescencia de Vimentina en dominios perinucleares
para ambos genotipos AL y bajo RC. Los dobles asteriscos indican diferencias ** p<0,001 entre
genotipos dentro de un mismo tratamiento y las cruces indican diferencias T p<0,001 entre los
tratamientos para el mismo genotipo.
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5.2 Evaluar cambios metabdlicos en CS de fibras nerviosas de ratones wt y TrJ
alimentados AL, consecuencia de la presencia de agregados, focalizandonos en la
activacion de las vias autofagica-lisosomal .

L as diferencias metabdlicas entre ambos genotipos en condiciones AL fueron evaluadas
utilizando marcadores de laruta autofagico-lisosomal. El andisis serealizo utilizando los
marcadores LC3 (del inglés Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3)
usualmente utilizado para evauar actividad autofagicay LAMP1 (del inglés Lysosomal -
associated membrane protein-1) utilizado como indicador lisosomal. El andlisis de los
marcadores se realiz0 principamente en regiones perinucleares de las CS para ambos
genotipos en condiciones AL y RC (Fig. 5.2.1 Cy E). Inicidlmente se evalud larelacion
entre la cantidad de nucleos que presentaban marcacion de LC3+ o LAMP1+ sobre
cantidad de nucleos totales (los nucleos clasificados dentro de los grupos LC3+ o
LAMPL+ eran aguellos que presentaban sefial del marcador en al menos % de la region
perinuclear, ver resultados en Tabla Il B y C). No se halaron diferencias entre ambos
genotipos en condiciones AL. Del andlisis cuditativo de las imégenes se aprecian
diferencias en lamarcacion de LC3, pero no enlade LAMPL. Al cuantificar estas sefiales
encontramos intensidades mayores de LC3 en CS de ratones TrJ respecto aloswt (WtAL:
8,3+ 0,3UA; TrJAL: 16,9+ 0,8 UA; p<0,001) (Fig. 5.2.1 D. Respecto ala cuantificacion
de la sefid de LAMP1 no se encontraron diferencias entre |os genotipos en condiciones
AL (WtAL: 8,1+ 0,5 UA; TrJAL: 8,3+ 0,3 UA) (Fig. 5.2.1 F).

Laevaluacion de la sefid de Ribosomas alrededor delos nlcleos se realizd con unadoble
funcion. Por un lado permite la evaluacion de la ribofagia glial y por otro permite
indirectamente observar la actividad de sintesis de proteinas en las CS. Las imagenes
sugieren unamayor marcacion en las CS wt respecto alas TrJ, dato que se confirmacon
lacuantificacion delasefia (WtAL: 26,96 + 1,54 AU; TrJAL: 13,02+ 0,72 AU; p<0,001).
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Tablall. Cantidad de nacleos PMP22, LC3y L AM P1 sobre nucleos totales en criosecciones de

nervio ciatico expresado en porcentaje (%).

Tratamientosy

. WtAL TrJAL wtRC TrJRC
Genotipos
(A) Nucleos PMP22+ 22,1436 30,139 12,6£3,1 15,8+3,5
(B) Nucleos LC3+ 18,0£7,4 24,0+8,9 24,4+11,5 33,436
(C) Ntcleos LAMPL+ 57,8155 70,0+11,4 74,3,£14,9 83,0£9,4

5.3 Evaluar € tratamiento de RC analizando lasfibras nerviosas periféricas de ratones
wt y TrJ, sometidos a este tratamiento, con los parametros analizados en los
objetivos2y 3.

Las figuras y los graficos de este objetivo especifico ya se han presentado anteriormente
(Fig, 5.1.1,5.1.2, 5.2.1y tablall), sin embargo corresponde a este objetivo especifico
su andlisis. Los resultados previos en condiciones AL muestran un panorama en el cual
encontramos un incremento en laintensidad de fluorescencia de agregados de PMP22 y
de PMP22 en general, asociado a mayor sefid de LC3 y menor de Ribosomas en las CS
de las fibras nerviosas periféricas TrJ respecto al wt. LAMPL, sin embargo, no mostré

unaexpresion diferente asociada en relacion a genotipo.

En respuesta a tratamiento de RC, cuando evaluamos las estructuras resistentes a la
accion del AF, observamos una disminucion marcada de la sefial de PMP22 en regiones
perinucleares en ambos genotipos (WtRC: 11,0 £ 0,37 UA; TrJRC: 13,7 + 0,69 UA),
desapareciendo las diferencias entreellos(Fig5.1.2 B y D). Siguiendo en lamismalinea,
hay unadrasticadisminucién delaintensidad de Vimentinaen ambos genotipos al rededor
de los nucleos bajo RC, que avalan la disminucion de los agregados (WtRC: 2,78 + 0,45
UA; TrJRC: 7,85 + 0,84 UA; p<0,001) (Fig. 5.1.2 B). En concordancia con estos
resultados, la expresién de PM P22 en dominios gliales mostré una expresién mas discreta
y puntiforme de PMP22, con disminucion de los grandes agrupamientos citoplasmaticos
presentes en los ratones TrJ AL. Al cuantificarse esta sefid se observa una disminucion
notoriaen laintensidad en ambos genotipos, que acercasusdiferencias (WtRC: 14,51 £
0,22 UA; TrJRC: 17,11 + 0,20 UA; p<0.05).

La respuesta en la sefial de LC3 a la RC consistié en un incremento discreto en su
intensidad de sefial en ambos genotipos (WtRC: 20,5 £ 0,9 UA, p<0,001; TrJRC: 21,6 =
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0,9 UA; p<0,05). Este incremento es menos evidente en el genotipo TrJ, sin embargo no

hay diferencias genotipicas en larespuesta a tratamiento (Fig 5.2.1 Cy D).

Laintensidad de LAMP1 sufrié un incremento en ambos genotipos (WtRC: 12,2 + 1,2
UA, p<0,001; TrJRC: 17,4 = 1,4 UA; p<0,001), mostrando los individuos TrJ una
respuesta mas robusta con €l tratamiento de RC (Fig5.2.1 Ey F).

Ambos genotipos responden disminuyendo la intensidad de fluorescencia de Ribosomas
en regiones perinucleares en respuesta a la dieta restringida (WtRC: 10,3 = 0,64UA,
p<0,001; TrJRC: 6,12 +0,33 UA; p<0,001), a pesar de elo siguen manteniendo las
diferencias genotipicas (p<0,05) (Fig.5.2.1 Ay B).

5.4 Estudiar la cantidad, morfologia y tamafios de nucleos de las CS en las fibras

nerviosas periféricas de ratoneswt y TrJ alimentados AL y bajo RC.

A pesar de que ya se han presentado varias imagenes donde se muestra la sefia de Dapi,
en este objetivo nos enfocamos particularmente en su estudio. El andlisisinicial consistio
en determinar la existenciade unarelacion entre el nimero de nlcleosy el genotipo, en
condiciones AL, tal como se hareportado en laliteratura (Henry, 1983). En nuestro caso,
se observé que e nimero de nucleos respecto a nimero de fibras es 3 veces mayor en
TrJqueenwt (WtAL: 1,1+ 0,1; TrJAL: 3,3 £ 0,4; p<0,001). Luego dd tratamiento de
RC se observé una disminucion no significativa en los nervios TrJ y un aumento en los
wt respecto del tratamiento AL (WtRC: 1,5 + 0,4; TrJRC: 2,9 + 0,3; p<0,05) (Fig.5.4.1
B). A pesar de €llo, las diferencias entre genotipos en condiciones de RC son menores
que las observadas en condiciones AL. La figura 5.4.1 muestra los nucleos de cada

genotipo bajo cada tratamiento, asi como |os datos mencionados.
Respecto de las dimensiones de los nicleos, considerando €l areay € perimetro, no se

encontraron diferencias genotipicas ni efectos del tratamiento. Sdlo las fibras wt

incrementaron levemente su area (Fig.5.4.1 C).
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B Relaciéon Nucleos/ Ntimero de Fibras C Area y Perimetro de ntcleos
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Figura 5.4.1 Andlisis de cantidad y dimensiones de los nlcleos. A: Las imagenes se corresponden con
proyecciones maximas de criosecciones de nervio ciético marcadas con Falloidina (rojo) y Dapi (blanco)
wt y TrJ en condiciones AL y RC. B: El gréfico representa la media de cantidad de nucleos por fibra
nerviosas para ambos genotipos AL y bajo RC. C: Los asteriscos indican diferencias de * p<0,05 y **
p<0,001 entre genotipos dentro de un tratamiento y las cruces Tt p<0,001 entre tratamientos dentro de un
mismo genotipo.

5.5 Estudiar la citoarquitectura en las fibras nerviosas periféricas de ratoneswt y TrJ,

alimentados AL y sometidos a RC.
Parallevar adelante este andlisis se evaluaron distintos componentes del citoesquel eto.

