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RESUMEN

La glicoproteina asociada a mielina (MAG) es un constituyente minoritario de
la mielina del sistema nervioso, la cual se encuentra selectivamete expresada en la
membrana periaxonal de mielina en intimo contacto con los axones. A través de la
interaccion con multiples receptores axonales, incluidos los receptores Nogo (NgRs),
MAG tiene un efecto protector/estabilizador sobre los axones que envuelve. Se ha
demostrado que la activaciéon farmacoldgica de los receptores NgRs tiene un rol
modulatorio en la apoptosis postnatal de motoneuronas (MNs) dependiente del

NTR

receptor p75" . Sin embargo, no esta claro si esto refleja un rol fisiolégico de los

receptores NgRs en el desarrollo de MNs. NgRs son parte de un complejo receptor

NTR

multimérico, el cual incluye a p75" ", LINGO-1 y gangliésidos. Luego de la union del

ligando, este complejo multimérico activa la via de sefializacion RhoA/ROCK

dependiente del receptor p75"'"

. El objetivo de este trabajo fue analizar el posible rol
modulatorio de MAG en la apoptosis de MNs durante el desarrollo portnatal de MNs.
Un estudio en funcién del tiempo demostré que los ratones Mag-null
presentan una reduccion en el niumero de MNs durante la primera semana postnatal.
Ademas, estos ratones exhiben un incremento de la susceptibilidad en un modelo
animal de apoptosis dependiente del receptor p75™" inducido por una lesién de
contusion en el nervio ciatico, el cual fue prevenido por el tratamiento con la forma
quimérica soluble de MAG (MAG-Fc). El rol protector de MAG fue confirmado en

modelos in vitro de apoptosis dependiente de p75NTR

usando cultivos primarios de
MNs y una linea celular de MNs, MN1. Cuando se silencid la expresién de los
receptores NgRs en estas células a través de particulas lentivirales que portan
secuencias shRNA, MAG no pudo contrarrestar la apoptosis de MNs dependiente de
p75""%. Un andlisis de la actividad de RhoA usando un biosensor de RhoA basado en la
técnica de FRET mostré que MAG-Fc activa a RhoA. Sumado a esto, la inhibicion

NTR/RhoA/ROCK, o la sobrexpresién de una mutante del

farmacoldgica de las vias p75
p75""" incapaz de activar a RhoA, bloqued completamente la proteccién de MAG-Fc

contra la apoptosis. El rol de la via se sefializacion RhoA/ROCK fue confirmado en el
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modelo de lesion del nervio cidtico, donde el pre-tratameinto con el inhibidor de

ROCK, Y-27632, bloqued el efecto pro-sobrevida de MAG-Fc.

Los resultados de esta tesis permiten identificar un nuevo rol protector de
MAG como modulador de la apoptosis de MNs durante el desarrollo postnatal por un
mecanismo que involucra la via de sefializacion p75NTR/RhoA/ROCK. Ademas, nuestros
resultados ponen de manifiesto la relevancia del efecto estabilizador que la mielina

ejerce sobre las neuronas.
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SUMMARY

Myelin-associated glycoprotein (MAG) is a minor constituent of nervous
system myelin, selectively expressed on the periaxonal myelin wrap. By engaging
multiple axonal receptors, including Nogo-receptors (NgRs), MAG exerts a nurturing
and protective effect on the axons it ensheaths. Pharmacological activation of NgRs
has a modulatory role on p75NTR—dependent postnatal apoptosis of motoneurons
(MNs). However, it is not clear whether this reflects a physiological role of NgRs in the
MN development. NgRs are part of a multimeric receptor complex, which includes
p75"*, LINGO-1 and gangliosides. Upon ligand binding, this multimeric complex
activates RhoA/ROCK signaling in a p75NTR—dependent manner. The aim of this study
was to analyze a possible modulatory role of MAG on MN apoptosis during postnatal
development.

A time course study showed that Mag-null mice suffer a loss of MNs during
the first postnatal week. Also, these mice exhibited increased susceptibility in an
animal model of p75""*-dependent MN apoptosis induced by nerve-crush injury, which
was prevented by treatment with a soluble form of MAG (MAG-Fc). The protective role
of MAG was confirmed in in vitro models of p75" "-dependent MN apoptosis using the
MN1 cell line and primary cultures. Lentiviral expression of shRNA sequences targeting
NgRs on these cells abolished protection by MAG-Fc. Analysis of RhoA activity using a
FRET-based RhoA biosensor showed that MAG-Fc activates RhoA. Pharmacological

NTR mutant unable

inhibition of p75NTR/RhoA/ROCK pathway, or overexpression of a p75
to activate RhoA, completely blocked MAG-Fc protection against apoptosis. The role of
RhoA/ROCK signaling was further confirmed in the nerve-crush model, where
pretreatment with ROCK inhibitor Y-27632 blocked the pro-survival effect of MAG-Fc.
These findings identify a new protective role of MAG as a modulator of
apoptosis of MNs during postnatal development by a mechanism involving the

p75"""/RhoA/ROCK signaling pathway. Also, our results highlight the relevance of the

nurture/protective effects of myelin on neurons.
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Introduccion

1.1. Glicoproteina asociada a mielina (MAG).

1.1.1. Generalidades.

El proceso de mielinizacion favorece una rdpida conduccion nerviosa esencial
para la funcién del sistema nervioso de vertebrados. Ademas, la mielina posee un rol
estabilizador sobre los axones que envuelve, regula el citoesqueleto axonal y
contribuye a la organizacién de los Nodos de Ranvier; asimismo se ha demostrado que
tiene un efecto opuesto, ya que puede inhibir la regeneracién axonal después de una
lesion (Schnaar y Lopez, 2009). Todas estas funciones sugieren una intensa
comunicacidon molecular entre la membrana axonal y la capa de mielina mas interna.
Existe abundante evidencia de que esta comunicacion involucra la interaccion de
diversos complejos ligando-receptor, capaces de generar una cascada de seiializacién
intracelular que se traduce en cambios de la fisiologia neuronal (Schnaar y Lopez,
2009).

Una de las moléculas derivadas de mielina que participa en las interacciones
entre los axones y la mielina es la “Glicoproteina asociada a mielina” (MAG, por sus
siglas en inglés), identificada por primera vez en el afio 1973 por Richard Quarles,
quien la aislé como la principal glicoproteina de extractos de mielina, la cual se expresa
tanto en el sistema nervioso central (SNC) como en el sistema nervioso periférico (SNP)

(Everly y col., 1973).

1.1.2. Estructuray expresion de MAG.

MAG, también conocida como Siglec-4, es una glicoproteina integral de Tipo |
de 100 KDa, perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF), y miembro

de la familia de proteinas de superficie celular denominada Siglecs, un subgrupo de
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IgSF que comparten caracteristicas funcionales y estructurales, entre ellas la capacidad
de union a acido sialico. La estructura de MAG consiste en un dominio extracelular, el
cual media la unién a los axones y contiene cinco dominios de tipo inmunoglobulinas
(dominios Ig); un segmento transmembrana y un dominio citoplasmatico (Quarles,
2007). En el sistema nervioso, MAG existe predominantemente como dos isoformas
gue surgen de un empalme alternativo que produce dos proteinas con dominios
extracelulares y transmembrana idénticos, pero se diferencian en la longitud de los
dominios citoplasmaticos que le confieren diferentes capacidades de seiializacidn.
Estas dos isoformas se denominan S-MAG y L-MAG, presentando un dominio
citoplasmdtico corto y largo, respectivamente, y migran conjuntamente como como
una amplia banda de 100 kDa como resultado de su glicosilacidn extensiva (Figura 1).
La expresion de MAG esta regulada temporal y espacialmente en el sistema nervioso.
L-MAG predomina durante el desarrollo del SNC y es la isoforma mas abundante
durante el proceso de mielinizacién, mientras que S-MAG se acumula en las etapas
posteriores. En el SNP, S-MAG es la forma predominante durante el desarrollo
mientras L-MAG permanece con una baja expresion (Inuzuka y col., 1991; Lai y col.,

1987; Pedraza y col., 1990; Tropak y col., 1988).

EXTRA ME INTRA

S SIS S S S S S S S

RGD

S-MAG

S SIS S S S S S S S

RGD

Figura 1: Estructura de MAG. Modelos de 72 kDa y 62 kDa de polipéptidos correspondientes a las
isoformas de MAG: L-MAG (isoforma larga) y S-MAG (isoforma corta). Estos polipéptidos son generados
mediante el corte y empalme alternativo de un Unico gen y tienen idénticos dominios extracelulares
(EXTRA) y transmembrana (MEM), pero difieren en la region C-terminal del dominio citopldsmatico

(INTRA). Modificado de Trapp, 1990.
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MAG es producida solo por las células gliales mielinizantes: oligodendrocitos
en el SNC y células de Schwann en el SNP. MAG es una glicoproteina minoritaria del
SNC (1%) y del SNP (0,1%) y su expresion aparece asociada al inicio del proceso de
mielinizacion durante el desarrollo postnatal (Quarles, 2007). Durante la mielinizacion,
MAG se expresa en los cuerpos y procesos celulares, en las capas de mielina de axones
mielinizando, y luego de completarse el primer bucle de mielina su expresion se limita
a la capa de mielina mads interna, en intimo contacto con la membrana axonal (Lopez,
2014) (Figura 2). En el SNP, MAG se encuentra expresada en otras estructuras como los
bucles paranodales, incisuras de Schmidt-Lanterman (hebras de citoplasma dentro de
la vaina de mielina no compactada) como asi también en la superficie externa de
células de Schwann mielinizando (Trapp y col., 1989). Asimismo, se conoce que los
bucles paranodales de los axones del SNC también expresan MAG en cierta medida.
Adicionalmente, MAG se encuentra en las células de Schwann no mielinizantes
perisindpticas que cubren las terminales nerviosas motoras en las uniones
neuromusculares. Debido a su exclusiva localizacion periaxonal MAG fue originalmente
asociada con las funciones en la interaccién axdén-glia tanto del SNC como el SNP

(Lopez, 2014).

) ~lamina basal (laminina 2)
Q &BBd|strogI|cano\ \
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Figura 2: Localizacion de MAG. a. Fotomicrografias de una seccién transversal de axones en el SNP

mostrando una inmunofluorescencia que permite visualizar la localizacion de MAG restringida a la
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membrana periaxonal. b. Fotomicrografia de una seccién longitudinal de un axdén, que muestra una
inmunofluorescencia para MAG, permitiendo visualizar su localizaciéon periaxonal, concentrada en la
regién de los Nodos de Ranvier e incisuras de Schmidt-Lanterman. Modificado de Myelin Biology and

Disorders por Robert Lazzarini, 2004.

1.1.3. Mielinizacion en ausencia de MAG.

La implicancia funcional de MAG en la formacion de mielina esta dada por su
exclusiva localizacién periaxonal y por la activacién de la sefalizacién que involucra la
proteina quinasa Fyn, funcionando como un integrador y mediador central en la
comunicacion axén-glia. Ha sido sugerido que la senalizacidon de Fyn aguas abajo de
MAG juega un rol critico durante las primeras etapas del proceso de mielinizacion in
vivo; sumado a esto, los ratones deficientes de Fyn tienen afectada la mielinizacién
(Kramer-Albers and White, 2011; Umemori y col., 1994). Sin embargo, se ha observado
que los ratones deficientes de MAG expresan abundante mielina con un grado de
mielinizacion y compactacién normales, en contraste a lo que sucede en ratones
mutantes que tienen afectadas otras proteinas de mielina, tales como la proteina PO,
la proteina basica de mielina (MBP, por sus siglas en inglés) y la proteina proteolipidica
(PLP, por sus siglas en inglés), los cuales presentan severos impedimentos en la
mielinizacién.

Asimismo, los ratones Mag-null presentan alteraciones estructurales tales
como la formacién de una mielina compacta redundante con disrupcion en la lamela,
incremento del espacio periaxonal, algunos axones con mielina supernumeraria, y un
aumento de axones amielinicos en el SNC (Bartsch y col., 1997). Ademas, estos ratones
muestran una disminucién del calibre axonal, alteraciones en la distribucion de canales
y moléculas de reconocimiento de los nodos de Ranvier y se caracterizan por una
degeneracion axonal de aparicidn tardia, que permanece activa y constante a lo largo
de la vida adulta del ratéon (Bartsch y col., 1997; Li y col., 1994; Montag y col., 1994,

Nguyen y col., 2009; Trapp y col., 1989) (Figura 3).
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Figura 3: Ratones deficientes de MAG presentan minimas alteraciones en la morfologia de mielina en
el SNP (panel superior) y SNC (panel inferior). (a-b) Fotomicrografias de secciones de 1 um de raices
espinales que muestran una mielinizacién normal en ratones Wt (a) y Mag-null (b) a los 3 meses de
edad. (c) Micrografia electrénica de un axén mielinizado (Ax) de la raiz espinal de ratones Mag-null,
mostrando un incremento en el espacio periaxonal (puntas de flechas). (d-e) Micrografias electrénicas
mostrando el espacio periaxonal normal (12 a 14 nm) (asterisco) y el collar citoplasmatico de las células
de Schwann (flecha) de la raiz espinal de ratones Wt (d), caracteristica no preservada en los ratones
Mag-null (e, flecha) (f-g) Micrografias electrénicas de fibras de nervio 6ptico de ratones Wt (f)
mostrando un espacio periaxonal normal (punta de flecha) y collar citoplasmatico (flecha) y fibras de
nervio optico de ratones Mag-null (g) con una disminucién del espacio periaxonal (punta de flecha) y
ausencia de collares citoplasmaticos en oligodendrocitos (a excepcidn de la region del mesaxdn, donde
el collar citoplasmatico estd presente, punta de flecha). (h) Seccion longitudinal de fibras de nervio
Optico de ratones Mag-null con una desorganizacién focal del collar citoplasmico periaxonal (asterisco).
(i) Seccidn transversal de fibras de nervio dptico de ratones Mag-null que muestra una disrupcién de la
vaina de mielina compacta (asterisco) y una mielina compacta redundante (punta de flecha). Edad: 3
meses. Abreviaturas: Ax: axon; ODC: oligodendrocito. Barra de escala: (a,b) 10 um; (c,f,g,h) 0,5 um; (d,e)

0,05 um. Modificado de Liy col., 1994.