Microfilamentos. Parael andisisdelos microfilamentos se estudi¢ ladistribucion de los
mismos con la utilizacién de una sonda (Falloidina) que se une a microfilamento
polimerizado y se observaen lafigura5.4.1A. En condiciones AL laintensidad de sefial
de Falloidina es mayor en las fibras TrJ tanto en dominios gliales como axonaes (CS:
WtAL: 14,05 + 0,16 UA; TrJAL: 18,65 + 0,26 UA; p<0,001 y Ax: wtAL: 16,30 + 0,17
UA; TrJAL: 30,78 £ 0,41 UA; p<0,001) (Fig.5.5.1 B). Si comparamos lasrelaciones entre
ambas sefiales medidas a la misma altura de la fibra (excluyendo nodos, ISL y nucleos)
se observa que la intensidad en los dos dominios no varia notoriamente en el genotipo
wt (Relacion intensidad CS/Ax=1,16) pero si 1o hace en los TrJ (Relacion intensidad
CS/Ax=1,65). Larespuesta a tratamiento de RC del citoesqueleto de actina parece ser
genotipo especifica: mientras las fibras wt disminuyen su intensidad en ambos dominios
(CS: wtRC: 8,31 £ 0,07 UA p<0,001y Ax: wtRC: 10,79 + 0,09 UA p<0,001), lafibras
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TrJ muestran un incremento de la intensidad en dominios gliales y una disminucion en
dominios axonales (CS: TrJRC: 20,91 + 0,42 UA p<0,001y Ax: TrJRC: 25,64 + 0,52
UA p<0,001) (Fig.5.5.1 B). A pesar de presentar diferentes respuestas a tratamiento de

RC, d evaluar lardacion intensidad de fluorescenciade actinaen CS/AX, se observauna

homogeneizacion de la respuesta de ambos genotipos (Relacion intensidad CS/Ax
wt=1,29y TrJ=1,22).
A

wit AL Trd AL

Phalloidin

wt TR Trd TR

Phalloidin

B Distribucién de intensidad de F-Actina en la fibra
mielinica en condiciones AL y RC

B Dpominio glial ] Dominio axonal
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Figura 5.5.1 Distribucion de microfilamentos en las fibras mielinicas periféricas del nervio ciatico.
A: Lasiméagenes se corresponden con proyecciones maximas de criosecciones de nervio ciatico marcadas
con Faloidina(rojo) wty TrJen condiciones AL y RC. Lasflechasindican ISL en todas las condiciones.
B: El gréfico representalamediadeintensidad de fluorescenciade Fall en dominios glialesy axonales para
ambos genotipos AL y bajo RC. Los asteriscos indican diferencias de ** p<0,001 entre genotipos dentro
de un tratamiento Yy las cruces Tt p<0,001 entre tratamientos dentro de un mismo genotipo.
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Filamentos Intermedios. Otro aspecto evaluado fueron los filamentos intermedios,
complementando €l andlisis de laexpresion de vimentina, en relacion alos agregosomas
perinucleares (figura 5.1.2). Nos enfocamos en € andlisis de la expresion de los
neurofilamentos, mediante € estudio de su subunidad menor (Neurofilamento 68, Nf-68).
Estas iméagenes no selograron tomar con los mismos valores de PMT, debido aque no se
encontrd un valor que permitieralavisualizacion correctade este marcador paratodaslas
condiciones. Para observar la expresion de este marcador en condiciones de RC, se debid
incrementar el valor del PMT, lo cua indico inicidmente una disminucion en su
expresion. Por este motivo se evalud laintensidad en condiciones AL y luego en RC. Si
bien el Nf68 es un marcador neuronal, en nuestro grupo ya se ha observado marcacién de

este anticuerpo en regiones gliales y agui observamos también marcacion glial.
A witAL

wiRC TrdRC C
Distribucion de intensidad de NT-68 en La fibra en
condiciones de R
B Domine gisl Dioming meonal
Cyri -
100
wiCR Trd CR
Nf68 /

Figura5.5.2 Distribucion de Neur ofilamento 68 en las fibras mielinicas periféricas del nervio ciatico.
A: Las iméagenes se corresponden con proyecciones maximas de criosecciones de nervio ciatico marcadas
con Neurofilamento 68 (azul) y BTubulina (verde) wt y TrJ en condiciones AL y RC. B: El gréfico
representa la media de intensidad de fluorescencia de Nf68 en dominios gliales y axonales para ambos
genotipos AL. C: El gréfico representalamediade intensidad de fluorescenciade Nf68 en dominiosgliales
y axonales para ambos genotipos RC. Los asteriscos indican diferencias de ** p<0,001 entre genotipos
dentro de un tratamiento.

Distribucitn de intensldad de MI-68 an la Nibm en
condickones AL

B Domink glis Gomine mona

TrJAL B
i

wi AL Trd AL
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Se observa una marcacion diferente para ambos genotipos. Mientras |os wt presentan una
sefial casi continua del marcador a nivel axonal, los axones TrJ parecen tener una sefid
mas particulada (Fig.5.5.2 A y B). Laintensidad de fluorescencia mostrada por las fibras
TrJ en regiones gliales es mayor y en dominios axonales es menor respecto alaswt (CS:
WEAL: 19,44 + 1,52 UA, Ax: WtAL: 285,34 + 11,48 UA; CS: TrJAL: 69,28 + 2,67 UA,
p<0,001, Ax: TrJAL: 223,50 £ 11,36, p<0,001). El tratamiento de RC mantiene & perfil
de las intensidades, diferenciandose a nivel axona con una mayor disminucién de la
intensidad de la sefial en las fibras TrJ respecto alaswt. A nivel de dominios gliales no
se encontraron diferencias genotipicas bajo RC (CS: wtRC: 76,0 = 3,40 UA, Ax: wtRC:
313,7 £ 13,5 UA; CS: TrJRC: 74,56 + 3,37 UA, Ax: TrJAL: 143,45 + 11,36, p<0,001)
(Fig.5.5.2C)

Microtabulos. Para el andlisis de los microtubulos se decidio utilizar la relacion entre
intensidad de fluorescencia de Tubulina Acetilada sobre B Tubulina como un indicativo
de lacantidad de tubulina que se encuentra estabilizada. Estarelacion fue evaluadatravés
de los diferentes dominios de la fibra nerviosa. Las iméagenes de las superposiciones de
ambos marcadores indican que en condiciones AL las fibras wt presentan una mayor
colocalizacion entre ambos marcadores respecto a 1o observado en & genotipo TrJ
(Fig.5.5.3 A). A suvez, ladistribucidn de latubulina acetilada en los TrJ es difusa, no
acotandose a dominios especificos, e incluso invadiendo parcialmente regiones
mielinicas. En condiciones de RC, ambos genotipos parecen disminuir mayoritariamente
su intensidad de Tubulina Acetilada y parece observase una mayor colocalizacion en los

nervios TrJ bajo RC, lo cual podriaindicar unamejor estructuracion delos microtubul os.

Resultado de la cuantificacion de ambas sefiales y de larelacidn entre ambas, se observa
una mayor relacion en dominios gliales en ambos genotipos en condiciones AL.
Asimismo, las fibras TrJ presentaron una relacion significativamente mayor respecto a
las fibras wt en éstos dominios (CS: wtAL: 1,47 + 0,02; CS: TrJAL: 2,36 = 0,04;
p<0,001). A nivel axona no hay diferencias genotipicas (Ax: wtAL: 0,78 £ 0,01; Ax:
TrJAL: 0,92 + 0,02). En condiciones de RC, las cuantificaciones muestran una
disminucion de la relacion en ambos genotipos en dominios gliales (CS: wtRC: 1,13 +
0,03; CS: TrJAL: 1,13 + 0,02) y un pequefio incremento a nivel axonal en e genotipo
TrJ (Ax: wtRC: 1,24 + 0,02; Ax: TrJAL: 0,99 £+ 0,01; p<0,001).
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Ac. Tubulin

wit AL Trd AL wt CR Trd CR

B Relacion entre la intensidad de Tubulina Acetilada /
Tubulina en la fibra mielinica
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I I v o S
WtAL TrJAL wtRC TrJRC

Figura 5.5.3 Distribucién de microtibulos en las fibras mielinicas periféricas del nervio ciatico. A:
Las imagenes se corresponden con proyecciones maximas de criosecciones de nervio ciatico marcadas con
B Tubulina (verde) , Tubulina Acetilada (rojo) y la superposicion de ambos marcadores wt y TrJ en
condiciones AL y RC. Ax muestra dominios axonales, CS dominios gliales. B: El gréfico representa la
relacién entre laintensidad de fluorescenciade TubAcet / 3 Tub en dominios gliales y axonales para ambos
genotipos AL y bajo RC. Los asteriscos indican diferencias de ** p<0,001 entre genotipos dentro de un
tratamiento vy las cruces t1 p<0,001 entre tratamientos dentro de un mismo genotipo.
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5.6 Analizar la morfologia y estructura de la mielina en las fibras mielinicaswt y TrJ
AL. En comparacion con estos, se estudiaron los cambios en la mielina en
respuesta al tratamiento de RC.

La determinacion de los pardmetros morfomeétricos nos permite apreciar |os cambios en
la morfologia del nervio ciético asi como los cambios presentes en las fibras nerviosas
periféricas en todas las condiciones experimental es.