Por lo tanto, los estudios en los ratones Mag-null revelan que MAG no es
escencial para la formacion de la mielina compacta; sin embargo, permiten resaltar un
numero de funciones relevantes para el mantenimiento de axones mielinizados (Li y
col., 1994; Nguyen y col., 2009; Pan y col., 2005; Yin y col., 1998). Sumado a esto, los
ratones deficientes de MAG mostraron patrones motores y de postura normales en la
prueba de campo abierto, sin embargo se observaron diferencias minimas en las

habilidades de coordinacion motora fina respecto a los ratones Wt durante la prueba
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de barra cruzada. Los ratones Mag-null presentaron ademas una disminucién en la
actividad locomotora, ya que fueron mas lentos en atravesar la barra estrecha, vy
presentaron una menor frecuencia en el olfateo exploratorio y acicalamiento (Li y col.,

1994).

1.2. Rol de MAG en la interaccion axdn-mielina y estabilidad axonal.

La mayor parte del conocimiento derivado del estudio de los ratones
deficientes de MAG, permitié establecer un rol funcional de MAG en el inicio del
proceso de mielinizacién (Li y col. 1994, Montag y col. 1994), y estas evidencias
permitieron enfatizar la importancia de MAG en el mantenimiento de una interaccién
estable entre el axén y la mielina. MAG participa en una gran cantidad de procesos
celulares necesarios para el normal desarrollo y funcionamiento de las neuronas; tales
como la estabilidad neuronal, donde participa en la proteccién de los axones, y
ademas estda involucrada en la conduccién nerviosa saltatoria, regulacion del
citoesqueleto axonal, asi como también en procesos de inhibiciéon de la regeneracién

axonal.

1.2.1. MAG como un inhibidor de la regeneracion axonal.

El interés en el estudio de MAG se intensificé cuando fue descripto como el
primer inhibidor de la regeneracién axonal derivado de mielina. Inicialmente se
estudid por fraccionamiento que proteinas de mielina inhibian el crecimiento neuronal
in vitro en células de neuroblastoma, y MAG fue identificado como el principal
inhibidor del crecimiento (McKerracher y col., 1994). Al mismo tiempo otros estudios
demostraron que MAG era capaz de inhibir el crecimiento neuronal de células
granulares del cerebelo (CGs, por sus siglas en inglés) y neuronas adultas del ganglio
dorsal (DRG, pos sus siglas en inglés) (Mukhopadhyay y col., 1994). Sumado a esto,
estudios in vivo demostraron un modesto pero significativo incremento en la
regeneracion axonal en los ratones Mag-null luego de una lesion en la regidn tordcica

del tracto corticoespinal (Li y col., 1996).
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A pesar de la gran evidencia in vitro (McKerracher y col., 1994; Mukhopadhyay
y col.,, 1994), el rol inhibitorio de MAG en la regeneracion axonal sigue siendo
controversial (Bartsch y col., 1995; David y col., 1995). Los primeros estudios in vivo en
ratones Mag-null se desarrollaron utilizando el modelo de lesidon de contusion del
nervio &ptico y tracto corticoespinal, donde no se observé una mejora de la
regeneracion axonal en ratones deficientes de MAG (Bartsch y col., 1995). En contraste
con estos estudios, los animales producto del cruzamiento de los ratones Mag-null con
mutantes C57BL/WIdS, los cuales presentan un retraso en la degeneracion de mielinay
regeneracion axonal inducido por una lesién, mostraron una mejoria en la
regeneracion axonal del SNP (Schafer y col., 1996). De esta manera, se propuso que la
pérdida de la actividad inhibitoria de MAG es compensada por la expresion de otras
proteinas inhibitorias provenientes de mielina que pueden estar enmascarando el rol
in vivo de MAG en la regeneracién axonal (Cafferty y col., 2010; Lee y col., 2010) . Al
presente han sido identificados numerosos inhibidores de la regeneracién axonal
derivados de mielina tales como NogoA, OMgp (glicoproteina asociada a
oligodendrocitos) (Domeniconi y col., 2002; Lauren y col., 2007; Liu y col., 2002),
ephrinB3 (Benson y col., 2005), semaforinas (Moreau-Fauvarque y col., 2003), netrinas

(Low y col., 2008) asi como como también proteoglicanos presentes en la cicatriz glial.

1.2.2. Receptores axonales reconocidos por MAG.

Luego de la identificacion de MAG como el primer inhibidor de Ia
regeneracion axonal derivado de mielina, la atencidon se dirigié al estudio de los
receptores axonales, co-receptores y vias de sefializacién asociadas a este efecto
(Schnaar y Lopez, 2009). Simultaneamente a los descubrimientos de MAG como
inhibidor de la regeneracion axonal (McKerracher y col., 1994; Mukhopadhyay y col.,
1994), se describié que MAG tenia la capacidad de unirse a sialoglicanos basado en su
secuencia similar a la familia de proteinas de unién a acido sidlico denominadas Siglecs
(Kelm y col., 1994). Estos estudios demostraron la alta especificidad de MAG por los
terminales de oligosacaridos NeuAc a2-3 Gal B1-3 GalNAc (Yang y col., 1996), los

cuales son abundantes en dos sialoglicanos predominantes en el cerebro, los
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gangliésidos GD1a y GT1b; lo que permitio identificarlos como los primeros receptores
reconocidos por MAG (Pan y col., 2005; Vyas y col., 2002).

En el momento en el que los gangliésidos estaban siendo evaluados como
posibles receptores funcionales de MAG, se describid un nuevo receptor axonal
perteneciente a la familia de los receptores NgRs, el cual posee tres miembros de alta
homologia estructural denominados NgR1, NgR2 y NgR3 (Schnaar y Lopez, 2009) que
se caracterizan por estar anclados a la membrana plasmadtica a través de un residuo
glicofosfatidil-inositol (GPI, por sus siglas en inglés). Asimismo se ha descripto que
NgR1 puede actuar como receptor de otros dos inhibidores de la regeneracion axonal
derivados de mielina, NogoA y OMgp (Domeniconi y col., 2002; Lauren y col., 2007; Liu
y col., 2002). MAG también se une con alta afinidad al receptor NgR2, pero en este
caso la interaccion es dependiente de acido sialico; del mismo modo se ha descripto
que MAG es incapaz de unirse al receptor NgR3 (Lauren y col., 2007; Venkatesh y col.,
2007). La interaccion de MAG con los axones involucra al menos dos sitios de
reconocimiento: uno alrededor de la arginina 118 (R118) en el dominio 1 Ig y un
segundo sitio en los dominios 4 y 5 Ig. Mientras que los dominios 4 y 5 Ig son
importantes para la sefializacién de MAG a través de los receptores NgRs, el sitio de
unién R118 esta involucrado en la interaccidon con ganglidsidos y B-1 integrina (Cao y
col., 2007; Goh y col., 2008; Kelm y col., 1994; Tang y col., 1997).

Algunos receptores requieren de proteinas transmembranas para transducir
su senal inhibitoria al interior de la neurona; en relacidn a esto se ha demostrado que
NgR1 forma un complejo con el receptor de baja afinidad para neurotrofinas, p75NTR;
alternativamente éste puede ser sustituido por un receptor huérfano denominado
TAJ/TROY, perteneciente a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF, por sus siglas
en inglés), el cual estd ampliamente expresado en neuronas postnatales y adultas (Park
y col., 2005; Shao y col., 2005). El complejo de sefializacién se completa con la
presencia de LINGO-1, un componente transmembrana especifico del sistema nervioso

NTR (Mi y col., 2004), esta molécula contiene 12 dominios

qgue conecta NgR1 y p75
repetidos ricos en leucina, un dominio de inmunoglubulina (Ig), un dominio
transmembrana y una cola citoplasmdtica corta, y se encuentra ampliamente

expresado en el cerebro y en la médula espinal (Mi y col., 2004) (Figura 4).
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Figura 4: Receptores axonales, co-receptores y vias de sefializacion asociadas con MAG. La figura
resume el conocimiento que se tiene actualmente acerca de los receptores y mecanismos de
sefializacion asociados con MAG. Al presente han sido descriptos cinco receptores funcionales de MAG
gue incluyen los ganglidsidos complejos (GD1a y GT1b), los receptores Nogo 1 y 2 (NgR1 y NgR2), el
receptor de inmunoglubulinas del tipo B (PirB), el receptor B-1 integrina y la proteina 1 relacionada con
la lipoproteina LDL (LRP1). Todos estos receptores estdn asociados con la sefial inhibitoria del
crecimiento neuronal mediada por MAG. NgR1 y ganglidsidos son parte de un complejo de sefalizacion

NTR

multimérico en la membrana axonal, que incluye al receptor de neurotrofinas p75~ "y LINGO-1. La sefial

NTR

inhibitoria del crecimiento neuronal mediada por MAG se traduce a través de p75 ', el cual se une al

inhibidor de disociacion de Rho-GDP (Rho-GDI) e induce la subsecuente activacion de la GTPasa pequefia

RhoA y su efector, ROCK. Modificado de Lopez, 2014.

Luego de la uniéon del ligando, NgR1 interacciona con el complejo
p75"""*/LINGO-1 produciendo la inhibicién del crecimiento axonal a través de la

NTR sufre

activacion de la GTPasa pequefia RhoA. Esto es posible ya que el receptor p75
un clivaje proteolitico secuencial que permite la liberacion del dominio citoplasmatico,
el cual interacciona con el inhibidor de disociacion de Rho-GDP (Rho-GDI, por sus siglas
en inglés) resultando en la activacién de RhoA (Domeniconi y col., 2005). Asociaciones

fisicas directas han sido reportadas entre MAG con el gangliésido GT1lb y ambos
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NTR

receptores, p75 y NgR1, proporcionando una via de sefializacién comun que

converge en la activacion de RhoA. Sin embargo, los gangliésidos pueden sefializar a

NTR ‘mediante el uso de otra molécula

través de vias independientes del receptor p75
transductora que hasta el momento no ha sido identificada (Schnaar y Lopez, 2009).
Por otro lado, se han descripto otros receptores funcionales de MAG, tales
como PirB, perteneciente a la familia de inmonoglubulinas de tipo B; LRP1, proteina 1
relacionada con la lipoproteina LDL; B-1 integrina y el receptor MAP1B, proteina 1B
asociada a microtubulos, los cuales hasta el momento no han sido extensamente

estudiados (Atwal y col., 2008; Franzen y col., 2001; Goh y col., 2008; Stiles y col.,
2013) (Figura 4).

1.2.3. Propiedades protectoras de MAG en las neuronas.

Como se mencioné anteriormente, el rol de MAG como proteina
estabilizadora de axones fue descripto gracias a la generacion de ratones carentes del
gen mag (Mag-null) (Li y col., 1994; Montag y col., 1994). Estos ratones producen
abundante mielina con minimas alteraciones estructurales, con una degeneracién
axonal progresiva de aparicion tardia y una reduccién del calibre axonal (Montag vy col.,
1994; Pan y col., 2005; Yin y col., 1998); siendo estas observaciones las que sugirieron
gue MAG podria tener funciones en la estabilidad de los axones. Sumado a esto, se
demostré que los ratones que carecen del complejo de ganglidsidos GD1a y GT1lb
muestran un patréon similar de degeneracion axonal que los ratones Mag-null, y
nuevos estudios comparando neuropatologias y déficits conductuales en ratones
deficientes de gangliésidos, permitieron apoyar la nocién de que el complejo
gangliosidos y MAG es capaz de mediar la estabilidad axonal en el sistema nervioso
(Pan y col., 2005; Sheikh y col., 1999). Sin embargo, no fue hasta el afio 2009 donde la
accion estabilizadora de MAG fue confirmada en diversos modelos. Los estudios de
Nguyen y colaboradores demostraron por primera vez un rol estabilizador de MAG
sobre el citoesqueleto de tubulina, incrementando los niveles de microtubulos
detirosinados (estables) y disminuyendo el nivel de los microtubulos tirosinados

(dinamicos). Finalmente demostraron el rol estabilizador de MAG en diferentes
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modelos de toxicidad axonal inducida por la administracién de acrilamida, una
neurotoxina industrial; asi como también vincristina, un agente despolimerizante de
microtubulos usado para el tratamiento de cancer, y otros mediadores inflamatorios
(Nguyen y col., 2009). Estos datos permitieron confirmar el rol de MAG como una de
las moléculas de mielina responsable de los efectos en la estabilizacion y protecciéon de
axones.

Mds tarde, nuevos estudios confirmaron que MAG era capaz de proteger
axones frente a un insulto téxico agudo en DRGs cultivadas en un sustrato que
contiene mielina, las cuales mostraron resistencia a la degeneracion axonal inducida
por vincristina; y se demostré que los gangliésidos eran los receptores encargados de
mediar el efecto protector de MAG sobre axones, involucrando la activacion de la
quinasa asociada a Rho, ROCK y a una proteina de unién a microtubulos, CRMP-4
(Mehta y col., 2010; Nagai y col., 2012; Nguyen y col., 2009) .

De manera interesante, el rol neuroprotector de MAG no esta restringido a
los axones que envuelve, sino por el contrario puede disparar eventos de sefalizacién
gue promueven la sobrevida neuronal. Esto fue demostrado en estudios donde se
utilizaron diferentes modelos de excitotoxicidad y se describié que la unién de MAG a
sus receptores axonales tiene un gran impacto en la sobrevida neuronal (Lopez y col.,
2011). En estos estudios, se realizé la caracterizacion farmacoldgica de los receptores
responsables de la proteccién ejercida por MAG sobre neuronas hipocampales
cultivadas in vitro, contra excitotoxicidad inducida por acido kainico; indicando que el
rol neuroprotector de MAG es mediado por los receptores NgRs y Bl-integrina,
involucrando la activacion de ROCK. De manera interesante, se conoce que MAG
inhibe el crecimiento de estas neuronas principalmente via gangliésidos, por lo que
estos resultados permitieron demostrar el rol dual de esta glicoproteina
(neuroproteccion e inhibicion del crecimiento neuronal) a través de diferentes
receptores axonales en la misma célula.

Estos estudios, ademas mostraron que los ratones deficientes de MAG son
susceptibles a excitotoxicidad en dos modelos in vivo de las enfermedades humanas
Stroke y Epilepsia. Mas aun, la administracion de MAG-Fc, una forma quimérica soluble
de MAG, fue capaz de revertir dicha susceptibilidad en el modelo de Stroke (Lopez y

col., 2011).
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Es importante mencionar que los insultos agudos pueden inducir una
disminucion en la expresion de MAG y una disrupcion en la integridad de la
comunicacidon axoén-glia, lo cual pone en evidencia la dindmica natural de esta
interaccion (Lopez, 2014). Todos estos resultados, permiten enfatizar la contribucién
de MAG en el rol protector de mielina sobre axones a través de la union a diferentes
receptores axonales, bajo diversas condiciones patoldgicas siendo MAG un

componente clave en la comunicacion bidireccional entre la mielina y el axén.

1.3. Motoneuronas de la médula espinal.

Durante el desarrollo del sistema nervioso de los vertebrados se generan
diferentes tipos de células neuronales a través de un precursor pluripotente, con
diversas caracteristicas funcionales tales como su posicién de origen, las proyecciones
axonales y las conexiones sinapticas. Las MNs estan localizadas en el SNC, y las hay de
dos tipos principales; (i) las MNs superiores, que se originan a partir de la corteza
cerebral y (ii) las MNs inferiores, que se encuentran en el tronco cerebral y la médula
espinal. Las MNs de la médula espinal se localizan en el asta ventral de la médula y
controlan los musculos efectores en la periferia. Forman el ultimo e insustituible
componente de los circuitos neuronales, ya que no hay otra ruta alternativa para
transmitir las sefiales, desde los centros de procesamiento ubicados en el SNC a los
musculos efectores en la periferia. Las MNs de la médula espinal lumbar, emergen de
la zona proliferativa ventricular del tubo neural aproximadamente a las 4 semanas en
humanos y al dia embrionario 13 en roedores (Clowry y col., 2005). La distribucion de
estas MNs de la médula espinal sigue un gradiente temporal a lo largo de los ejes
ventro-dorsal y rostro-caudal (Nornes y Carry, 1978). Un estudio mas detallado del
tiempo de generacién de las MNs en rata fue realizado por Altman y Bayer (1984),
quienes encontraron que las neuronas motoras somaticas de la region cervical dejan el
ciclo mitdtico ligeramente antes, en comparacion con los niveles lumbo-sacral. Las
MNs de la médula espinal se organizan en distintas columnas anatémicas que se
extienden a lo largo del eje rostro-caudal y son llamadas columnas motoras (Stifani,

2014). Las MNs de la columna motora lateral (LMC, por sus siglas en inglés) se
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encuentran en la parte ventral mas lateral de la médula espinal, se conectan a los
musculos de los apéndices y, por tanto estan presentes sélo en los niveles de las
extremidades, también denominados niveles braquiales (C5 a T1) y niveles lumbares
(L1-L5) (Figura 5) (Hollyday y Hamburger, 1977; Hollyday y Jacobson, 1990). Las MNs
desarrollan un axén y dendritas; el axén sale a la superficie ventral de la médula,
formando colectivamente las raices ventrales con los axones de otras MNs, mientras

gue la dendrita se ramifica en el asta ventral y la materia gris intermedia.

Figura 5: Organizacidon de la médula espinal. Los cuerpos
celulares que envian sus axones a las extremidades estan
contenidas en la columna motora lateral (LMC por sus
siglas en inglés) en los niveles braquial y lumbar de la
médula espinal. Otras MNs, especialmente las neuronas

preganglionares, ocupan la columna de Terni (CT, por sus

siglas en inglés) en los niveles toracicos. Las regiones rostral

rostral

y caudal son sefialadas. Modificado de Dasen y col., 2005.

1.3.1. Tipos y distribucion de motoneuronas.

Las MNs de la médula espinal pueden dividirse en tres grupos funcionales, de
acuerdo al érgano blanco que inervan, MNs branquiales, viscerales y somaticas. Las
MNs branquiales estdn situadas en el tronco cerebral y junto con las neuronas
sensoriales el nucleo craneal, inervan los musculos del arco branquial de la cara y
cuello (Chandrasekhar, 2004). Las MNs viscerales pertenecen al sistema nervioso
auténomo y son responsables del control de los musculos lisos (corazén vy arterias) y
glandulas; y finalmente, las MNs somaticas que inervan el musculo esquelético
responsable del movimiento (Rexed, 1954).

Las MNs viscerales o autondmicas estan situadas en el asta intermedia de la
médula espinal entre las regiones ventral y dorsal. Estas MNs se subdividen en dos
grupos funcionales, simpatico y parasimpatico. Las MNs preganglionares simpaticas se
encuentran en la columna tordcica y partes lumbares superiores de la médula espinal;

y proporcionan una inervacién del musculo liso en los vasos sanguineos. Las MNs
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preganglionares parasimpaticas se encuentran dentro de la médula espinal sacra, y
proporcionan inervacion parasimpatica a las visceras pélvicas.

Las MNs somaticas estan situadas en la regidon ventral de la sustancia gris de la
médula espinal, e inervan los musculos estriados del esqueleto axial (cuello y tronco) y
los musculos de los miembros superiores e inferiores. Estas MNs se pueden dividir en
tres grupos; alfa, beta y gamma, de acuerdo con el tipo de fibra muscular que inervan
dentro de un musculo blanco especifico (Figura 6). Las MNs del tipo alfa son las
predominantes, e inervan las fibras musculares extrafusales dentro del musculo
esquelético, y son claves para la contraccion muscular. Una proporcién menor de las
MNs somaticas son del tipo gamma, e inervan las fibras musculares intrafusales y
extrafusales del musculo (Bessou y col., 1965). La tercer clase de MNs somaticas son
las del tipo gamma, las cuales envian axones dentro de las fibras musculares
intrafusales, y controlan exclusivamente la sensibilidad de los husos musculares

(Christopher y Dana Reeve, 2009) (Figura 6).

MNs alfa Figura 6: Inervacion muscular de las MNs somaticas.

MNs gamma .
/4 : & Esquema de una seccidn longitudinal de fibras musculares.

Las MNs alfa (rojo) inervan las fibras musculares
extrafusales (FE, marrdn), mientras que las MNs gamma
(purpura) se conectan a las fibras intrafusales (FI, azul)
dentro del huso muscular (MS por sus siglas en inglés, color
gris claro). Las neuronas sensoriales (verde) llevan la

informacion de las fibras musculares intrafusales en el SNC (flecha saliente). Modificado de Stifani, 2014.

Como se menciond anteriormente, dentro de la regién ventral de la médula
espinal se reconoce una poblacidon de neuronas de gran tamafio que son las MNs alfa.
Estas neuronas son multipolares y se identifican como una de las mas grandes en el
sistema nervioso. En secciones de la médula espinal, analizadas con un microscopio
Optico, las alfa MNs se caracterizan por presentar cuerpos de Nissl grandes vy
prominentes y sus axones salen a las raices ventrales. Dispersas entre estas neuronas
mas grandes se encuentran las poblaciones de neuronas pequefas e intermedias. La

mayoria de estas neuronas mas pequefias son las interneuronas, pero una proporcion
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de ellas son gamma MNSs y un porcentaje alin mas pequeno corresponde a las MNs del

tipo beta (Christopher y Dana Reeve, 2009).

1.3.2. Muerte celular programada de motoneuronas.

El descubrimiento del factor de crecimiento nervioso (NGF, por sus siglas en
inglés) en el afio 1947, por los investigadores Levi-Montalcini y Cohen, permitié apoyar
el concepto originado por Hamburger (1934, 1958) de que moléculas producidas por el
drgano blanco de una neurona en desarrollo son requeridas para la sobrevida de las
neuronas frente a la muerte celular programada (MCP); este proceso se destaca
particularmente durante el desarrollo de las MNs (lbafiez y Simi, 2012; Vilar y col.,
2009). El proceso de MCP de MNs ocurre durante el periodo embrionario en el cual
aproximadamente la mitad de las neuronas en desarrollo postmitético, mueren por un
proceso morfoldgico de apoptosis (Gould y Oppenheim, 2011). Esta hipdtesis del factor
neurotréfico, acunada por Purves en 1988, afirma que las células blanco de las
neuronas en desarrollo, producen una cantidad limitada de factores neurotrdéficos

esenciales que son captados por las terminales nerviosas (Figura 7).

a. .
Neuronas acercandose Organo
al érgano blanco blanco Figura 7: Teoria del factor neurotréfico. a. Las

4 ° neuronas extienden sus axones en las

— . .
Cj\f inmediaciones del érgano blanco. b. Las células
g ' blanco secretan cantidades limitadas de factores

b. Suministro limitado neurotréfi st nen r tor
-~ de factores eurotroficos, éstos se wunen a receptores
! , Neurona degenerando  peyrotréficos e -
| especificos en la superficie celular. Las neuronas
__________ .__"<].. qgue no reciben cantidades adecuadas de factores
= neurotréficos mueren por apoptosis. Modificado

de Reichardt y Farifias, 1998.

Las MNs de la médula espinal mueren durante el desarrollo embrionario en
una manera temporal y espacialmente especifica (Gould y Oppenheim, 2011). El

periodo de muerte de MNs de la médula espinal tordcica y lumbar en ratones se
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extiende entre los dias embrionarios 13 y 18, resultando en un 60-67% de muerte de
MNs (Yamamoto y Henderson, 1999). En ratones se han descripto dos eventos de MCP
en la médula espinal a los dias embrionarios 12,5 y 14,5, siendo las MNs del extremo
cervical final de la médula espinal las primeras que mueren, definiendo una progresion
retro-caudal de la MCP (Yamamoto y Henderson, 1999).

Aunque los érganos blanco pueden ser la fuente de las senales pro y anti-
apoptoéticas durante el periodo de MCP, con la edad las MNs pierden la dependencia
de su dérgano blanco, lo que sugiere que con el tiempo, la susceptibilidad a estos
factores pro y anti-apoptdticos puede ser alterada por los cambios dependientes del
contexto, la expresion, activacion y utilizacion de los receptores del factor trofico
localizados en la superficie celular (Escandén y col., 1994; Funakoshi y col., 1995;
Griesbeck y col., 1995). Estudios durante el desarrollo de las MNs de la médula espinal
mostraron que la eliminacidon de una extremidad en el desarrollo de un embrién de
pollo aumenta enormemente la muerte de MNs, mientras que el trasplante de una
extremidad adicional reduce el nimero de MNs que mueren (Figura 8). Por lo tanto, el
organismo puede reaccionar a determinadas desviaciones genéticas de los programas
de desarrollo, siendo este tipo de plasticidad la que contribuye a la generacién de un
sistema nervioso altamente complejo en los vertebrados superiores durante la
evolucion.

La idea de que el musculo esquelético juega un papel importante en
regulacién de la supervivencia de MNs durante el desarrollo ha sido cuestionada
recientemente por la observacién de que los ratones deficientes para erb-B3, el
receptor del factor de crecimiento glial, muestran un déficit severo de desarrollo de las
células Schwann, y como consecuencia una reduccién significativa (79%) en las MNs
(Riethmacher y col. 1997). Estos datos indican que las células de Schwann en
desarrollo son al menos tan importantes para las MNs como el musculo esquelético.
Sin embargo, estos datos podrian indicar que las MNs primero son dependientes del
factor neurotréfico derivado del musculo, y luego de los factores derivados de las
células de Schwann (Sendtner y col., 2000).