Diametro de la Fibra. En condiciones AL se observan diferentes perfiles en los
histogramas de frecuencia de los didmetros de las fibras mielinicas paranervioswt y TrJ
(Fig. 5.6.1 A y B). Mientras las fibras wt muestran una distribucién bimodal con dos
maximosen losdiametrosde 10-12 y 16-18um, los nervios TrJ presentan unadistribucion
unimodal con una maxima en didmetros de 6-8um y una disminucion en los diametros
mayores a estos valores, salvo paralas fibras de gran didmetro donde hay un incremento
sobre las wt. Como resultado del tratamiento de RC, ambos genotipos modifican sus
histogramas. Los nervios wt pasan a tener una distribucién bimoda mas evidente (con
maximos en 10-12 y 18-20um). Por su parte, 1os nervios TrJ muestran una distribucion
posiblemente unimodal centrada alrededor de didmetros de 10-12um. Las imagenes
muestran claramente un menor grosor en lasfibras TrJ respecto alaswt y parecen indicar
un incremento en € grosor luego del tratamiento (Fig. 5.6.1 C).
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Figura 5.6.1 Distribucion de diametros de fibras mielinicas en nervio ciatico. A y B: Los gréficos
corresponden a histogramas de frecuencia de didmetros wt (blanco) y TrJ (negro) presentes en nervios
ciéticos AL (A) y de ratones sometidos a RC (B). Las fotografias mostradas en C corresponden a cortes
trasversales de nervios ciéticos representativas de todas las condiciones experimental es.
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Factor g. Respecto a este, se observd un incremento en las fibras mielinicas TrJ en
comparacion laswt (WtAL: 0,41 + 0,001 pum; TrJAL: 0,42 + 0,001 um; p <0,0001). En
respuesta a RC, disminuy6 €l factor g, indicando un incremento en el grosor mielinico.
Este incremento es més evidente en €l genotipo TrJ (p<0,0001). Las diferencias en €
factor g entre ambos genotipos son menores luego del tratamiento (WtRC: 0,39 + 0,001
um; TrJRC= 0,39 £ 0,001 pum; p=0,02) (Fig. 5.6.2 A). En concordancia con estas
medidas, cuando se analizan los resultados de la cuantificacion de areas mielinicas en
diametros menores a 18 um, se observa unamayor area ocupada por mielinaen lasfibras
wt respecto alas TrJ en condiciones AL (WtAL= 89,2 + 2,02 um?; TrJAL= 58,66 + 1,80
um?; p<0,001). El tratamiento de RC, tiene efectos sobre € &rea ocupada por lamielina
en el genotipo TrJ, € cual se observd incrementado respecto a TrJ AL (TrJAL= 58,7 +
1,8 um?, TrJCR= 69,1 + 1,4 um?, p<0,0001) (Fig.5.6.2 B). En relacion aladensidad de
fibras mielinicas en €l nervio ciético, los resultados indican que hay una mayor presencia
de fibras mielinicas en € genotipo wt respecto al TrJ en condiciones AL (wt=45,1+ 2,2
fibras per 100 pm?; TrJ=35,4 + 1,3 fibras per 100 um?, p<0,001). Luego del tratamiento
de RC, las diferencias genotipicas se mantienen (wWtCR= 51,7 + 1,4 fibers per 100 pm?;
p<0,05 and TrJCR= 39,5 + 1,4 fibers per 100 pm?; p<0,001). A pesar de ello, ambos
genotipos incrementan su densidad (p<0,05) (Fig. 5.6.2 C).
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Figura 5.6.2 Parametros morfométricos de fibras mielinicas en nervio ciatico. A: Gréfico de medias
defactor g parafibraswt y TrJAL y RC. B: Gréfico de mediasde Areamielinicaparafibraswty TrJAL
y RC. C: Gréfico de medias de densidad de fibras mielinicaswty TrJAL y RC. . Los asteriscosindican
diferencias de * p<0,05y ** p<0,001 entre genotipos dentro de un tratamiento y las cruces t p<0,05y tt
p<0,001 entre tratamientos dentro de un mismo genotipo.
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5.7 Analizar cualitativamente la ultraestructura dela fibra nerviosa TrJ y wt AL y bajo
RC.

El andlisis de la ultraestructura nos permitio observar con mayor resolucion la estructura
delamielinay confirmar la presencia de estructuras tales como agregosomas y vesiculas
de laruta autofagica-lisosomal, que ya habian sido analizadas mediante la utilizacion de
marcadores especificos. Asimismo, esta técnica nos permitié observar la ultraestructura
de la MEC, la cua en los cortes semi-finos ya se mostraba diferente para ambos

genotipos.

Las fibras wt y TrJ en condiciones AL mostraron diferencias notorias en sus grosores
mielinicos, donde el genotipo TrJ, tal como se cuantificd en el objetivo especifico anterior
y se hareportado en la literatura, presenta un adel gazamiento mielinico. Lafigura5.7.1
ilustralo mencionado. Ademas hay una mejor organizacion mielinica en los nervios wt,
tanto a nivel de la mielina compacta, como a nivel de la mielina laxa (ISL).
Adicionamente se observé unalalédminabasa y MEC bien estructuradas en este Gltimo
genotipo. A diferenciade éste, en las fibras TrJ la mielina compacta estaba adel gazada y
laldminabasal expandida se uniaaunaMEC laxay mal organizada. Asi mismo, se pudo

observar en el genotipo TrJla presenciade un citoesqueleto glial también més expandido

con presencia de estructuras vesiculares alrededor de lamielina.
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Figura 5.7.1. Las fibras nerviosas periféricas de ratones de genotipo wt y TrJ alimentados AL. Las
fibras nerviosas wt (A y B) muestran una mielina bien organizada tanto en regiones compactas (B, mc)
comolaxa(A, id).Laldminabasal (Ib) y lamatriz extracelular (mec) estén bien estructuradas en el genotipo
wt. En las fibras TrJ (C, D y E) la mielina compacta esta adelgazada, la |&mina basal parece levemente
hinchaday la matriz extracelular es muy laxay mal organizada. isl: incisuras de Schmidt-Lanterman; col:
coldgeno.Las barras representan en A, B, C y D: 250nm; en E: 500nm.

En condiciones de RC, lasfibras nerviosas wt presentaron buena estructuracion mielinica
a nivel de la mielina compacta y laxa y se observé un incremento de las estructuras
vesiculares a varios niveles, observando presencia de vesiculas a nivel glia (no se
muestran en las figuras), axonal y en las fibras amielinicas (Fig. 5.7.2). A diferencia de
esto, las fibras nerviosas TrJ presentaron en general una mejor estructuracion mielinica.
A pesar de la disminucién observada en la presencia de agregados, aln se observaron
algunos, cuya estructura coincidié con lo reportado previamente presentando un material
denso rodeado por un halo de vimentina a su alrededor (Fortun et al., 2003). Ademas se
detectan estructuras vesiculares y 1o que podrian ser fagoforos y autofagosomas con
distintos grados de maduracion (Fig. 5.7.2). La presencia de estructuras que aternan la
mielina compacta y tiene apariencia de semi-incisuras fue un observacion frecuente que
también pudo observarse en e genotipo wt, pero siempre en respuesta a tratamiento de
RC.
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Figura 5.7.2. Las fibras nerviosas periféricas de ratones de genotipo wt y TrJ bajo RC. Las fibras
nerviosas wtRC (A y B) muestran una mielina bien organizada tanto en regiones compactas (B) como laxa
(A). Enlasfibras TrJRC anivel mielinico se observala mielinaalin adel gazada, presencia de agregados (A
y D) y estructuras vesiculares junto a autofagosomas en diferentes estados de maduracién (By C). En (Ey
F) se observa una estructura que fue frecuentemente observaday podria corresponderse con hemi-incisuras.
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6. Discusion

La presente tesis de maestria analiza los efectos de un tratamiento de RC leve sobre €l
SNP en ratones normales y en condiciones neurodegenerativas cronicas (TrJ). Parallevar
a cabo este andlisis iniciamente se debieron determinar las diferencias genotipicas
atendiendo varios aspectos particulares de la fibra nerviosa, tales como la presencia de
agresomas PMP22 en CS y expresion de esta proteina a nivel glial, niveles basales de
activacion de la ruta autoféagica-lisosomal y la citoarquitectura de la fibra, incluida la
mielina. Analizados estos, mediante la utilizacion de diferentes técnicas de microscopia,
logramos determinar las condiciones genotipicas inicides que nos permitieron
posteriormente evaluar |os efectos del tratamiento sobre lafibra nerviosa.

6.1 Los perfiles de expresion de PMP22 en los nervios TrJ difieren de los wt y ambos

cambian drasticamente en respuesta a la RC.

La presencia de agregados proteicos ricos en PMP22 fueron puestos en evidencia en
ambos genotipos, siendo notoriamente mayores en |os ratones portadores de la mutacion
L16P (TrJ). En este sentido, se observo un incremento del 50% en laintensidad de PM P22
agregada en los TrJ respecto de los wt. La presencia de agregados de menor tamafio e
intensidad de PMP22 en € genotipo wt fue detectada en nuestros estudios. En acuerdo
con estos resultados, se han observado agregosomas de PMP22 en condiciones wt bajo

condiciones de inhibicion del proteasoma (Ryan et al., 2002).

El método de evaluacion seleccionado para determinar los agregados de PMP22
(digestion con AF), permitio detectar a los 10 segundos las estructuras buscadas en
regiones pericentriolares/perinucl eares principamente en e genotipo TrJ. Si continuamos
ladigestion (tratamientos de 15 segundos) observamos al igua que en el tiempo anterior
una intensidad de sefial de PMP22 en e genotipo TrJ mayor a la wt, sin embargo se
comienzan a visualizar otras estructuras agregadas dispersas en la fibra nerviosa y no
acotadas al dominio perinuclear. Esto explica € cambio en la relacion P/F (intensidad
perinuclear/intensidad de la fibra) observada cuando pasamos de 10 a 15 segundos de
tratamiento. Las estructuras resistentes que aparecen con tratamientos con AF de 15
segundos podrian corresponderse con los pequefios agregados  (oligdbmeros y/o

multimetros). En este sentido, en general la agregacion proteica resulta de proteinas que
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se unen en una conformacion anormal, llevando a la formacion de intermediarios
oligoméricos (Merlini et al., 2001). Estos intermediarios se agregan y pueden madurar en
pequefios agregados proteicos, 10s cuales, estructurados o no, continlan creciendo y
multimerizando en grandes agregados o inclusiones (Kopito, 2000). Estos grandes
agregados coalescen en los agregosomas 0 agresomas. Su ubicacion es pericentriolar,
conteniendo proteinas mal plegadas, ubiquitinizadas, las cuaes serdn rodeadas de
filamentos intermedios como vimentina o keratina (Johnston et al., 1998; Kopito, 2000),

como ya hemos sefial ado.

El criterio utilizado por nosotros para la evaluacion de los agregados consistio en buscar
en regiones perinucleares areas resistentes a la degradacion con AF junto ala presencia
de vimentina arededor de ellos. Los controles realizados con Falloidina no presentaron
sefial alguna en ninguno de los tiempos (datos no mostrados), lo cual evidencia la
actividad del AF sobre la estructura de la fibra. Otros investigadores han utilizado otros
criterios como la doble marcacién de PMP22 y Ub, ubicacion perinuclear, diametros
mayor al umy exclusion de ER y Golgi (Notterpek et al., 1999b). Sin embargo, ambos
criterios confluyen en un Unico resultado, que consiste en una mayor agregacion en fibras

nerviosas TrJ respecto de las wt.