El nivel de actividad de una célula blanco o de la propia neurona podria influir
en su supervivencia de varias maneras. Por un lado, la actividad de la célula blanco

podria inhibir la produccién de factores neurotréficos; debido a que este suministro es
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limitado cualquier disminucién de estos factores podria dar lugar a un aumento en la
muerte neuronal. Por otro lado, la actividad eléctrica de las propias neuronas también
parece ser necesario para las respuestas adecuadas a los factores neurotréficos. Por lo
tanto, esta actividad puede regular tanto la produccidn como la respuesta de los
factores neurotréficos, modelando de este modo cdmo una poblacién neuronal los
utiliza para dar forma a su numero final. Un ejemplo de esto lo confiere el receptor

para de baja afinidad para neurotrofinas p75NTR

, el cual esta altamente expresado
durante el desarrollo de las MNs y durante todo el periodo de MCP, pero posee baja

expresion luego del nacimiento y hasta la edad adulta (Ernfors y col., 1989; Johnson y

ol., 1989).
a. Remoc|on de una b. Transplante de una c. Paralisis Figura 8: El cambio en el tamafio o
extremidad extremidad Neuromuscular

actividad del musculo blanco controla

la sobrevida de MNs. (a) La remocién
de una extremidad en el desarrollo de
un embrién de pollo a los 2.5 dias,
produce una disminuciéon del numero

Generacion de MNs (100%) de MNs. Aunque las MNs son

generadas en un nimero normal, mas
tarde en el desarrollo pocas neuronas

motoras permanecen en el lado de la

Muerte de MNs (Apoptosis) médula espinal donde falta |Ia
' t extremidad. El nimero de MNs en la
region contralateral de la médula

espinal es alrededor del 50% del

nimero generado originalmente. (b) El

Extremldad Normal Exttr;mlcisg}: Normal Parélisis
10% sobreV|da 50% sobrevida sobrevida) 50% sobrevida 75% sobrevida incremento del tamafo del érgano

blanco reduce la muerte neuronal natural durante el desarrollo. El trasplante de una extremidad
adicional antes del periodo normal de muerte celular en un embridn de pollo resulta en un aumento del
numero de MNs en el lado con el érgano blanco adicional. (c) El bloqueo de la actividad muscular
previene el desarrollo de la muerte de MNs. La transmision neuromuscular es bloqueada
tempranamente en el desarrollo por la aplicacién de curare, una droga que bloquea la activacion de los
receptores de acetil colina. Este bloqueo reduce la extension de la muerte de MNs en la médula espinal

lumbar. Modificado de Purves, 1988.
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El rol del receptor p75"'™" durante estas etapas del desarrollo no esta claro,
debido en gran parte a la diversidad de ligandos activadores. En varios contextos,
p75""" ha sido implicado en la supervivencia neuronal, la muerte y la regeneracion, a
través de su asociacion con los receptores LINGO-1 y NgRs. Estudios en cultivos de

MNs embrionarias las cuales expresan p75™'

in vitro, demostraron que la activacion
farmacoldgica de NgRs, uno de los receptores funcionales de MAG, fue capaz de

modular la MCP de MNs dependiente del receptor p75"' " (Dupuis y col., 2008).

1.4. Mecanismos de apoptosis.

Los mecanismos de apoptosis son muy complejos, e implican una cascada de
eventos moleculares dependientes de energia. En mamiferos, las cascadas de
sefalizacidon que culminan en la muerte celular por apoptosis pueden ser divididas en
dos grandes categorias: la extrinseca (o la via mediada por el receptor de muerte) y la
via intrinseca (o mitocondrial). Hay evidencias que indican que las dos vias estan
relacionadas y que las moléculas que influyen en una via, también pueden hacerlo en
la otra (Elmore, 2007). Estas cascadas convergen en la misma via de ejecucién; la cual
es iniciada por el clivaje de la caspasa-3 y resulta en la fragmentacién del ADN,
degradacion del citoesqueleto y proteinas nucleares, el entrecruzamiento de
proteinas, la formacién de cuerpos apoptdticos, la expresion de ligandos para
receptores de las células fagociticas y finalmente, la captacion por las células
fagociticas.

Aunque muchas de las proteinas apoptodticas claves que se activan o inactivan
en la via de apoptosis han sido identificadas, los mecanismos moleculares de
activacion de estas proteinas requieren de mayor estudio, y constituyen un foco
continuo de investigacion. La importancia de la comprensién de la maquinaria
molecular de la apoptosis es vital ya que la MCP es un componente importante

durante el desarrollo iniciado por varios estimulos fisioldgicos y patolégicos.
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1.4.1. Senalizacion extrinseca de apoptosis. Via clasica.

La via extrinseca de apoptosis involucra la presencia de factores
neurotréficos, y es desencadenada por interacciones mediadas por un receptor
transmembrana. Estas involucran a receptores de muerte que son miembros de la
superfamilia de genes del receptor TNF (Locksley y col., 2001). Los miembros de la
familia del receptor del TNF comparten dominios extracelulares similares ricos en
cisteina y presentan un dominio citoplasmico de aproximadamente 80 aminodacidos
llamado "dominio de muerte" (DD, por sus siglas en inglés) (Ashkenazi y Dixit, 1998).
Este dominio de muerte desempefia un papel fundamental en la transmision de la
sefial de muerte de la superficie celular a las vias de sefializacidn intracelular. Al
presente, los ligandos mejor caracterizados y sus correspondientes receptores de
muerte incluyen FasL / FasR, TNF-a / TNFR1, Apo3L / DR3, Apo2L / DR4, Apo2L / DRS5,
NGF/p75""® (Locksley y col., 2001).

La secuencia de eventos que definen la fase extrinseca de la apoptosis estan
mejor caracterizados con los modelos del FasL/FasR y TNFR1/TNF-a. En estos modelos,
hay agrupamiento de los receptores y unién con los ligandos triméricos homdlogos.
Tras la unién del ligando, las proteinas adaptadoras citoplasmaticas son reclutadas, y
exhiben correspondencia con los dominios de muerte que se unen a los receptores. La
union del ligando Fas al receptor Fas resulta en la unién de la proteina adaptadora
FADD, mientras que la unién del ligando TNF al receptor TNF da como resultado la
unién de la proteina adaptadora TRADD con el reclutamiento de FADD y RIP (Grimm vy
col., 1996; Hsu y col., 1995; Wajant, 2002). Luego, FADD se asocia con la procaspasa-8
a través de la dimerizacion del dominio efector de muerte. En este punto, se produce
la formacién del complejo de sefializacién que induce la muerte (DISC, por sus siglas en
inglés), resultando en la activacion autocatalitica de la procaspasa-8 y por lo tanto, la
fase de ejecucién de la apoptosis (Kischkel y col., 1995). La apoptosis mediada por
receptores de muerte puede ser inhibida por una proteina llamada c-FLIP que se une a
FADD vy la caspasa-8, inactivandolos (Kataoka y col., 1998; Scaffidi y col., 1999). Otro
punto potencial de la regulacién de la apoptosis implica una proteina llamada Toso,
gue bloquea la apoptosis inducida por Fas en las células T mediante la inhibicion del

procesamiento de la caspasa-8 (Hitoshi y col., 1998) (Figura 9).
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1.4.2. Senalizacidn intrinseca de apoptosis. Via alternativa.

En la via intrinseca de apoptosis, varias sefiales pro-apoptodticas inducen la
liberacion de proteinas mitocondriales, tales como el citocromo c (Cit ¢), a través de
algunas proteinas pro-apotéticas de la familia Bcl-2, las cuales pueden formar un poro
y/o incrementar la permeabilidad de la membrana interna mitocondrial.

Los estimulos que inician la via intrinseca de apoptosis producen sefales
intracelulares que pueden actuar de manera positiva o negativa. Sefiales negativas
implican la ausencia de ciertos factores de crecimiento, hormonas y citoquinas que
pueden conducir al fracaso en la supresidon de programas de muerte, provocando de
ese modo la apoptosis. Otros estimulos que actian de una manera positiva incluyen
entre otros, la radiacién, toxinas, hipoxia, hipertermia, infecciones virales, y radicales
libres. Todos estos estimulos provocan cambios en la membrana interna de la
mitocondria que resultan en una apertura de la transicion de permeabilidad
mitocondrial (MPT, por sus siglas en inglés) de los poros, la pérdida del potencial
transmembrana mitocondrial y la liberacion de dos grupos principales que son,
normalmente secuestrados por proteinas pro-apoptéticas del espacio intermembrana
en el citosol (Saelens y col., 2004). El primer grupo consiste en el Cit ¢, Smac/DIABLO, y
la serina proteasa HtrA2/Omi (Cai y col., 1998; Du vy col., 2000; van Loo y col., 2002).
Estas proteinas activan la via mitocondrial dependiente de caspasa. El Cit ¢ en el citosol
se une al factor de activacién de la proteasa de apoptosis (Apaf-1), el cual facilita la
unidén y activacion de la procaspasa-9 en un complejo terciario llamado “apoptosoma”
(Chinnaiyan, 1999; Hill y col., 2004) (Figura 9). De esta manera, la agrupacién de la
procaspasa-9 conduce a la activacién de la caspasa-9. Smac/DIABLO y HtrA2/Omi
promueven la apoptosis mediante la inhibicién de la actividad de IAP (inhibidores de
proteinas de apoptosis) (van Loo y col., 2002; Schimmer, 2004). El segundo grupo de
proteinas pro-apoptdticas, AIF, endonucleasa G y CAD, son liberados de las
mitocondrias durante la apoptosis, pero éste es un evento tardio que se produce
después de que la célula ya estd comprometida a morir. AlIF se transloca al nucleo,
causa la fragmentacién del ADN y la condensacion de la cromatina nuclear periférica

(Joza y col., 2001). Esta forma temprana de condensacidon nuclear se conoce como
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"etapa I" (Susin y col., 2000). La endonucleasa G también se transloca al nucleo donde
se escinde la cromatina nuclear para producir fragmentos de ADN oligonucleosomal (Li
y col., 2001). La funcién de IAF y la endonucleasa G es independiente de caspasas.
Posteriormente, CAD es liberado a partir de las mitocondrias y se transloca al nucleo,
donde después de la escisidn por la caspasa-3, conduce a la fragmentacion del ADN
oligonucleosomal y una avanzada condensacién de la cromatina (Enari y col., 1998);
ésta es conocida como la "etapa II" de condensacidn (Susin y col., 2000).

El control y la regulacién de estos eventos de apoptosis mitocondrial se
producen a través de miembros de proteinas de la familia Bcl-2 (Cory y Adams, 2002).
La proteina supresora de tumores p53 tiene un papel critico en la regulacién de las
proteinas de la familia Bcl-2; sin embargo los mecanismos puntuales ain no han sido
completamente dilucidados (Schuler y Green, 2001). La familia de proteinas Bcl-2
gobierna la permeabilidad de la membrana mitocondrial y puede desencadenar una
via pro-apoptdtica o anti-apoptdtica. Algunas de las proteinas anti-apoptéticas
incluyen Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BOLSA, y algunos de las proteinas pro-
apoptoticas incluyen Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, y Blk. Estas proteinas
determinan si la célula se compromete a la apoptosis o aborta dicho proceso. Se cree
que el principal mecanismo de accién de la familia de proteinas Bcl-2 es la regulaciéon
de la liberacion del Cit ¢ de la mitocondria a través de la alteracion de la permeabilidad
de la membrana mitocondrial.

Las proteinas que controlan directamente las cascadas extrinseca e intrinseca
de apoptosis y otras vias de activacién de caspasas, a menudo existen como familias
que pueden ser reconocidas basados en su secuencia de aminoacidos y/o similitud
estructural. Por otra parte, las interacciones entre estas proteinas son comunmente
mediadas por los dominios que se asocian intimamente con la regulacidon de la
apoptosis, incluyendo los dominios de reclutamiento asociados con caspasas (CARDs,
por sus siglas en inglés), dominios de las proteinas de la familia Bcl-2, DDs, entre otros.

Los DDs son un modulo de interaccion de proteinas que consisten en un haz
compacto de seis hélices. Varios de los miembros de la superfamilia de receptores del
TNF contienen DDs en sus regiones citosdlicas, incluyendo TNFR1, Fas (Apol), DR3

(Apo2), DR4 (TrailR1), DR5 (TRAILR2), entre otros. El receptor de baja afinidad para
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NTR

neurotrofinas p75" " contiene también un DD, capaz de inducir la apoptosis bajo

determinadas circunstancias (Liepinsh y col., 1997).