Adicionalmente y considerando € halo de vimentina que sostiene a los agregados de
PMP22, fue determinada la sefial de vimentina en los dominios perinucleares. Si bien €
tratamiento con AF degrada muchas de las estructuras alli presentes, en concordanciacon
los resultados previos de PM P22, encontramos una cantidad de vimentina en las fibras
TrJ 6 veces mayor sobre lawt.

Mas ala del incremento en laintensidad de sefial de PMP22 en e genotipo TrJ, lo cual
nos habla de la mayor presencia 'y cantidad de agregados en este genotipo, también se
evalud s los nervios ciéticos del genotipo TrJ presentaban una mayor proporcion de CS
con agregados en relacion a los nacleos de CS totales. A pesar de no encontrarse
diferencias significativas en la cantidad de nicleos PM P22+ entre fibraswt y TrJ, si se
observo una tendencia a incremento en fibras TrJ. Esta cantidad de nucleos marcados
para PMP22 disminuyen bajo RC, sin embargo continuamos sin encontrar diferencias
significativas en estos datos. En este sentido creemos que €l criterio utilizado fue un
criterio que solo nos permiti6 cuantificar agregados de gran tamafio y eso influy6 en los
resultados obtenidos. De todas formas otros investigadores han observado una cantidad
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aproximada de 28% de agregados perinucleares en nervios adultos TrJ AL (Fortun et al.,

2005), lo cua concuerda con nuestros resultados del 30%.

La utilizacion de un segundo método de cuantificacion de PMP22 permiti6 cuantificar la
sefial en e citoplasma externo de dominios gliales. Estos resultados son coincidentes con
los previos, sin embargo €l dominio cuantificado fue otro, lo cual brinda informacion
adicional. Ambas sefidles de PMP22 mantienen € mismo perfil encontrando una
disminucion en laintensidad de los wt respecto alos TrJ del 30%. Debido ala naturaleza
hidrof bica de la proteinade membranay asu funcion estructural, lamisma es sintetizada
en € reticulo endoplasmatico rugoso, después pasa a Golgi donde es glicosilada y
mediante vesiculasllegaalamembrana. El andlisis de estos resultados permite evaluar la
cantidad de proteina presente en € citoplasma glial. Alli, PMP22 puede estar siendo
asistida para su replegamiento por chaperonas, marcada para la degradacién o formando
oligdbmeros o0 multimetros. La cuantificacion de la proteina en estos dominios asi como la
cuantificacion de la proteina en agregados de PMP22, pone en evidencia un notorio
incremento y acumulacion de la proteina en condiciones TrJ. Estos resultados son
coincidentes con publicaciones previas de nuestro grupo (Kun et al, 2012b; Rosso €t al,
2012) asi como con reportes de otros investigadores (Notterpek et al., 1999b; Ryan et
al., 2002; Rangargju et al., 2008). En respuesta a tratamiento de RC, las disminuciones
anivel de PMP22 resultan evidentes y se observan tanto a nivel de los agresomas como
anivel citoplasmatico. La primeradisminucion podriarelacionarse conincrementosen la
macroautofagia y degradacion lisosomal, tal como indican los incrementos en los
marcadores LC3 y LAMPL. En concordancia con estos resultados, los ratones TrJ frente
a un tratamiento de Ayuno intermitente responden disminuyendo la frecuencia de
agregados en un 50% (Madorsky et al., 2009). La disminucion a nivel citoplasmético
podria estar indicando otras respuestas al tratamiento que implican tipos alternativos de
autofagia que nosotros alin no hemos evaluado. En este sentido, se ha observado que a
consecuencia de tratamientos de RC también se potencialarespuestade las HSPs (Sel sby
et al., 2005). Estas promueven in vitro €l correcto plegamiento y la disminucién en la
agregacion de PMP22 en model os de sobrexpresion (Rangargju et al., 2008). A pesar de
que nuestro modelo es diferente y la PMP22 TrJ portadora de la mutacion puntual no
lograra plegarse correctamente, la potenciacion de estas chaperonas podria colaborar con

el plegamiento de otras proteinas con las cuales PMP22 dimeriza o multimeriza,
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arrastrandolas hacia los agregados, colaborado asi con e mantenimiento de la

homeostasis de la CS.

A pesar de que nos acotamos a andizar la expresion de PMP22 exclusivamente en
dominios gliales, es notoria la presencia de la proteina en dominios axonales. En este
sentido, se ha reportado la expresion de PMP22 en varios tgidos y tipos celulares, e
inclusive se ha descrito la expresion en las neuronas motoras espinales a baos niveles
durante el desarrollo y la adultez (Parmantier et al., 1995; 1997). Adicionamente, un
estudio reciente mostré que la sobreexpresion de PMP22 incrementa |la pérdida de
neuronas motoras en ratones, sin embargo |as deficiencias en esta proteina no aterarian
el nimero de neuronas motoras jovenes (Nattkamper et al., 2009). A pesar de haber sido
poco se considerada en la literatura la expresion de PMP22 a nivel axonal, sus cambios
podrian contribuir con € proceso neurodegenerativo de los nervios TrJ. Nuestros
resultados indican que € tratamiento de RC influyé en este dominio disminuyendo

significativamente la intensidad en ambos genotipos (datos no mostrados).

6.2 Las rutas autofagica-lisosomal se encuentran alteradas en los nervios TrJ y

responden al tratamiento incrementando su flujo en ambos genotipos.

El incremento en laintensidad de LC3 en € genotipo TrJ en condiciones AL observado
en nuestros andlisis, coincide con resultados previos donde se indica que la presencia de
desmielinizacion y proteinas dafiadas en agregados, induciria la aparicion de
autofagosomas rodeando estas estructuras (Notterpek et al., 1997). Complementando esta
informacion, se han observado perfiles autofagi cos numerosos en los nervios TrJ (Fortun
et al., 2003). Asimismo, CS de otros modelos murinos con alteraciones genéticas en
PMP22 (C22, sobreexpresion del gen) muestra una elevadainmunoreactividad para Atg7
(proteina que participa en la formacién del autofagososma) y en algunos casos
colocalizacion con los agregados de PM P22 (Robertson et al., 1999).

A pesar de encontrar LC3 incrementada en TrJ, no se observaron diferencias
significativas entre |os genotipos en condiciones AL en lamarcacion para LAMPL. Esto
podriaindicar un transito de la ruta autof agica lisosomal defectivo en el genotipo TrJ (en
lafigura 6.2 se observacomo es d flujo normal de laruta autofagica-lisosomal, asi como
lo que podria estar sucediendo en nuestro modelo experimental). EI incremento en LC3

no correlacionado con un incremento de LAMP1 en TrJ podriaestar evidenciando anivel
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celular un aumento de la cantidad de autofagososmas, los cuales no podrian ser
degradados por mecanismos que desconocemos actualmente y que no ha sido reportados
por otros investigadores.

En desacuerdo con nuestros resultados, otros trabajos muestran un incremento de este
marcador lisosomal en homogeneizados de nervios TrJ respecto a los wt, asi como en
C22 (Notterpek et al., 1997; Fortun et al., 2006). En nuestra opinion estas diferencias
podrian deberse, a menos parciamente, a la metodologia utilizada, dado que en la
homogeneizacion de los nervios entran otros dominios celulares y otras células (axon),

diferentes alas regiones especificas que hemos analizado nosotros.
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Figura 6.1. Modelo esquematico mostrando lainduccion de laformacion del autofagosoma cuando hay un
flujo normal en la macroautofégia (A). Se muestran ademas las vesiculas intermediarias aclarando que
intermediario indicacada marcador utilizado. Asi mismo, en (B) se muestra que sucede cuando €l flujo esta
bloqueado o es limitado, lo que resulta en el incremento del nimero de autofagosomas. Figura tomaday
modificada de Klionsky et al., 2012.

A pesar del aumento observado a nivel basal en LC3 de CS TrJ, se ha observado que la
activacion de la ruta autofagica-lisosomal en nervios adultos neuropéticos es incapaz de
degradar todos los agregados, los cuales tarde o temprano terminarian acumulandose
(Fortun et al., 2003). Por este motivo potenciar alin mas esta respuesta puede hacer la
diferencia. Esta activacion basal presente en los nervios TrJ puede explicar por qué en

respuesta a RC laintensidad de LC3 TrJ no se incrementatanto como lawt. A diferencia
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de esto larespuestalisosomal es més robustaen los TrJ, los cuales en condiciones basales

presentan igual intensidad que los wt.

No se observaron diferencias genctipicas en cuanto a la cantidad de nucleos
inmunomarcados para ambos marcadores. Dado que larespuestaal tratamiento de RC es
sistémica e incluye atodas las células, se esperaba obtener un aumento en la cantidad de
nucleos LC3 y LAMP+. Creemos que la discrepancia entre estos resultados y los
esperados, a igua gue en la cuantificacion anterior para nicleos PM P22+, pueden ser
consecuencia de un criterio muy estricto alahora de definir los niicleos positivos parala

sefid de cada uno de | os anticuerpos.

La marcacion para ribosomas es mayor en el genotipo wt respecto a TrJ en condiciones
AL. La disminucion en los niveles de intensidad de ribosomas en nervios TrJ, podria
relacionarse con la mayor intensidad de LC3, debido a que & aumento en la autofagia
reduce los niveles de ribosomas (Cebollero et al., 2013). En respuesta a tratamiento de
RC hay una dréstica disminucién de la cantidad de Ribosomas en ambos genotipos. La
ribofégia que ocurre como consecuencia de la deprivaciéon de nutrientes es un hecho
frecuente. Puede ocurrir de forma selectiva 0 como consecuencia del secuestro de un
cargo citoplasmatico donde azarosamente se encuentren ribosomas. Laimportanciade la
degradacion de los ribosomas durante la restriccion de nutrientes radica en generar una
disminucion en la traduccidn proteica, proceso celular que consume grandes cantidades
de energia (Cebollero et al., 2013). A un nivel méas general todos |os procesos catabdlicos
se ven favorecidos frente a los procesos anabdlicos. Adicionalmente, el hecho de que los
ribosomas constituyan la mitad de la masa proteica celular, llevaa que la degradacion de
estos, represente una de las mayores fuentes de AA durante los tiempos de restriccién
(Warner, 1999).

Las disminuciones en la intensidad de PMP22 desenmascarada y sin desenmascarar,
vimentinay ribosomas asociadas a incremento en LC3y LAMPL sugieren unincremento
notorio de la ruta autofégica-lisosomal en las CS de ambos genotipos en RC y una
disminucion de los agregados de PMP22. A pesar de ello debemos considerar también
gue la disminucién en la sintesis proteica consecuencia de la RC podria estar
repercutiendo en los resultados, influyendo por 1o menos en la cantidad de PMP22

citoplasmatica (sin desenmascarar).
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Finalizando esta seccion queremos mencionar que idealmente, pararealizar un monitoreo
correcto de los sustratos autofégicos seria necesario lograr monitorear la dindmica del
proceso autofégico y verificar cuales sustratos han llegado a lisosoma y cuaes son
degradados (Klionsky et al., 2012). En nuestro caso no se pudo realizar una evaluacion
de este tipo debido a la naturaleza del disefio experimental, que implicaba la evaluacion
del tratamiento una vez finalizado este. Asimismo, estudios de colocalizacion entre
PMP22, LAMPy LC3, podrian enriquecer y complementar nuestros resultados.

6.3 La cantidad de nucleos de CS en €l genotipo TrJ es mayor que en wt y existe una

tendencia a la disminucion con & tratamiento.

Se estudio larelacion nucleo/nimero de fibras, con el fin de tener unaidea més precisa
del exceso de nlcleos en el genotipo TrJ. Los resultados indicaron que el genotipo TrJ
presenta 3 veces mas nucl eos por fibraque loswt. Este resultado concuerda con resultados
previamente reportados, donde se menciona la presencia excesiva de nucleos de CS en
nervios TrJ a causa de la proliferacion excesiva de sus CS (Henry et al., 1983; Li et al.,
20134). Esto tiene una explicacion bioldgica que radica en que los nervios
desmielinizados las CS pierden contacto con € axdn y presentan la capacidad de
desdiferenciarse y proliferar para posteriormente volver a intentar remielinizar el axén
(Jessen & Mirsky, 2005; Notterpek & Tolwani, 1999; Atanasoski et al., 2002). En
respuesta a tratamiento de RC los nervios TrJ pasan a tener una relacion entre
nucleo/fibra 2 veces mayor que loswt, por o cual observamos unatendenciaalabajaen
estarelacion. Estudios de RC en CS tomadas de ratones de diferentes edades, muestran
que larestriccion dietaria mantiene el fenotipo diferenciado de las CS, lo cua resultaen
un efecto beneficioso para € mantenimiento estructural axonal y mielinico que
preservariala arquitecturafuncional de lafibra nerviosa (Rangargju et al., 2008).

Otros parametros medidos fueron las dimensiones de los nicleos, donde no se hallaron

diferencias significativas importantes ni entre genotipos, ni entre tratamientos.
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6.4 La citoarquitectura de la fibra nerviosa es genotipo especifico y modulable por €

tratamiento de RC.

Como ya hemos mencionado, las CS proveen soporte paralaintegridad funcional delos
axones mielinicos, regulando su citoesquel eto, su contenido de organelos, los indices de
transporte axonal, entre otros. Bajo condiciones de desmielinizacion, como ocurre en los
nervios TrJ, alteraciones en las proteinas estructural es tanto del axdn como de lamielina
son efectos esperados. En lafigura 6.4 se resumen |os principal es resultados encontrados
anivel del citoesgueleto en condiciones AL y RC.

Tratamientos
(Componeales del

cltoes q ueleto

> densidad en ambos dominios (glial marcadas diferencias genotipicas,
y axonal) de Ia fibra Tel en destacindose una disminucion global
Acting: F-actina comparacion con lawt (en en fibras wi junto a incremento glinl v
concordancia con Kun et al, 2013}, disminueidn axonal en las Trl

la relacion se muestra mcrementada

‘ ; i a nivel glizl en ambos genohpos,
Fuhiting. Belnciin Tuh. ::::Ii?iﬂ]:'ﬂ los Ttl Lﬁn ma;"r.?r
Acetilada/ [ITubulina e i i
acetilacion en este dominio v
similares valores a nivel axonal
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Figura6.4.1. Resumen delosprincipalesresultados encontrados en condicionesAL y RC paraambos
genotipos. En condiciones AL las fibras TrJ presentan una citoarquitectura neurodegenerativa, en la que
cada componente muestra una expresién especifica y determinan una citoaquitectura asociada al genotipo
TrJ. El citoesqueleto de la fibra responde al tratamiento de RC con respuestas especificas diferentes para

cada elemento del citoesgqueleto e incluso con respuestas dominio-especificas.

Asi en condiciones AL y a nivel del citoesqueleto de microfilamentos observamos una
mayor intensidad de microfilamentos polimerizados (F-actina) en |os diferentes dominios
de la fibra nerviosa (axonal y glia) TrJ en comparacion con las wt. Estos resultados
concuerdan con resultados previos publicados por nuestro grupo donde se observé una
mayor intensidad en dominios gliaes especificos (ISL y NR) de la fibra nerviosa
periférica TrJ respecto a la wt (Kun et al., 20128). En condiciones AL, los niveles
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mayores de F-actina en TrJ podrian explicarse parcialmente por la presencia del receptor
tirosin-kinasa tipo C (TrkC) en nervios ciéticos TrJ adultos. Este Ultimo, se expresa en
los nervios ciaticos en crecimiento de ratones wt en estadios de desarrollo, pero no se ha
detectado en nervios adultos wt. TrkC induce la migracion de las CS y a través de
cascadas de sefalizacion promueve la polimerizacion de actina en el desarrollo y bajo
injurias (Liu et al., 2007).

Asimismo, si bien los niveles de polimerizaci én parecen ser equivalentes en los diferentes
dominios de las fibras wt, las fibras TrJ cuentan con un citoesgquel eto de microfilamentos
mucho méas denso a nivel axonal que a nivel glial. Estos resultados podrian ser
consecuencia de un mecanismo estructura compensatorio que tienda a mantener la
estructura en los nervios TrJ frente al proceso desmielinizante presente en estos nervios.
Desde e punto de vista de la regulacion de la expresion de los microfilamentos, €
incremento en las cantidades de actina polimerizada observado puede deberse a una
mayor sintesis, a una menor degradacion del polimero, o una combinacion de ambos
procesos. Estos andlisis se estan [levando acabo por otraintegrante de nuestro grupo (Lic.
Karina Cal).

La respuesta a tratamiento de RC del citoesqueleto de actina es diferente para cada
genotipo. Losratones wt responden disminuyendo su intensidad en general (dominio glia
y axonal). Los ratones TrJ incrementan su intensidad en dominios gliales y la disminuyen
en el axon. Sin embargo, larelacion intensidad de F-actinaglia/axén es especificade cada
genotipo en condiciones AL (diferenciandose por su incremento la relacion TrJAL) y
estas diferencias tienden adesaparecer bajo RC. Aqui larelacion presentaun valor similar
en ambos genotipos. En caso de que la hipédtesis planteada previamente respecto a
incremento de la densidad de F-actina a nivel axonal en TrJ con € fin de soportar la
estructura fuese cierta, este mecanismo compensatorio estaria siendo menos utilizado en
RC. Bgjo RC se observa una disminucion significativa de laintensidad a este nivel. Las
vias por las cuales larestriccion alimenticia aplicada, es capaz de influir en los niveles de
F-actina de estaforma, son inciertas. Asimismo, laliteraturarespecto alapolimerizacion
de los microfilamentos y la RC es escasa. M és adel ante se plantea un posible mecanismo

que podria estimular 1a polimerizacion de la actina a consecuenciade la RC.

Los filamentos intermedios fueron evauados observando la intensidad de

Neurofilamento 68 (Nf68). En condiciones AL hay una menor intensidad axonal en €
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genotipo TrJ, lo que podria evidenciar una menor densidad en sus axones. Este perfil de
densidad genotipo especifico se mantiene con € tratamiento de RC donde la intensidad
de Nf68 contintia siendo menor en los axones wt que en los TrJ. Estos resultados podrian
estar relacionados con |os procesos de desmielinizacion presentes en el genotipo TrJ, asi
como con sus ateradas relaciones axo-gliaes. En acuerdo con esto, se ha observado que
las ateraciones en e gen de nefl afectan € transporte axonal lento y rapido anterégrado,
asi como € transporte axonal retrégrado, perturbando lalocalizacién y el transporte de la
mitocondria y causando la fragmentacion del Golgi, llevando a la neurodegeneracion
(Perez-Olle et al., 2002; Brownlees et al., 2002). A pesar de no haber logrado una
cuantificacion comparable de este marcador en los diferentes tratamientos, €l
impedimento en lacomparacion indicaria unadisminucion en su intensidad. Sin embargo,
el perfil genotipico especifico a nivel axonal no se modifico con la RC. A este nivel €
tratamiento no parece haber tenido efecto.

A pesar de que los Nf en principio se creian marcadores exclusivamente axonal es, nuestro
grupo ha encontrado su expresion anivel glia tanto en condiciones normales como en €
modelo TrJ. En estos ultimos ademas se ha observado acumulacién de la proteina en
dominios perinucleares de la CS asi como de su mensgjero (Kun et al., 2012b). En este
sentido el perfil deintensidad de Nf68 en condiciones AL (mayor en TrJqueenwt anivel
glia) cambia con la RC homogeneizando |os niveles en ambos genotipos, por lo cua €l
tratamiento tendria distintas repuestas en los diferentes dominios de lafibranerviosa. Los

mecanismos por los cualesla RC logra nivelar estos resultados alin |os desconocemos.