Receptores de Receptores de Dafio en el Estrés en
Muerte Dependencia ADN l l el RE

(activados por ligando)  (en ausencia de ligandos)

DISC Caspasa-2 m
l / MMP
Caspasa-8 Cit ¢ APAF-1

(Caspasa-10)

: ATP/dATP
\—X Procaspasa-9
: Bid APOPTOSOMA
Caspasa-9
v -
Caspasa-3 EFECTOR DE CASPASAS Caspasa-3
Caspasa-6 Caspasa-6
Caspasa-7 ‘ Caspasa-7

L APOPTOSIS —

Figura 9: Cascadas de activacion de caspasas extrinseca vs intrinseca. A la izquierda: via extrinseca. La
activacion de los receptores de muerte por la unidn de un ligando, induce la formacién del complejo de
sefializacién de muerte (DISC) en el lado citoplasmético de la membrana celular. Este promueve la
activacion de la caspasa-8 (y posiblemente de la caspasa-10), la cual es capaz de clivar las caspasas
efectoras 3, 6 y 7. La caspasa-8 puede también activar proteoliticamente a Bid, el cual promueve la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial (MMP, por sus siglas en inglés) y representar el principal
vinculo entre las cascadas de apoptosis extrinseca e intrinseca. La via extrinseca incluye también a los
receptores de dependencia, que disparan una sefial de muerte en ausencia de sus ligandos, a través de
mediadores aun no identificados. A la derecha: via intrinseca. Varias sefiales intracelulares que incluyen
el dafio del ADN y el estrés en el reticulo endoplasmico (RE) convergen en la mitocondria para inducir
MMP, lo que provoca la liberacion de factores proapoptdticos del espacio intermembrana. Entre éstos
se encuentra el citocromo c (Cit c), el factor activador de la proteasa de apoptosis 1 (APAF-1, por sus
siglas en inglés) y ATP/dATP para la formacion del apoptosoma, una plataforma molecular que
promueve la maduracién proteolitica de la caspasa-9. La caspasa-9 activa, a su vez, produce el clivaje y
activacién de las caspasas efectoras las cuales conducen finalmente al fenotipo de apoptosis. El dafio en
el ADN puede ser una sefial también de activacion de la caspasa-2, la cual actla aguas arriba de la

mitocondria para favorecer la MMP. Modificado de Kroemer y col., 2007.
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1.5. Receptor de baja afinidad para neurotrofinas, p75" .

Las neurotrofinas presentes en mamiferos, tales como el NGF, el factor de
crecimiento derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés), la neurotrofina 3
(NT-3) y las neurotrofinas 4 y 5 (NT-4/5), son requeridas para la sobrevida vy
diferenciacién de poblaciones neuronales especificas durante la ontogenia. En primer
lugar se demostré que un miembro prototipico de esta familia, NGF, se unia con altay
baja afinidad a sitios en las neuronas. Mas tarde el receptor responsable de esta unidn
fue clonado e inicialmente nombrado como receptor de baja afinidad para NGF y mas

tarde, fue denominado p75"""

, cuando se puso de manifiesto que podia unir a otras
neurotrofinas (Carter y Lewin, 1997). Las formas maduras de neurotrofinas
interaccionan con dos tipos de receptores: Trk, de la familia de los receptores tirosina

NTR

guinasa, y p75" ", miembro de la superfamilia de los receptores TNF.

1.5.1. Estructura del receptor p75""™".

El receptor p75"'" consiste en un dominio extracelular rico en cisteina, que
permite la unién del ligando; y una region intracelular que contiene un segmento
juxtamembrana flexible, un dominio de muerte globular unido a través de un
segmento corto (Liepinsh y col., 1997; Underwood y Coulson, 2008) (Figura 10). Por las
observaciones de Vilar y colaboradores, se conoce que las neurotrofinas activan al
p75NTR homodimérico por un mecanismo que involucra un reacomodamiento del

’ localizado en el dominio

dominio intracelular, en el cual el residuo Cys®
transmembrana actia como punto de apoyo, mediando la propagacion de cambios
conformacionales (Modelo de Snail-Tong) (Qu y col., 2013).

La dimerizacion mediada por un ligando ha emergido como un mecanismo
universal de activacion de un receptor de factor de crecimiento. Las neurotrofinas

interaccionan con el receptor p75NTR

en su forma homodimérica. Se conoce que los

dimeros unidos por puentes disulfuro se forman a través del residuo altamente
2 .. .

conservado Cys®’ en el dominio transmembrana del receptor (Vilar y col., 2009); y se

considera el requerimiento de este residuo de cisteina para el reclutamiento de
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Figura 10: Estructura y mecanismo de activacidon del receptor p75NTR. Esquema de la estructura del

NTR

p75" " en la membrana, con el dominio extracelular (de unidn al ligando) y el domino intracelular, antes

y después de la unién de neurotrofinas. Se indica la posicion aproximada del residuo Cy5257. Las flechas
indican el movimiento postulado de “snail-tong” de las subunidades del p75NTR iniciado por la unién del
ligando: cerrando el dimero en el exterior, y abriéndose en el interior. TM: transmembrana, Jux:
juxtamembrana (un dominio flexible que une el dominio TM y el dominio de muerte). Modificado de

Ibafiez y Simi, 2012.

efectores intracelulares y la sefializacién en respuesta a neurotrofinas, pero no en
respuesta a otros ligandos. Una mutacion en este residuo anula la activacién del
receptor dependiente de neurotrofinas pero no afecta la sefializacion del complejo
p75" */NgR/LINGO-1 en respuesta a MAG, indicando la existencia de diferentes
mecanismos de activacion del p75™"® especificos del ligando (Vilar y col., 2009).

En la membrana celular, se postula que el receptor p75""" esta en equilibrio
entre diferentes patrones de oligomerizacién tales como mondmeros, dimeros
asimétricos y dimeros simétricos, los cuales confieren diferentes niveles de regulacion
de la via de sefalizacion del receptor; sumado a esto, recientemente ha sido sugerido
que el p75"™® podria ensamblarse como un trimero al igual que los otros miembros de
la familia de receptores TNF (Anastasia y col., 2015). Por un lado, el p75"™" tiene
actividad quinasa intrinseca donde los diferentes dimeros simétricos y asimétricos
corresponden a diferentes estados funcionales. Asimismo, otro nivel de regulacién

puede ser conferido por el estrés oxidativo. Los residuos de cisteina son capaces de
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mediar respuestas celulares por cambios en las condiciones de oéxido-reduccién,
traducidas en alteraciones conformacionales en estructura y funcion de la proteina. Un
mecanismo que se desencadena por deteccion de estados redox a través de cisteinas
es la formacién de puentes disulfuro, que determina un equilibrio éxido-reduccién

379_

entre el dimero simétrico covalente (unido por puentes disulfuro Cys Cys379) y el

dimero simétrico no covalente (Qu vy col., 2013) (Figura 11).

Cys®7=>
¥ oxidacion
\ ‘ reduccion ‘
\
\) w \\>\> Cys379
Mondémero Dimero Dimeros Simétricos
Asimétrico No Covalente Covalente

NTR NTR

Figura 11: Modelo propuesto de activacion del receptor p75" . El p75" " presenta diferentes patrones
de oligomerizacion tales como mondmeros, dimeros asimétricos y dimeros simétricos, que pueden
existir simultdaneamente en la superficie celular (basado en la posicion relativa de los dominios
intracelulares). Esta regulacidn puede resultar de la alternancia entre los dimeros asimétricos y dimeros
simétricos. Un equilibrio de éxido-reduccion puede existir entre el dimero simétrico covalente (con

379 379

puentes disulfuro Cys™ " -Cys ") y el dimero simétrico no covalente, que podria conferir otro nivel de

regulacion a través del estrés oxidativo. Modificado de Qu y col., 2013.

NTR se realiza a través de una via

La transduccidn de sefiales por el receptor p75
de reclutamiento dependiente del ligando y la liberacion de efectores citoplasmaticos
hacia y desde el receptor. Mas de 20 moléculas intracelulares diferentes que
interaccionan con el p75"" han sido identificadas, pero esta riqueza no se ha
traducido en una comprensién comparable en la funcion del receptor (Vilar y col.,
2009). Algunas de los principales eventos de sefalizaciéon aguas abajo desencadenados

NTR “en respuesta a neurotrofinas, incluye la activacién del complejo

por el receptor p75
NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas) (Carter y col., 1996), las JNKs (quinasas c-Jun N-terminal) (Friedman, 2000;
Yoon y col., 1998) y caspasas (Troy y col., 2002). Asimismo, el receptor p75"'" también
puede activar la GTPasa pequefia RhoA (Yamashita y col., 1999), pero esta activacién

requiere la unién de diferentes ligandos derivados de mielina, tales como MAG (Wang
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y col., 2002; Wong y col., 2002), y dos co-receptores: NgR y LINGO-1 (Fournier y col.,
2001; Miy col., 2004).

A todo esto, podemos agregar que el receptor p75™'" de 75 kDa se somete a
un clivaje secuencial regulado por la protedlisis intramembrana (RIP, por sus siglas en
inglés), que requiere la activacién de la proteina quinasa C (PKC, por sus siglas en

NTR - . .. .
es clivado secuencialmente por la actividad de metaloproteasas unidas

inglés). p75
a membrana, similares a las proteasas de la familia ADAMS, denominadas a y vy
secretasas. En primer lugar, se produce la protedlisis del dominio extracelular (ECD,
por sus siglas en inglés) de 50 kDa, a través de la accion de la a secretasa. Segudo a
esto, se inicia un segundo clivaje que ocurre en el dominio transmembrana del p75N TR
por una y secretasa, liberandose el dominio intracelular o dominio de muerte DD (ICD,
por sus siglas en inglés) de 25 kDa (Domeniconi y col., 2005) (Figura 12). La liberacién
de este dominio se piensa que es necesaria para la activacién de algunos eventos de
sefnalizacion, como la muerte mediada por NRIF en neuronas simpaticas (Kenchappa y

col., 2006).

Figura 12: MAG induce el clivaje proteolitico del receptor p75NTR

dependiente de la proteina quinasa C (PKC). El ectodominio del p75""

ECD

es inicialmente clivado por metaloproteasas (a secretasa). El resultado
de este clivaje es la formacién de un fragmento carboxilo terminal (CTF,

_ por sus siglas en inglés), el cual es subsecuentemente clivado por unay

secretasa que permite la liberacién del dominio intracelular (ICD por sus

CTF

8 - siglas en inglés) Modificado de Domeniconi y col., 2005.

NTR

El receptor p75" " puede modular la actividad de RhoA. La forma Wt de RhoA

(forma unida a GDP) interacciona con p75"'", mientras que la forma constitutivamente

activa de RhoA no lo hace. Esto sugiere que la activacién de RhoA depende de la

NTR

interaccion directa de RhoA y p75" = (Yamashita y Tohyama, 2003). En ausencia de

ligando, p75 existe en un complejo con Rho en la forma unida a GDP y Rho-GDI

(inhibidor de la disociacion Rho-GDP), donde Rho-GDI estabiliza al Rho inactivo. Luego

de la union del ligando, el complejo MAG: p75"™": Rho: Rho-GDI mantienen a Rho en su

estado inactivo. Luego de la protedlisis del receptor, el dominio ICD del p75"™"
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desplaza a Rho-GDI de Rho y se induce su activacién (Domeniconi y col., 2005;
Yamashita y col., 2002). El epitope Rho-GDI muestra una buena correspondencia con
una de las dos regiones blanco para el inhibidor de p75"'}, denominado Tat-Pep5, un

NTR

pequeiio péptido aislado cuya habilidad es unirse al dominio ICD del p75" ". Tat-Pep5

NTR

inhibe la interaccién de p75" " con Rho-GDI y bloquea su capacidad para activar a

RhoA (Mehta y col., 2007). Estas observaciones son consistentes con la idea de que
Rho-GDI y Tat-Pep5 se unen al mismo epitope en el dominio de muerte del p75NTR
(Charalampopoulos y col., 2012).

En la busqueda de otros miembros de la familia de los receptores TNF, que

NTR

tienen el potencial de reemplazar funcionalmente al receptor p75" ", se ha descripto a

un nuevo receptor huérfano denominado TAJ o TROY (Lu y col., 2013; Park y col., 2005;
Shao y col., 2005). Se ha observado que este receptor es capaz de sustituir a p75NTR, e
interaccionar con NgR y LINGO-1 y mediar la activacién de RhoA en respuesta a
inhibidores derivados de mielina, induciendo la inhibicion de la regeneracion axonal

(Lu y col., 2013). Por lo tanto, la identificacién de TROY como un receptor homdlogo

NTR NTR
SO

funcional de p75" " explica la paradoja de que neuronas que no expresan p75 n

inhibidas por mielina.

1.5.2. Apoptosis de motoneuronas dependiente de p75""" luego de una

lesion.

Aunque la MCP de MNs finaliza antes del nacimiento en roedores, la
sobrevida de MNs continua siendo dependiente de los factores tréficos liberados por
los 6rganos blanco durante la primera semana postnatal. Mds especificamente, las
MNs de la médula espinal de ratones permanecen susceptibles a la apoptosis durante
la primera semana postnatal. Se ha determinado que una lesidn en el nervio cidtico en
ratones durante la primera semana postnatal induce la apoptosis de MNs dependiente
del receptor p75"'", mientras que una lesién similar en animales luego de la primer
semana de vida, resulta en la regeneracién del nervio (Li y col., 1994).

NTR

El receptor p75 se encuentra ampliamente expresado en neuronas

simpaticas y sensoriales, en MNs de la médula espinal y bulbo raquideo, neuronas de
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corteza cerebral, cerebelo e hipocampo (Ernfors y col., 1989; Yamashita y col., 1999).