A nivel de los microtdbulos (MT), nuestros andlisis se han focalizado en observar la
estructuracion de estos Ultimos, utilizando larelacion Tubulina Acetilada/3-tubulina. La
acetilacion de a-tubulinaen la Lys40 es una modificacion post-traduccional queregulala
unién akinesinay dineina, controlando asi € transporte de proteinas y organul os dentro
delacélula. Asimismo, existe controversiaen cuanto a rol funcional delaacetilacion de
la o-Tubulina. A pesar de ello, se acepta que los MT acetilados representan una
subpoblacién de MT estables (Piperno et al., 1987; Reed et al., 2006; Sadoul et al., 2012),
aunque la acetilacion de la tubulina por si misma no promueve la estabilidad delosMT
(Westermann et al., 2003).

Nuestros resultados en condiciones AL indican mayores niveles de acetilacion de la
tubulina a nivel glial que axona en ambos genotipos, presentando las CS TrJ niveles
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significativamente mayores que las wt. Nuestra interpretacion de los resultados es
limitada debido ala poca informacion concerniente ala acetilacion delosMT en las CS,
sin embargo estos resultados nos permiten sugerir la presenciade MT hiper-acetilados a
nivel glia (s comparamos con la acetilacion a nivel axonal) en condiciones AL. Estos
resultados hacen acuerdo con |os resultados previos donde se indican mayores niveles de
autofagia en € genotipo TrJ. Los incrementos en la acetilacion de la tubulina durante la
induccion de la autofagia son explicados por la pérdida de lainhibicién de la o-tubulina
N-acetyltransferasa 1 (a-TAT1), lo cua genera una hiper-acetilacion de la tubulina en
respuesta a lalimitacion de nutrientes (Madeo et al., 2014). Otra hipétesis posible podria
ser que laimpronta de ladinamica estructural del citoesqueleto de MT obedece a intensa
actividad celular de ésta célula gigante, involucrada en e mantenimiento mielinico y
axonal. Adicionalmente habria que considerar que en las CS TrJ la estabilizacion de los
MT podria contribuir compensando estructuralmente a la fibra, de la disminucion
mielinica, tal como planteamos ocurririaanivel axona con los filamentos de actina. Los
mecanismos celulares que llevarian a esta hiper-acetilacion son en nuestro caso todavia
desconocidos. A pesar de ello, parecen degar en evidencia un desplazamiento del
equilibrio acetilacion/desacetilacion en favor de la acetilacion. El incremento en la
acetilacion puede ser resultado de una mayor acetilacion (Tubulina acetil transferasa,
oTAT), menor desacetilacion (Histona desacetilasa 6, HDAC6 e Histona desacetilasa 2
Sirt2) o ambos procesos. Asi, una menor actividad desacetilasa de HDAC6 en estas
células podria también contribuir a la interpretacion de nuestros resultados. En efecto,
otros autores han sefialado que HDA C6 actla desacetilando a-tubulinay cortactina, entre
otros sustratos. Como consecuencia de la inhibicion de la actividad desacetilasa, se
promueve la estabilizacion de los MT y se favorece la actividad de la cortactina
interactuando con los filamentos de actina y promoviendo su polimerizacion (Li et al.,
2013b).

Al mismo tiempo, existe una explicacion alternativa y/o complementaria que también
involucraHDACB6. Estaenzimaademas de su actividad desacetil asa, presentaunafuncion
en d transporte de proteinas ubiquitinizadas hacia el agresoma. Funciona de esta forma,
como un puente entre las dineinas y las moléculas poliubiquitinizadas (Hyttinen et al.,
2014) (Figura2). Tanto los eventos de formacion de agresomas como laautofagiamisma,
requieren de un citoesqueleto de M T estable sobre e cual ocurra e trafico de pegquefios
agregados y lisosomas, hacia dominios perinucleares mediante el transporte retrogrado
mediado por dineinas (Iwata et al., 2005; Ryhanen et al., 2011; Hyttinen et al., 2014).
Como ya hemos visto, las CS TrJ presentan agregados proteicos y una autofagia AL
espontaneamente activada, por este motivo HDAC6 podria estar participando del trafico

de los multimetros o pequefios agregados (poliubiquitinizados), funcidn que requiere un
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citoesqueleto de MT estable. En este sentido €l estudio de esta desacetilasa en las CS
podria constituir un interesante abordaje para complementar y explicar los resultados
obtenidos.

Aggresome

Linking Movement Double membrane

| formation .

-

Nucleus

@ Microtubulus

Direction of movement @

Figura 6.2. HDAC6 funciona como el puente entre los sustratos poliubiquitinizados y el motor molecular
dineina, alas cuales se une y mediante su movimiento hacia el extremo menos (perinuclear) logra llevar
los sustratos hacia € agresoma. Figuratomada de Hyttinen et al., 2014

Resultado delaRC, €l citoesgueleto delosMT se remodela, disminuyendo los niveles de
acetilacion a nivel glial en ambos genotipos, a niveles similares a los observados en
condiciones AL anivel axonal. Los mecanismos por los cuales la RC actla a este nivel
sobre la fibra nerviosa periférica son desconocidos, pero a consecuencia del aumento de
la autofagia hubiéramos esperado un incremento en la acetilacion no observado. A pesar
de que en nuestro modelo se ha postula la RC como un instrumento que permite la
potenciacién autofagica mediante € secuestro o inhibicion de mTOR (Rangargju et al.,
2008; Madorsky et al., 2009), también se ha reconocido que en condiciones de
deprivacion de nutrientes, se estimulala actividad del grupo de las histonas desacetil asas
(SIRTS), dentro de las cuales se encuentra Sirt2. El hecho de la activacion de Sirt2 podria
explicar los resultados antes mencionados, ya que la estimulacion de la actividad
desacetilasa de estas enzimas actuaria sobre los microtibulos desacetilandolos, sin
embargo la actividad y presencia de esta enzima debera ser estudiada para confirmar la
hipétesis. Adicionamente la actividad desacetilasa de HDAC6 podria verse
incrementada, asi como su actividad de puente entre multimetros poliubiquitinizadosy la

dineina, con e fin de que ocurra la degradacion de los agregados y la fusion
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autofagosomarlisosoma. Profundizar en la respuesta a estos resultados estudiando
enzimas acetilasas y desacetilasas delos M T, puede brindar informaci 6n especifica sobre
cua es el mecanismo que estaria mediando los efectos de la RC en la re-estructuracion

delafibranerviosa

6.5 La morfologia y estructura de las fibras mielinicas de ambos genotipos AL
responden a la RC, incrementando su grosor y confirmando la activacion de la ruta

autoféagica-lisosomal.

En los nervios periféricos mixtos, tal como €l nervio ciatico, axones sensoriales y motores
estédn rodeados por mielina presentando diametros que varian entre 1-30 pm (Suderland,
1968). En nuestros estudios se intent6 abarcar ese espectro de didmetros encontrandose
en los nervios wt una poblacion de fibras diferente a la TrJ. Mientras € genotipo wt
presenta dos subpoblaciones marcadas, |os TrJ presentan sobre todo disminucion en las
fibras de calibres mediosy grandes, con excepcion de los tamafios mayores a 22um de
diametro. Esto podria ser una respuesta de las fibras para no disminuir su VCN o

representar axones degenerando.

Las diferencias en el grosor y estructura mielinica entre ambos genotipos en condiciones
AL asi como la menor densidad mielinica en los nervios TrJ son evidentes. El
adelgazamiento mielinico de las fibras TrJ queda de manifiesto con su mayor valor de
factor g, asi como & de su menor &rea mielinica. Los cambios histopatol 6gicos de los
nervios TrJ reportados previamente incluyen atrofia de fibras nerviosas, mielinas
delgadas y una lamina basal laxa (Henry et al., 1983). Estos reportes coinciden
parcialmente con nuestros resultados y adicionalmente, concuerdan también con los

signos clinicos observados en pacientes CMT1E (Li et al., 2013a).

Los incrementos del grosor mielinico y densidad de fibras mielinicas TrJ bgjo RC,
repercuten en un mejor funcionamiento de la fibra nerviosa. El incremento en e grosor
mielinico se relaciona con la eficiencia en la conduccién del PA en lafibranerviosa, por
lo cual estas mejoras estructurales tienen consecuencias directas sobre la funcionalidad.
Estos resultados ademas concuerdan con una tendencia a la recuperacion motora de los
ratones  TrJ observadas  previamente  en mi tess de grado
(http://www.bib.fcien.edu.uy/files/etd/pasan/uy24-15528.pdf).
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Por otro lado la observacion del corrimiento del histograma de frecuencia de fibras
mielinicas TrJ hacia val ores de didametros menores coincide con la observacion de que los
ratones que son sometidos a tratami entos de restricciones en su dieta presentan érganosy
tejidos més pequefios que los de ratones AL (Weindruch & Sohal, 1997). A pesar de esta
disminucion en el tamafio, las fibras TrJ bajo RC muestran un proceso de recuperacion

de lamielinizacién, como ya hemos mencionado.

Los andlisis de la ultraestructura permiten confirmar los resultados de la microscopia
confocal y optica. Creemos que en este sentido un analisis més profundo e incluso semi-
cuantitativo nos permitira afirmar el incremento en la aparicion de vesiculas tipo
autofégicas, desaparicion de inclusiones citoplasméticas de tamafios diversos asi como,
mejoras en la estructuraci 6n mielinica en ambos genotipos en respuesta al tratamiento de
RC.

Las observaciones cualitativas obtenidas a momento mostraron la presencia en €
genotipo TrJ en condiciones AL de estructuras densas arededor de las fibras, asi como
vesiculas en € citoplasma externo de las CS, que no fueron observadas con la misma
frecuencia en e genotipo wt. Estas observaciones coinciden con |o encontrado por otros
autores en nervios wt, donde estas estructuras estan ausentes (Fortun et al., 2006;
Madorski et al., 2009). Coincidente con las medidas y observaciones en los cortes semi-
finos, lamielina se observod adelgazada en los TrJ. En respuesta a tratamiento de RC, se
detectaron autofagosomas con una morfologia heterogénea indicando diferentes grados
de maduracién asi como la verificacion de que el proceso autofagico esta sucediendo.
Estudios anteriores muestran como resultado de un tratamiento de ayuno intermitente,
perfiles que incluyen vacuolas con membranas aisladas, dobles o multiples membranas y
autofagosomas maduros (Madorski et al., 2009), los cuales coinciden parciamente con
nuestras observaciones. A pesar de la presencia de estas estructuras vacuolares, se
observo asi mismo la persistencia de agregados en € genotipo TrJ. La aparicion de las
hemi-incisuras con una alta frecuencia en e genotipo TrJ, pero también en menor
proporcién en e wt, podria ser un signo indicador de fendmenos de remielinizacion ya

observados en periodos embrionarios y de regeneracion nerviosa (Ghabriel & Allt, 1979;

Ghabriel & Allt,1980).
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6.6 La RC como herramienta terapéutica

La capacidad celular para prevenir la acumulacion de proteinas en agregados va
decayendo con el enveglecimiento celular, lo cua facilita el desarrollo de las diferentes
enfermedades neurodegenerativas. Asi, lapresencia de agregados proteicosintracel ulares
es un sello celular de una amplia variedad de desdrdenes neurol dgicos incluyendo las
taupatias, sinucleopatias, entre otros, dentro de los cuales se incluye CMTI1E. En €

estudio de unaterapia para esta Ultima se ha focalizado esta tesis.

En respuesta a la presencia de proteinas dafiadas o desnaturalizadas, primariamente las
células acuden a sistema de las chaperonas, las cuales tienden a normalizar los dafios
proteicos inducidos y prevenir laformacion de agregados. Seguido aesto, si este proceso
de reparacion no es exitoso, € sistema Ub-proteasoma tomara el control para degradar
las proteinas dafiadas. Si ambos mecanismos fallan, entonces se induce la agregacion
proteica, la cual se ve acompafiada espontaneamente de la presencia de autofagosomas,
como indicador de una consecuente macroautofagia. Adicionalmente otros tipos de
autofagia como la mediada por chaperonas y LAMP2 podrian verse inducidas. De esta
forma, las patol ogias antes mencionadas que confluyen en laformacion de agregados, son

objeto de fallas en |os sistemas de degradacion anteriormente mencionados.

A pesar de que larelacion entre la agregacion y |a patogénesis no resulta evidente, varios
estudios han demostrado que la eliminacion de los mismos permite la reversion
sintomética, aliviando la disfuncién celular y potenciando la recuperacion en los
diferentes desordenes neurodegenerativos (Y amamoto & Simonsen, 2011). En particular
en el SNP, lapérdidamielinicaasociada al envejecimiento delosnerviosy € organismo,
se correlaciona con la pérdida de funcionalidad del SNP. Asimismo, tanto la pérdida
mielinica como el decaimiento de las defensas celulares contra la acumulacion proteica,
se ven exacerbadas en CMT1E. En esta neuropatia periférica cronica los mecanismos de
reparacion celular estan continuamente activados intentando re-establecer €l equilibrio
funciona de lafibranerviosa

En este sentido se ha reportado que intervenciones en la dieta disminuyen la pérdida
axonal, mostrando efectos benéficos en la arquitectura de las fibras mielinicas que
incluyen la expresion y localizacion de proteinas tanto gliales como axonales,

preservando asi e desempefio locomotor (Rangargju et al., 2008; Madorsky et al., 2009).
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Nuestros resultados confirman y complementan o antes mencionado, revelando que la
implementacion de un tratamiento leve de RC en fibras nerviosas periféricas atentia
significativamente e fenotipo neurodegenerativo del modelo TrJ. Si bien se observo una
sensibilidad mayor al tratamiento en los ratones TrJ (ver Tesis de grado Bresque 2012),
estos resultados se acomparian de una tendencia a una mejor performance locomotora.
Esta mejorafunciona podria estar asociada a los cambios morfol 6gicos que presentaron
las fibras periféricas, incluyendo disminucion de los agregados protei cos, incrementos de
la ruta autofagica-lisosomal, tendencia a la diferenciacion de las CS de los nervios TrJ,
remodelacion de la citoarquitectura glial y axonal, incrementos en la densidad de fibras

mielinicas, grosor mielinico, mejor estructuracion de la vaina, entre otros.

Al momento, las terapias que existen para e tratamiento de las neuropatias CMT se
distinguen entre aproximaciones terapéuticas que tratan la causa primaria de la patologia
(por ggemplo corrigen laexpresion del gen mutante) de aquellas en las que € foco se hace
en el camino patol 6gico fina delostrastornos CM T, fomentando |aneuroproteccion. Asi,
se utilizan como herramientas terapéuticas | os antagoni stas de progesteronas, la vitamina
C, las neurotrofinas y la eritropoyetina (EPO) Alternativamente, tomando en cuenta los
beneficios que se le otorgan al potenciamiento de la autofagia en la prevencion y curade
los procesos neurodegenerativos centrales y periféricos, los investigadores y las
compaiiias farmacéuticas se han abocado activamente en la obtencidon de diferentes

aproximaciones parainducir la autofagia (Nave et al., 2007).

En contrapartida a esto, |os tratamientos de restricciones en la dieta constituyen un grupo
de tratamientos simples, sanos y no costosos para regular |a autof agia sistémicamente en
la mayoria de los tejidos. Beneficios adicionales en la salud general, se han asociado al
tratamiento de RC, tales como laextension delaviday la proteccion contra enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer asi como otras enfermedades neurodegenerativas
(McCay et al., 1935; Weindruch & Walford, 1988; Colman et al., 2009). Nuestros
resultados y los resultados del ayuno intermitente en e SNP, indican que las cambios
nutricionales pueden afectar profundamente la estructura de la fibra nerviosa, logrando

beneficios que no solo incluyen este sistema, Sino que repercuten sobretodo el organismo.
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6.7 Conclusionesfinalesy perspectivas

1.- El tr&fico de laproteina PM P22 se ve aterado en el genotipo TrJ, 1o cual es puesto de
manifiesto mediante la formacion de agregados e intermediarios oligoméricos
citoplasméticos. Estos fueron evaluados mediante microscopia confocal cuantitativa
donde se observaron incrementados. La RC actia disminuyendo la presencia de la
proteina a ambos niveles. Estos estudios podrian complementarse mediante WB
evaluando fracciones insolubles de la disgregacion de nervios periféricos. Asimismo, se
podrian explorar distintos tiempos de tratamientos con AF que permitan evaluar formas

intermedias de agregacion, que no han sido considerados en este estudio.

2.- La ruta autofagica-lisosoma se ve dterada en e genotipo TrJ, indicando un
incremento en la presencia de autofagosomas gque no parece verse acompahnada de un
incremento a nivel de lisosomas. Apoyando este incremento se observa también una
disminucion en € contenido de ribosomas. Estudios bioquimicos, evaluacion de otros
marcadores tales como mTOR, LAMP2, catepsina D, entre otros, reafirmarian estas
observaciones. Asimismo, larealizacion de estudios que permitieran ver degradacion de

PMP22 in vivo e incluso estudios de colocalizacion podrian reforzar estos andlisis.

3.- Las disminuciones en la intensidad de PM P22 desenmascarada y sin desenmascarar,
junto alas de vimentinay ribosomas asociadas a incremento en LC3y LAMPL sugieren
un incremento notorio de la ruta autofagica-lisosomal en las CS de ambos genotipos en
RC y unadisminucion de los agregados de PMP22. Los mismos experimentos propuestos

anteriormente podrian complementar estos andlisis.

4.- El nimero de nucleos por fibra es una constante asociada al genotipo que disminuye
levemente en & genotipo TrJ bgjo RC. Andlisis de la cantidad de CS proliferantes y
apoptéticas mediante la utilizacién de marcadores especificos podrian ayudar a
complementar estos resultados.

5.- El citoesqueleto del genotipo TrJ se ve profundamente influido por los procesos
neurodegenerativos que influyen a cada uno de sus componentes afectando
diferenciamente a cada uno de los dominios de la fibra nerviosa periférica. El
citoesqueleto de la fibra responde a tratamiento de RC con respuestas especificas
diferentes para cada elemento del citoesqueleto e incluso con respuestas dominio-

especificas. Los mecanismos y las vias por las cuales la disponibilidad energética incide
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sobre los diferentes componentes del citoesqueleto difieren en funcion del contexto
genético. Andlisis bioquimicos, € andisis de proteinas motoras, estudios con
estabilizadores y desestabilizadores, asi como con enzimas que modifigquen post-
traduccionalmente a los componentes del citoesguel eto mencionados, podrian ser Utiles

parala comprension y profundizacion de estos resultados.

6.- La estructura de las fibras TrJ se asocian a hipo-mielinizacion y lamina basa
redundante, asi como presencia de agregados en las CS y frecuentes estructuras
vacuolares. Todos estos parametros fueron confirmados. En respuesta a tratamiento de
RC, todos estos parametros cambian, observandose principamente incrementos en el
grosor mielinico, indicadores de remielinizacion junto a autofagosomas en diferentes
estados de maduracién. Para mejorar estos resultados € incremento mielinico se podria
confirmar haciendo fraccionamiento subcelular y evaluacién de proteinas mielinicas en
fracciones enriquecidas en mielina, separacion de estructuras insolubles para evaluar

agregados, y andlisis cuantitativos mediante MET.
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ANEXO |: Rutasdere plegamientoy degradacion celular.

La expresion, plegamiento, funcién y degradacion proteica son procesos estrictamente
regulados en pos de la homeostasis celular. Cuando este equilibrio se desplaza, la
acumulacién de proteinas en agregosomas es un hecho frecuente que ofrece las
condiciones apropiadas para e desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, que en
algunos casos son llamadas proteinopatias 0 agregopatias (Sherman & Goldberg, 2001;
Zerovnik, 2010).