NTR

En la mayoria de las células la expresién del p75" " se apaga en los estadios adultos, sin

NTR en niveles menores, tal es

embargo unas pocas areas conservan la expresion del p75
el caso de las MNs de la médula espinal (Ernfors y col., 1989). Asimismo, el receptor
p75""" puede re-expresarse después de una injuria o estrés celular en las neuronas
sensoriales y MNs de la médula espinal. Cuando los axones de las MNs son afectados
luego de una injuria en los nervios periféricos, la expresién del receptor p75NTR se
incrementa en los cuerpos celulares y axones asi como también en las células de
Schwann, desencadenando una degeneracidon Walleriana en la regién distal del nervio

NTROde

lesionado (Ferri y col., 1998). La sobrevida de MNs en ratones carentes de p75
los receptores TNF1 y 2 no estd afectada durante la MCP, pero estd incrementada
luego de una lesidn en el nervio cidtico (Ferri y col., 1998; Raivich, 2002).

Una lesion de contusion en el nervio cidtico induce un aumento de la

NTR

expresion del p75" " en MNs espinales y faciales que persiste durante 2 a 3 semanas

luego de la lesion (Ernfors y col., 1989; Koliatsos y col., 1991; Lowry y col., 2001). De

NTR puede ser parte de un programa de

manera interesante, la re-expresion del p75
plasticidad inducida por una lesién que permitiria recapitular mecanismos de
desarrollo. Dos décadas atrds, se habia propuesto un rol protector del p75""" durante
una injuria neuronal (Song y col., 2006; Tomita y col., 2007). Sin embargo, los estudios

subsiguientes estuvieron enfocados en el rol del p75"™*

en la muerte celular. Bartlett y
colaboradores mostraron que la reducciéon de los niveles de este receptor puede
prevenir la pérdida de DRGs luego de una injuria (Cheema y col., 1996). Sumado a esto
otros estudios demostraron un aumento en la sobrevida y regeneracion de MNs
axotomizadas en ratones mutantes deficientes del receptor p75NTR (p75NTR—nuII) (Ferri
y col., 1998; Wiese y col., 1999).

Los estudios de Park y colaboradores indican que la mielina produce la
inhibicion del crecimiento axonal a través de un mecanismo dependiente de
p75"""/Rho-GDI/Rho/caspasa-6. Por otra parte estos estudios muestran que en

NTR

ausencia de p75 ", los axones colinérgicos septales adultos crecen de manera

aberrante en el tracto mielinizado y el cuerpo calloso del cerebro adulto. En conjunto

NTR

estos datos apoyan un modelo en el que la unién del receptor p75~ " a neurotrofinas

cumple un rol fisiolégico al mantener la especificidad de la conectividad neuronal, y
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proporcionar una explicacidn fisioldgica para la inhibicidon de la mielina después de Ila

lesion neuronal (Park y col., 2010).

1.6. Rho GTPasas.

Las GTPasas pequefias son proteinas de sefializacién intracelular que, junto
con sus reguladores y efectores asociados, estdn involucrados en la modulacion de
diversos procesos celulares tales como metabolismo lipidico, crecimiento celular,
trafico de membrana, regulacién transcripcional, regulacion de la citoarquitectura y
apoptosis (Aznar y Lacal, 2001; Kaibuchi y col., 1999). La gran mayoria de las GTPasas
pequefias pertenecen a la superfamilia Ras. En base al analisis de homologia de
secuencias, diez miembros de la subfamilia de las proteinas Rho son conocidos en
mamiferos: RhoA-E, RhoG, Rac-1 y Rac-2, Cdc42 y TC10 (Amano y col., 1998). Las
proteinas RhoA, B y C tienen secuencias similares de aminodacidos en sus dominios
efectores. Al completar su maduracién, las Rho GTPasas se asocian a un grupo de
proteinas que se denominan Factores Inhibitorios de Disociacién de Rho GTPasas (Rho-
GDlIs, por sus siglas en inglés) que las mantienen en el citosol hasta tanto sean
activadas y evitar asi, su degradacion por proteosomas. La forma inactiva unida a GDP
y la forma activa unida a GTP son interconvertibles por el cambio GDP/GTP a través de
reacciones mediadas por GTPasas. El ciclado entre estos dos estados funcionales estd
altamente regulado por dos proteinas: 1) Factores de Intercambio de Nucledtidos
(GEFs, por sus siglas en inglés) que promueven el intercambio de GDP por GTP y por lo
tanto activan a las Rho GTPasas; y 2) Proteinas activadoras de la actividad GTPasa
(GAPs, por sus siglas en inglés) que estimulan la actividad GTPasa intrinseca de las Rho

GTPasas (Figura 13).
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Figura 13: Regulacion de la actividad de Rho GTPasas. Las Rho GTPasas inactivas (Rho-GDP) son
removidas de la membrana plasmatica por Rho-GDIs mediante un mecanismo poco conocido. En el
citosol los RhoGDls evitan la degradacion de las Rho GTPasas por los proteosomas. La liberacién de GDP
es un proceso espontaneo pero lento. Los GEFs aceleran el intercambio de nucledtidos sin una
preferencia por un nucledtido particular, ahora bien, ya que la concentracién de GTP es mucho mayor
que la de GDP, los GEFs promueven la activacion de las Rho GTPasas. Los GAPs promueven la actividad

GTPasa intrinseca de las Rho GTPasas inactivandolas. Modificado de Heasman y Anne J. Ridley, 2008.

Como se menciond con anterioridad, el mecanismo general que controla la
sobrevida o la muerte de las MNs durante el desarrollo depende de los factores
tréficos derivados del érgano blanco (Oppenheim, 1991). En particular una variedad de
factores neurotroficos desencadenan la sobrevida neuronal a través de determinadas
vias de sefalizacidn, sin embargo ha sido sugerida la presencia de otros mecanismos
independientes del soporte tréfico. En relacién a esto, se ha demostrado que la
GTPasa pequefia RhoA, y la quinasa asociada a Rho, ROCK, juegan un rol fundamental
en la sobrevida de MNs de la médula espinal durante la embriogénesis de mamiferos
(Kobayashi, 2004). Mas interesantemente, a través de estudios in vivo se observd que
la expresidn condicional de una dominante negativa de RhoA o Rho quinasa reducen el
numero de MNs, con un incremento de muerte celular apoptoética en la regidon ventral
de la médula espinal, resaltando el rol de la via de sefializacion Rho/ROCK en el

desarrollo de las MNs de la médula espinal.
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1.6.1. Antagonistas de la via Rho/ROCK.

La via de sefializacion RhoA/ROCK es un punto de convergencia de multiples
sefales, entre ellas la inhibicién de la regeneracion axonal luego de una lesion en el
sistema nervioso. Por lo tanto, se ha generado mucho interés en la identificacién de los
componentes capaces de antagonizar dicha via. En relacidn a esto, se ha identificado la
enzima C3 transferasa, derivada de Clostridium botulinium, la cual es capaz de inhibir
selectivamente a RhoA sin afectar a otras GTPasas (Forgione y Fehlings, 2014). La
primera evidencia que indicé la habilidad de esta enzima para promover la
regeneracion axonal in vivo se realizé en un modelo de injuria del nervio éptico
(Lehmann y col., 1999). Otros trabajos en modelos de lesidon de la médula espinal en
roedores, revelaron que C3 promueve la recuperacién luego de la lesidn, revirtiendo la
activacion de Rho, y previniendo la muerte dependiente del receptor p75""" (Dubreuil
y col., 2003).

Por otro lado, la familia de quinasas asociadas a Rho, ROCK1 y ROCK2, son
efectores de RhoA, e importantes reguladores del crecimiento neuronal relacionadas a
otros numerosos procesos fisiolégicos. En este sentido se ha descripto la eficacia in
vivo de un inhibidor de ROCKs, Y-27632 ((+)-(R)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4
piridil)ciclohexanocarboxamida). Este compuesto inhibe ROCKs por competicion de su
sitio de uniéon a ATP (Darenfed y col., 2007). Si bien los estudios de inhibicién
farmacoldgica han contribuido en gran medida a la comprensién de la biologia de
ROCK y han permitido considerar a Y-27632 como un potencial agente terapéutico, el

mecanismo molecular de accién aun no ha sido completamente definido.
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Objetivos e Hipotesis

2.1. Objetivo general.

Las evidencias cientificas obtenidas durante estos ultimos afios en relacion a
las funciones de la Glicoproteina asociada a mielina (MAG), convergen en sefialar un
rol estabilizador/protector de MAG sobre los axones que envuelve; siendo una
cuestién importante a resolver si MAG podria ejercer este efecto protector con
impacto directo en el cuerpo neuronal, a pesar de que interacciona directamente con
el axén.

Gran cantidad de evidencias describen a distintos tipos de receptores en el
axon como componentes claves en la sefalizacion de MAG. En relacién a esto, se ha
demostrado un rol critico para los receptores NgRs como moduladores de la muerte

NTR "que sufren las motoneuronas

celular programada dependiente del receptor p75
(MNs) durante el desarrollo. Ademas, los ratones deficientes de MAG (Mag-null)
presentaron una disminucion en el nimero de MNs de la médula espinal respecto a los
ratones de la cepa salvaje (Wt). Estas observaciones nos llevaron a pensar que la
reduccion del nimero de MNs en el raton Mag-null estaria relacionada con la ausencia
de un posible rol modulatorio de MAG sobre la apoptosis de MNs, ejercido a través de
su asociacién con los componentes del complejo receptor NgRs/p75™' .

Si bien se conoce el rol del proceso de mielinizacidn sobre la estabilidad de las
neuronas en estadios postnatales tempranos, consideramos que es fundamental
indagar acerca del posible rol protector de MAG contra la apoptosis de MNs, poniendo
especial énfasis en los eventos de sefializacion que subyacen a la funcién
estabilizadora de MAG durante el desarrollo de MNs. Estos estudios, ademas de
clarificar la importancia de la interacciéon axdn-mielina en la sobrevida de neuronas,

pretenden desenmascarar nuevos mecanismos fisioldgicos de proteccidon neuronal que

a futuro puedan contribuir al desarrollo de nuevas terapias neuroprotectoras.
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Teniendo en cuenta estas consideraciones, el objetivo general de esta tesis
fue aportar evidencias sobre la contribucion de MAG en el rol estabilizador contra la
apoptosis de MNs, mediante el estudio de la relevancia fisioldgica de la interaccién de
MAG con sus receptores axonales y vias de sefializacién involucradas en la sobrevida

neuronal.

2.2. Hipoétesis.

La hipdtesis general de este trabajo es que el proceso de mielinizaciéon posee
un rol protector/estabilizador sobre el desarrollo postnatal de MNs. En particular
proponemos que MAG ejerceria un efecto modulador sobre el proceso de apoptosis
gue sufren las MNs durante el desarrollo postnatal temprano, periodo en el cual

permanecen susceptibles a la deficiencia de factores neurotroficos.

2.3. Objetivos especificos.

(1) Analizar el numero de MNs presentes en la médula espinal de ratones tipo salvaje
(Wt, controles) y Mag-null a diferentes edades postnatales.
(2) Estudiar en un modelo in vivo de apoptosis dependiente de la activacién del

receptor p75NTR

inducida por una lesion de contusion de nervio ciatico, la
susceptibilidad de las MNs en ratones Wt y Mag-null.

(3) Valorar los efectos de la administracién intraperitoneal de una forma quimérica
soluble de MAG (MAG-Fc) en un modelo in vivo de apoptosis dependiente del receptor
p75NTR_

(4) Determinar en un modelo in vitro de apoptosis dependiente del receptor p75"'"
inducido por el tratamiento con bajas concentraciones de NGF y NOC-18, el efecto de
MAG-Fc sobre cultivos organotipicos y primarios de MNs y en una linea celular
derivada de MNs (MN1).

(5) Estudiar el efecto del silenciamiento de la expresidn de los receptores axonales de

MAG, utilizando vectores lentivirales que transportan secuencias shRNA especificas en

un modelo in vitro de apoptosis de MNs.
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(6) Aportar evidencias del rol de la via de sefializacidn de la GTPasa pequeiia RhoA en
el efecto protector de MAG sobre MNs, a través del estudio de los patrones espacial y
temporal de su actividad mediante el uso de un biosensor de RhoA.

(7) Analizar el efecto de la inhibicion farmacolégica de la via de sefializacion de
RhoA/ROCK en el rol protector de MAG en un modelo in vivo de apoptosis de MNs.

NTR

(8) Analizar la contribucion del receptor p75 como molécula transductora del

efecto protector de MAG sobre MNs en un modelo in vitro de apoptosis, mediante el

uso de un inhibidor farmacoldgico y mutantes del receptor p75NTR.
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Materiales y Métodos

3.1. Animales de experimentacion.

3.1.1. Cria y mantenimiento.

La cria y el mantenimiento de los animales de experimentacion se realizaron
en el Bioterio del Instituto de Investigacién Médica Mercedes y Martin Ferreyra. Los
ratones fueron mantenidos con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con el
encendido de las luces a las 8 horas y el apagado a las 20 horas, con temperatura
constante de 22°C y acceso libre a comida y agua. Los animales se alojaron en cajas de
plastico o plexiglas las cuales se cambiaron dos veces a la semana por cajas limpias y
viruta fresca. Los animales se mantuvieron con ambos progenitores hasta el destete, el

dia 21 postnatal.