Las proteinas mal plegadas o agregadas son general mente asistidas por chaper onas, tales
como HSPs (Hsp27, Hspd0, Hsp60, Hsp70, Hsp90, etc) asi como por compleos de
chaperonas que tipicamente incrementan la eficiencia o la velocidad de plegamiento,
estabilizando regiones particulares y previniendo interacciones no especificas,
reduciendo asi |a probabilidad de agregacion (Hyttinen et al., 2014).

Si auin asi, € plegamiento falla, entonces el péptido sera destinado a la degradacion
mediante su marcge con Ubiquitina (Ub). El sistema Ubiquitina-proteasoma y €
sistema de chaperonas constituyen los mecanismos de defensa celular inicial contra la
acumulacion de proteinas mal plegadas. El proteasomaes un complejo multi-catalitico de
26S que permite la degradacion de proteinas (Goldberg, 2003). Su estructuraes similar a
la de un barril, estando formada por un ndcleo catalitico 20S y dos subunidades
reguladores 19S en la parte superior e inferior. Estas Ultimas presentan multiples sitios
gue reconocen los sustratos ubiquitinizados, moviéndolos hacia € nucleo del barril para
su degradacién. Para ser destinadas al complejo proteasomal, las proteinas deben sufrir
una modificacion post-traduccional de ubiquitinacion que es producto de una cascada
secuencia de reacciones enzimaticas que incluyen activadores, enzimas conjugadas y
ligasas (Komander & Rape, 2012). En lafigura 1 se muestra como ocurre €l proceso de
ubiquitinacion. Consecuencia de esta cascada, la Ub, polipéptido de 76AA, se une

cova entemente a sustratos que serén reconocidos por e proteasoma.

El sistema Ub-proteasoma degrada entre el 80-90% de | as proteinas incluyendo proteinas
de vida corta, anormales, desnaturalizadas y/o dafiadas. El producto final de degradacion
consiste en pequefios péptidos (3-25AA) que posteriormente seran degradados por
peptidasas en AA para su reutilizacion (Lilienbaum, 2013).
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Figura 1. Sistema ubiquitin proteosoma (SUP). La unién covalente de la Ub a sustrato ocurre a través
de la accion secuencial de tres enzimas E1, E2 y E3. Primero, la Ub es activada por E1 en un proceso que
requiere ATP. El segundo paso consiste en transferir la Ub al centro activo del E1, con la liberacion de
AMP. Luego la Ub activada es transferida a E2 a través de una reaccién de trans-tioesterificacion. En el
paso final, se requierelaactividad de enzimasligasas E3 que seunen a sustrato y catalizan latransferencia
de la Ub activada de E2 al sustrato a través de la formacion de una unién isopeptidica covalente. Figura
extraida de http://dideplayer.us/side/574582/

Continuando con las rutas de degradacion, si 1os sistemas anteriores fallan ain queda una
ruta degradativa alternativa, la autofagia. Esta Ultima, es un evento celular constitutivo
gue incluye multiples pasos que van desde la degradacion de diversos cargos
citoplasmaticos celulares secuestrandol os en autof agosomas, hasta su subsecuente fusion
con lisosomas (Klionsky & Emr, 2000). Esta respuesta esta muy conservada entre
especies y se activa ante diferentes estimul os.

La autofagia ha emergido en los Ultimos tiempos como un proceso celular critico
importante en la homeostasis metabdlica permitiendo a las células remover y reciclar
eficientemente los constituyentes celulares, asi como prevenir la acumulacion de
proteinas y organelos danados (Alirezaei et al., 2011). Ademas se ha catalogado como
una ruta celular importante para la adaptacion a condiciones de estrés (como la
deprivacion de nutrientes), donde mediante la catélisis de los productos de degradacion
generaria energia y bloques para la construccion o sintesis de nuevas moléculas
(Cebollero et al., 2012). Estudios recientes han mostrado que la autofagia en neuronas es
un mecanismo protectivo que enlentece € avance de los desérdenes neurodegenerativos
y su inhibicion se asocia con la neurodegeneracion (Martinez-Vicente & Cuervo, 2007).

Como ya hemos mencionado la autofagia puede ser utilizada para la limpieza de los

componentes celulares y organel os defectuosos, removiendo las proteinas mal plegadas,
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atacando los organismos infecciosos, procesando antigenos, suprimiendo tumores y

controlando e crecimiento celular, entre otros (Figura 2).
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Figura 2. Diferentes roles celulares de la autofagia. Figura tomada de
http://www2.iib.uam.es/rescalante_|ab/Sitio_web/Investigacion.html

El sistema Ub-proteasomay laautof agiatienen varios €l ementos de interaccion, y parecen
trabgjar cooperativamente y complementariamente en la degradacion y reciclgje celular
(Lilienbaum, 2013).

La autofagia puede ser clasificada en 3 grandes grupos:

1. Microautofagia, mediante la cual la membrana del lisosoma forma pequefias
invaginaciones con material citoplasméatico que es llevado dentro del lumen
lisosomal donde es degradado.

2. Autofagia mediada por chaperonas (CMA de inglés chaperone mediated
autophagy), lacual implicalaimportacion directa através de un transportador de
la membrana lisosomal de sustratos que contienen e motivo KFERQ y son
reconocidas por un grupo especifico de chaperonas.

3. Macroautofagia, proceso mediante &l cual constituyentes citoplasmaticos pueden
ser secuestrados en un compartimento delimitado por una doble membrana,
autofagosoma. Este se fusiona posteriormente con € lisosoma donde se degrada
su contenido o formara un anfisoma que se fusiona con vesiculas de la ruta
endocitica.

Generalmente cuando se habla de autofagia, mayormente nos estamos refiriendo a la
macroautofagia. Los compartimentos autofagicos incluyen: el fagoforo que secuestra €l

cargo (pre-autofagosoma), el autofagosoma, el anfisoma (generado por la fusion del
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autofagosoma con los endososmas) y e autolisososma (generado por la fusion de

autofagosoma o anfisoma con € lisosoma). En lafigura 3 se muestran algunos de ellos.

La formacion del autofagosoma es un proceso complego y atamente regulado que
requiere la presencia de varias proteinas relacionadas a la autofagia Atg (resultado de la
expresion de los genes Atg, del inglés autophagy-related genes). Estas proteinas Atg
forman complgos funcionales que median las principales etapas de |la macroautofagia:

nucleacion, expansion y maduracion (Figura 3).
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Figura 3. Resumen esgquematico de la macr oautofagia. Los pasos tempranos (nucleacion y expansion)
reguieren las siguientes proteinas. complejo Atgl/unc-51 ULX, Vps34/ fosfatidilinositol-3-quinasa clase
111 (PI3K, del inglés) Complgio I, la proteina transmembrana Atg9 y su maquinaria ciclica asociada TGN
y las 2 proteinas tipo Ubiquina Atgl2 y LC3 (el homologo mamifero de Atg8) y sus sistemas conjugados.
La maduracion de los autofagosomas involucra la fusion de diferentes compartimentos endociticos
(endosomas tempranos, cuerpos multi-vesiculares y endosomas tardios) para formar anfisomas que
contienen tanto el contenido del autofagosoma como el de endosomas. Alternativamente pueden fusionarse
directamente con los lisosomas. Finamente el materia citoplasmético secuestrado sera degradado
resultando en macromol écul as recicladas que podran ser reutilizadas por la célula.

El origen de la membrana del autofagosoma no esta claro aln, sin embargo se cree que
podria originarse tanto del reticulo endoplasmatico, como e Golgi y/o las mitocondrias
(Reggiori, 2006). El mecanismo y regulacion de la nucleacion del autofagosoma alin no
se ha comprendido completamente, pero al parecer lainhibicion de mTOR es critica para
evocar |arespuesta autof agicamediante la deprivacion de nutrientes. En condicionesricas
de nutrientes, mTOR (serina/Treonina kinasa) fosforilael complgo ULK1 inhibiendo su

funcion y previniendo la formacién del autofagosomas. Cuando la actividad mTOR es
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inhibida (mediante deprivacion de nutrientes o Rapamicina) € complgo ULK se
desfosforila activandose para la formacion de las membranas autofégicas (Neufeuld,
2010; Yamamoto & Simonsen, 2011).

Si bien antes se pensaba que |la macroautofagia inducida por la deprivacién de nutrientes
era un proceso no selectivo, estudios recientes han demostrado que puede ser un proceso
selectivo mediante el secuestro de determinadas estructuras que van desde proteinas a
organel os especificos en cdlulas de mamiferos (Olzmann, 2008; Cebollero et al., 2011;
Y amamoto & Simonsen, 2011). Los mecanismosinvolucrados en lasel eccion de un cargo
especifico, constituyen un area de intenso estudio en la actualidad. Asi, ha surgido una
clasificacion nuevadentro de laautofagia que incluye: autofagia no selectivay selectiva.
Durante la primera, un volumen de citoplasma que puede incluir organelos o no, es
secuestrado dentro del autofagosoma. En e segundo, un cargo especifico es
exclusivamente rodeado autofagosomas, y este tiene un tamafio coincidente con €l cargo
y un menor contenido citoplasmético (Kraft et al., 2009). Se ha postulado que los
mecanismos implicados en la selectividad incluyen un receptor, que seria reconocido por
el autofagosoma o reclutaria la maquinaria Atg. Por otro lado, también se ha postulado
que la Ub podria funcionar como una molécula de sefidizacion para alguno tipo de

autofagia selectiva en eucariotas superiores (Kraft et al., 2010).

Algunos gjemplos de la autofagia selectiva lo constituye la degradacion selectiva de los
agresomas 0 agregosomas, conocida como agr efagia o agregofagia, la cual estaria dada
por la presencia del receptor p62 junto a la proteina adaptadora Alfy (Yamamoto &
Simonsen, 2011). Otro eslaribofagia, lacual se cree que ocurre antes que otros procesos
selectivosy estaria dada por la presencia de Ubp3 y su cofactor Breb (Kraft et al., 2008),
aunque también se havisto que Ubp3 influenciala ubiquitinacion de Atgl9 (Baxter et al.,
2005).
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