3.1.2. Ratones transgénicos.

En esta tesis se utiliz6 una cepa de ratdon genéticamente modificado que
carece (Knock-out/null) de la proteina MAG (Mag-null). Esta mutacién consiste en la
insercion entre el sitio Xho (X) del exén V de un "cassette" que le confiere resistencia al
antibiético neomicina (Figura 14). Esta disrupciéon produce un transcripto trunco,
carente de funcidén y rdpidamente degradable, que funcionalmente resulta en la
pérdida de la proteina MAG (Liy col., 1994).

Los ratones Mag-null fueron provistos por el Dr. Bruce Trapp, The Cleveland
Clinic Foundation, Cleveland, OH, USA. Estos ratones mutantes fueron generados en
un fondo o "background" genético hibrido 129/Sv-C57BL/6 y después fueron

retrocruzados hasta obtener el background puro de la cepa C57BL/6 (Pany col., 2005).
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Figura 14: Esquema de disrupcion del gen mag. a. Los alelos Wt cortan con BamHlI (B) y Hindlll (H)
generando dos bandas de 7,7 y 4,5 kb. b. Vector conteniendo el “casette” de neomicina (neo) en el sitio
Xho (X) del exén V y el gen timidina quinasa (TK) en el sitio EcoRI del exdn VII. c. Gen mutado donde la
insercion del “casette” neo generd un nuevo sitio BamHI y un fragmento de 5,5 kb. Modificado de Liy

col., 1994.

Como animales control se utilizaron ratones del tipo salvaje (Wt). Tantos los
ratones Mag-null como Wt utilizados en esta tesis, provienen de la cepa C57BL/6),
conteniendo un 99,5% del “background” genético de dicha cepa.

En esta tesis ademds se utilizaron los ratones triple NgR-null que fueron
creados como se describe en Pan y col., 2005; y fueron suministrados amablemente
por el Dr. Andrew Wood, Compania de Investigacion Wyeth.

El protocolo para la realizacidon de los experimentos comprendidos en las
secciones 1, 2, 3 y 4 fue aprobado por el Comité de Cuidado y Uso Animal de la
Universidad de Johns Hopkins (NUumero de Protocolo M0O11M83). Todos los
procedimientos fueron consistentes con la Ley Federal de los Estados Unidos y por las
regulaciones del Instituto Nacional de la Salud (NIH). Asimismo, los protocolos
experimentales que fueron desarrollados en el Instituto Mercedes y Martin Ferreyra
INIMEC-CONICET-Universidad Nacional de Cérdoba fueron aprobados por el Comité de
Cuidado y Uso Animal de nuestro Instituto, conforme las directrices para el cuidado y

uso de animales de laboratorio del Instituto Nacional de la Salud.

3.2. Materiales.

Y-27632 (Inhibidor de la quinasa Rho) fue obtenido de Calbiochem,
Darmstadt, Alemania. TAT-Pep5 (Inhibidor del receptor p75""") fue obtenido de EMD
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Biociencias, La Jolla, CA, USA (Yamashita y Tohyama, 2003). La forma soluble quimérica
humana de MAG (MAG-Fc) o la forma mutante que carece de los dominios
extracelulares 4 y 5 (MAG (1,3)-Fc) fueron obtenidas de Sistemas R&D, Minneapolis,
MN, USA; las mismas fueron sobreexpresadas en células de mamiferos Flp-In-CHO
transfectadas con un vector estable (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), y luego purificadas
del sobrenadante de cultivo a través de cromatografia de Proteina-G y dializadas con
Buffer Fosfato Salino Dulbecco (PBS) (Collins y col., 2000). Su actividad biolégica fue
confirmada a través del chequeo de su unién al gangliésido GT1b por ELISA (Lopez y
Schnaar, 2006). Solucidn Salina Balanceada de Hank's (HBSS), Medio esencial minimo
(MEM), Solucion de Penicilina/ Estreptomicina, Medio L15 Leibowitz's, Medio esencial
minimo Dulbecco con alta concentracién de glucosa (DMEM), Lipofectamina 2000,
Medio de transfeccion OptiMEM vy Suero fetal bovino (SFB) fueron obtenidos de
Invitrogen, Grand Island, Nueva York, US. Suplemento B27, Suero de caballo inactivado
por calor (HI-HS) y el Medio Neurobasal fueron obtenidos de Gibco. NOC-18
(generador de déxido nitrico), Solucion de Optiprep, Medio de Montaje Mowiol, poli-D-
lisina, todos los suplementos de los medios de cultivos, sales y detergentes fueron
obtenidos de Sigma, Saint Louis, MO, US. El anticuerpo monoclonal 12G10 (anti-alfa-
tubulina) generado por los investigadores Frankel y Nelsen, fue obtenido del Banco de
Hibridoma desarrollado bajo el auspicio del NICHD y mantenido por la Universidad de

lowa, Departamento de Biologia, lowa, |IA 52242,

3.3. Histologia de la médula espinal y cuantificacion del nimero de

motoneuronas.

Ratones Mag-null y Wt fueron anestesiados con una sobredosis de hidrato de
cloral (0,1 ml/100 grs) y luego de comprobarse que estos se encontraban
profundamente anestesiados mediante la ausencia de reflejos flexores, fueron
perfundidos transcardiacamente con el fin de fijar la médula espinal. Para esto, en
primer lugar, los animales fueron perfundidos con una solucion de buffer fosfato salino
(PBS, 145 mM NacCl, 90 mM Na2HPO4 y 13 mM NaH2P04) con el fin de remover toda

la sangre del sistema, seguido de una solucion fijadora de 4% de paraformaldehido
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(Riedel-de Haen, Sigma-Aldrich Lab GmbH, Seelze, Alemania) en PBS (0,1M, pH 7,4). La
médula espinal fijada permanecié dentro de las vértebras durante 24 horas a 4°C en
solucion de paraformaldehido al 4% y luego fueron removidas y colocadas en una
solucién de sacarosa al 30% durante 72 horas. A continuacion, la regién lumbar de la
médula espinal (L1-L5) fue separada y embebida en medio de montaje para
congelacion (Biopack). Secciones seriadas de médula espinal lumbar de 10 um de
espesor fueron obtenidas usando un criostato (Reicher-Jung Hn40, Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania), obteniendo un total de 52 secciones seriadas (520
um de longitud total). Las mismas fueron procesadas para inmunohistoquimica. Las
secciones fueron lavadas tres veces en buffer KPBS (137mM NaCl, 10mM Na2HPO4,
2,7 mM KCl y 2mM KH2PO4) para remover los restos de fijador, y luego fueron tefiidas
con violeta de cresilo. A continuacién, las secciones fueron deshidratadas en una
solucion de xileno y se montaron mediante el medio de montaje DPX (Fluka,
Biochemika, Sigma Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim, Alemania). Las imagenes fueron
adquiridas usando un microscopio 6ptico (Zeiss, Alemania) equipado con una video
camara Leica LC200, objetivo de aire 20x m 1,42 NA. En cada quinta seccidn se
examind la presencia de MNs en la materia gris anterior de la médula espinal
(izquierda o derecha). Se utilizaron dos criterios de clasificacion de MNs, la presencia
de un Gnico nucléolo situado dentro del nicleo y un 4rea de soma celular = 100 pm?.
Las gamma MNs presentan un tamano de soma celular que varia entre 100 y 250 umz,
y las alfa MNs presentan un soma cuyo rango de tamafio varia entre 250-1100 um?
(Drachman y col.,, 2002). La cuantificacién del numero de células y el analisis

morfomeétrico se realizo utilizando el programa Fiji.

3.3.1. Deteccion in situ de la fragmentacion de ADN mediante el ensayo de

TUNEL.

El ensayo de TUNEL fue realizado en secciones de tejido de 30 um vy se utilizd
el kit de deteccién de apoptosis in situ TMR red (Roche, Cat #12156792910). La
activacion de endonucleasas durante la apoptosis genera fragmentos de ADN con

terminaciones 3 -OH. Este método emplea a la enzima TdT (Terminal Deoxynucleotidyl
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Transferasa) para adosar deoxinucledtidos tri-fosfatos (dUTP) unidos a digoxigenina a
los fragmentos de ADN con terminales 3-OH (Reaccién de Tunel). Las secciones de
tejido de ratones Wt y Mag-null fueron incubadas por 2 min a 4°C con la solucién de
blogueo que contiene 0,1% Triton X-100, 0,1% de Citrato de sodio en PBS 1X. Luego, la
mezcla de la Reaccion de Tunel fue adicionada a las secciones de tejido durante 1 h a
37°C en una atmésfera humificada en la oscuridad. Seguido de esto, los tejidos fueron
lavados 3 veces con PBS 1X por 5 min. Un control negativo fue realizado por omisidn
de TdT. Ademas se utilizaron secciones de tejido de cerebro de ratones Wt que
recibieron una inyeccion intraestriatal de glutamato, como control positivo del ensayo.

Los tejidos fueron montados con Mowiol.

3.4. Cultivos de motoneuronas.

3.4.1. Cultivo organotipico de médula espinal de ratén.

La médula espinal lumbar de ratones Wt de 5 dias fue removida y colocada en
medio de disecciéon que consiste en HBSS, bicarbonato de sodio (4,3 mM), Hepes
(acido 4-(2-hidroxietil)piperazine-1-ethanesulfonic, 10 mM), D-glucosa (33,3 mM),
sulfato de magnesio (58 mM), 0,03% albumina sérica bovina 'y
penicilina/estreptomicina a 4°C. Luego, las raices ventrales y dorsales fueron
disectadas y las meninges removidas de la médula espinal. Luego, la médula es cortada
en secciones de 250 um de espesor usando un cortador de tejido. A continuacidn las
secciones (5 por pocillo en una placa de 6 pocillos) fueron transferidas a insertos de
cultivo celular (Millipore, Darmstadt, Alemania) y cultivados en medio de cultivo que
consiste en 50% de MEM suplementado con 25% de HBSS, 25% de HI-HS, Hepes (25
mM), D-glucosa (35 mM), glutamina (2 mM) y penicilina/estreptomicina (1x). Los
cultivos fueron mantenidos a 37°C en un incubador al 5% de diéxido de carbono
durante una semana y fueron fijados durante 1 hora a temperatura ambiente con una

soluciéon de paraformaldehido al 4%.
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3.4.2. Cultivo primario de motoneuronas embrionarias.

Los cultivos primarios de MNs fueron realizados utilizando la médula espinal
de embriones de ratas Wistar de 15 dias de gestacion (E15) (Leach y col., 2011). Las
ratas madres fueron sacrificadas en una cdmara de CO, con posterior dislocacidon
cervical. Los embriones fueron removidos de la cavidad abdominal y colocados en una
capsula de Petri estéril. La médula espinal de los embriones fue separada y colocada
en HBSS a 4°C. Las meninges fueron removidas y el tejido fue cortado en secciones de
2-3 mm, las mismas fueron colectadas en un tubo cénico con medio L-15 Leibowitz's y
se realizé una centrifugacion a 121 g durante 2-3 min. A continuacion, se descarto el
sobrenadante, y se agregaron 3 ml de tripsina al 0,05%. El tejido fue incubado por 20
min a 37°C en un bafio de agua. Luego se agregaron 3 ml de SFB inactivado por calory
se realizé una centrifugacién a 121 x g durante 2-3 min. Luego, se descarté el
sobrenadante, se adicionaron 2 ml de L-15 y se realizd la trituracion del tejido con una
pipeta Pasteur, hasta observar una solucion homogénea. Las células en suspension
fueron luego separadas por gradiente en una solucién al 9% de Optiprep en medio L-
15, y posteriormente, centrifugadas a 483 x g durante 15 min. Las MNs fueron
colectadas cuidadosamente de la capa superior y lavadas en medio L15 por
centrifugacién a 121 x g durante 5 min. Luego, las MNs fueron resuspendidas en una
pequefia cantidad de medio de crecimiento (250-500 ul) que consiste en Neurobasal
con albumina sérica bovina (2,5 mg/ml), catalasa (2,5 pg/ml), superdxido dismutasa
(2,5 pg/ml), transferrina (0,01 mg/ml), D-galactosa (15 pg/ml), progesterona (6,3
ng/ml), putrescina (16 ug/ml), selenito (4 ng/ml), B-estradiol (3 ng/ml), hidrocortisona
(4 ng/ml), biotina (2 ng/ml), penicilina/estreptomicina (1x), glutamina (2 uM) y B27
(50x). Se utilizaron vidrios en placas de 24 pocillos, previamente tratados con 0,1
mg/ml de poli-D-lisina. Las células disociadas fueron sembradas en gota a una baja
densidad (25-30 células/mm?) con una pequefia cantidad de medio de cultivo. Luego
de una hora, las MNs una vez adheridas al sustrato, fueron suplementadas con un
volumen final de medio de cultivo de 300 pl. Las células fueron fijadas durante 30 min
a temperatura ambiente con una soluciéon de paraformaldehido al 4% y 0,12 M de

sacarosa.
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3.4.3. Cultivo de la linea celular derivada de motoneuronas, MN1.

Esta linea celular hibrida deriva de MNs embrionarias de ratdn cuyo genotipo
una vez diferenciadas posee un 99% de homologia con MNs adultas de ratén. Las
mismas fueron una donacidon del Dr. Ahmet Hoke, Universidad de Johns Hopkins,
Estados Unidos. Las células MN1 fueron cultivadas en un medio de crecimiento
compuesto de DMEM, 10% SFB y 2 mM de glutamina a 37°C en una atmodsfera
humificada al 5% CO, (Salazar-Grueso y col., 1991). Las células fueron cultivadas en
placas de 96 pocillos o sobre vidrios tratados previamente con 0,1 mg/ml de poli-D-
lisina. La diferenciacion de las MNs fue inducida por una reduccion en la concentracion
de SFB al 3% durante 3-4 dias. Las células fueron fijadas durante 30 minutos a
temperatura ambiente con una solucidon de paraformaldehido al 4% y 0,12 M de

sacarosa.

3.4.4. Induccién de apoptosis dependiente del receptor p75™ .

Para la induccion de apoptosis dependiente del receptor p75"", los cultivos
organotipicos de médula espinal y la linea celular MN1 fueron tratados con bajas
concentraciones de NGF (100 ng/ml) (Alomone, Jerusalem, Israel) y NOC-18 (50 nM)
durante 24 horas (Dupuis y col., 2008). En cultivos primarios de MNs, la apoptosis fue
inducida por el tratamiento con 100 ng/ml de NGF and 50 nM de NOC-18 durante 2

horas. En ensayos de proteccion, MAG-Fc (20 pug/ml) fue adicionado al medio de

cultivo una hora antes a la induccion de apoptosis.

3.4.5. Inmunofluorescencia.

Los cultivos organotipicos fueron fijados durante 1 hora a temperatura
ambiente con una solucidn de paraformaldehido al 4% y lavados tres veces con PBS
para remover los restos de fijador. Luego, los cortes se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente en un buffer de bloqueo conteniendo 5% de suero normal

equino (SNE), 0,5% Triton X-100 en buffer PBS. Seguido de esto, las secciones fueron
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transferidas directamente a una solucidn conteniendo un anticuerpo contra
neurofilamentos no fosforilados SMI-32 (Abcam, Cambridge, MA, US) diluido 1:1000 y
el anticuerpo anti-Caspasa-3 (Sigma) diluido 1:750 en 1% de SNE, 0,3% Triton X-100 en
PBS durante 24 h a 4°C, en agitacién suave. A continuacidn, las secciones se lavaron 3
veces con PBS y se colocaron 2 horas en una solucién de 1% SNE en PBS, conteniendo
1:500 y 1:1000 de los anticuerpos Cy2-goat anti-rabbit (Jackson, West Grove, PA, US) y
un anticuerpo biotinilado anti-ratén seguido de un anticuerpo estreptavidina Cy3
(Jackson), respectivamente.

La linea celular MN1 fue fijada durante 30 min a temperatura ambiente con
una solucién de paraformaldehido al 4% y 0,12 M de sacarosa. Seguido de esto, las
células fueron lavadas 3 veces con PBS e incubadas durante 1 hora a temperatura
ambiente en un buffer de bloqueo conteniendo 5% SNE, 0,1% Triton X-100 en buffer
PBS. El anticuerpo SMI-32 diluido 1:1000 fue adicionado en una solucion que contiene
1% SNE, 0,05% Triton X-100 en PBS durante 24 horas a 4°C, en agitacion suave. Todos
los tejidos se montaron usando el medio de montaje Krystalon (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania).

Los cultivos primarios de MNs fueron fijados durante 30 min a temperatura
ambiente con una solucion de paraformaldehido al 4% y 0,12 M de sacarosa. Luego, las
MNs fueron lavadas 3 veces con PBS e incubadas durante 30 min a temperatura
ambiente en un buffer de bloqueo conteniendo 1,25% de albUmina sérica bovina,
0,05% Tritdon X-100 y 2% de SNE en buffer PBS. Los anticuerpos primarios SMI-32
diluido 1:1000 y anti-Caspasa-3 clivada diluido 1:500 (Cell Signaling, US) fueron
incubados en una solucidn que contiene 1,25% albumina sérica bovina, 0,05% Triton X-
100 y 10% de SNE en buffer PBS durante 24 horas a 4°C, en agitacién suave. Los

cultivos fueron montados con Mowiol.

3.5. Modelo de lesion de nervio ciatico.

Un modelo estandarizado de lesién de contusién de nervio cidtico fue
utilizado (Dupuis y col., 2008). Ratones Wt de 5 dias fueron anestesiados

hipotérmicamente. El nervio ciatico izquierdo fue expuesto mediante una incision a
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nivel medio del muslo. El nervio fue luego lesionado presionando el mismo por 30
segundos utilizando una pinza fina. La separacion del contenido endoneurial proximal
y distal confirmd una contusién completa del nervio. Posteriormente, la incisién se
cerrd por sutura, y a los animales se les permitié recuperarse. Los tratamientos
consistieron en la inyeccion intraperitoneal (i.p.) con 50 pl de MAG-Fc o IgG control (un
anticuerpo dirigido contra un epitope no relacionado con el sistema nervioso
conteniendo el mismo isotipo en su porcidn Fc) (1 mg/ml) tres dias previos a la lesion
de contusion. Otro grupo de animales fueron administrados con la inyeccién i.p. de
MAG-Fc (igual dosis) e Y-27632 (1ul, 10 mg/ml), un inhibidor de la proteina quinasa
asociada a Rho, en el sitio de lesién inmediatamente después de la lesidon de contusion
de nervio scidtico. Cinco dias posteriores a la lesion, los animales fueron perfundidos y
la region lumbar de la médula espinal lumbar fue removida y posteriormente
procesada para la cuantificacion del nimero de MNs, de acuerdo a lo descripto

previamente.

3.6. Analisis por western blot de los niveles de los receptores NgRs.

Cultivos de células MN1 fueron se homogenizaron en buffer RIPA (50 mM
Tris-HCl pH 7,2, 150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 0,1% dodecilsulfato sédico (SDS) y 1%
de deoxicolato sédico), conteniendo un céctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas
(Sigma, P8340). Los homogenatos fueron sonicados durante 20 segundos.

Las muestras homogenizadas se centrifugaron a 4°C durante 10 min a 14.000
X g y se recupero el sobrenadante. A partir de éste, se determind la concentracién de
proteinas totales utilizando un ensayo de acido bicinconinico (BCA, Pierce, Rockford, IL,
US) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. A continuacion, las muestras
fueron diluidas en buffer Laemmli 4x (8% SDS, 40% glicerol, 20% 2-mercaptoetanol y
0.01% azul de bromofenol) equivalente a 0,25 volimenes de muestra y estas se
incubaron durante 5 min a 100°C.

A continuacién, 40 pg de proteina total por muestra fueron separados
mediante electroforesis en geles de 12% de acrilamida/bisacrilamida conteniendo 12%

de SDS. La electroforesis se realizé en un buffer conteniendo 25 mM Tris, 192 mM
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glicinay 1 % SDS, vy el gel fue corrido electroforéticamente a un voltaje constante de
100V, durante aproximadamente 90 min, hasta que el frente de corrida del mismo
desapareciera. Una vez finalizada la electroforesis, las muestras fueron transferidas
desde el gel a membranas de nitrocelulosa (Bio Rad) en un buffer igual al usado en el
paso anterior, pero conteniendo 20% de metanol. La trasferencia se llevd a cabo
durante 90 min a un amperaje constante de 250 mA. Una vez transferidas las
proteinas, las membranas fueron tefiidas con una solucion de 0.1% Ponceau S (Sigma)
en 5% de acido acético con el fin de visualizar la correcta transferencia, y fueron luego
lavadas con buffer tris salino (TBS, 20 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl) hasta que las
marcas desaparecieran completamente.

Una vez concluida la etapa anterior, las membranas fueron bloqueadas con
5% de leche en polvo descremada en TBS con 0,05% de Tween 20 (TBS/Tween)
durante 1 hora, y luego fueron incubadas durante toda la noche a 4°C con los
anticuerpos policlonales IgG anti-NgR1 y anti-NgR2 de ratén diluidos 1:2000
(gentilmente donados por el Dr. Roman Giger, Universidad de Michigan, US). Los
anticuerpos fueron diluidos en TBS/Tween con 1% de leche descremada. Luego de la
incubacidn, el anticuerpo fue removido y las membranas recibieron 3 lavados de 10
min con TBS/Tween.

A continuacion, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa anti-IgG de conejo (anti-conejo IgG-HRP, Bio-
Rad, Hercules, CA, US) en una dilucion 1:3000, con 1% de leche descremada en
TBS/Tween durante 1 hora a temperatura ambiente, luego se lavaron nuevamente 3
veces con TBS/Tween. Con el fin de comprobar si se sembraron iguales cantidades de
proteina, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo policlonal anti-alfa-
tubulina (NS-1) diluido 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) y reveladas
con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa anti-IgG de ratén (anti-ratén
IgG-HRP de cabra, Jackson ImmunoResearch Laboratory, West Grove, PA, USA) en una
dilucion  1:5000. Finalmente, las membranas fueron reveladas mediante
guimioluminiscencia utilizando un kit comercial (ECL, Amersham Life Science). La
presencia de las bandas se detectd mediante autoradiografia utilizando placas

radiograficas de uso médico (Agfa X-ray film, Buenos Aires, Argentina).
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Las autoradiografias fueron luego digitalizadas por medio de un scanner y el
analisis densitométrico de las bandas se realiz6 mediante el uso del sofware Scion
Image for Windows (Scion Corporation Frederick, MD, US). Los valores densitométricos
de NgRs se normalizaron con respecto a los del anticuerpo anti-alfa-tubulina y dichos

valores fueron utilizados para el posterior analisis estadistico.

3.7. Produccion de vectores lentivirales e infeccion de las células MN1.

Con el fin de identificar los receptores NgRs en la linea celular MN1, se
procedid a silenciar individualmente la expresién de los receptores mediante el uso de
particulas lentivirales que portan secuencias shRNA (siglas en inglés de short hairpin
RNA) especificos para el receptor NgR1 y NgR2. Las secuencias de shRNA para silenciar
a NgR1 y NgR2 fueron obtenidas de Sigma-Aldrich (Mission shRNA). Dichas secuencias
fueron ligadas al vector de lentivirus pLKO.3G que expresa la proteina verde
fluorescente (eGFP) (Addgene, Cambridge, MA, US) via los sitios EcoRl y Pacl. Como
control se usaron secuencias de shRNA “scrambled” disefiadas utilizando el programa
siRNA Wizard (InvivoGen, San Diego, CA, US). Las secuencias de oligonucléotidos
shRNA fueron los siguientes: NgR1: 5’-AATTCTCTACCTACAAGACAACAAT-3’, NgR2: 5’-
AATTGGTCAGCCTACAGTACCTCTA-3’, scrambled: 5'-CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTCG-
3.

Para la produccion de los vectores lentivirales, 7x10°> células de rifién
embrionario humano, HEK293T, fueron cultivadas en 5ml de medio en una placa de
cultivo de 6 cm en DMEM conteniendo 10% SFB. Al momento de la transfeccion, las
células presentaban entre un 50 y 80% de confluencia en un medio sin antibidticos. Las
células fueron co-transfectadas con el vector pLKO.3G portando las secuencias
transgénicas, un pldsmido que porta proteinas de empaquetamiento (psPax2,
Addgene, Cambridge, MA, US) y otro con las proteinas de envoltura (pMD2.G,
Addgene, Cambridge, MA, US).

Por un lado, en tubos de microcentrifuga de polipropileno, se prepard la
siguiente mezcla de trasfeccion: 1 ug pLKO.3G portando las secuencias shRNA, 750 ng

psPAX2, 250 ng pMD2.G en 20 pl de Opti-MEM. Por otro lado, se incubd la
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Lipofectamina 2000 con Opti-MEM durante 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, ambas mezclas se juntaron y se las incubd durante 20 min a
temperatura ambiente. A continuacién, la mezcla final se agregd a las células gota a
gota. Las mismas fueron incubadas a 37°C con 5% de CO, durante 12-15 horas.

Al dia siguiente, se reemplazé el medio de transfeccién por 5 ml DMEM fresco
con 10% de SFB y penicilina-estreptomicina. Luego, se colecté el medio de cultivo que
contiene las particulas lentivirales a las 24 y 48 horas y se lo almacend a 4°C. Luego, las
particulas lentivirales se concentraron por ultracentrifugacién y se determind el titulo
viral mediante la infeccion de células HEK293T.

A continuacion, las células MN1 diferenciadas fueron infectadas por adicion
de las particulas lentivirales que portan las secuencias para los receptores NgR1 y NgR2
(en el orden de 1 x 10* pfu/ul) durante 4 dias. Las neuronas que fueron exitosamente
infectadas con el virus fueron identificadas por la expresién de la eGFP. Los niveles de
expresion de los receptores fueron monitoreados por ensayos de western blot con

anticuerpos especificos para cada receptor, como se describid previamente.

3.8. Expresion de plasmidos y transfecciones.

NTR Wt y las formas mutantes K350A/N353A (abreviaturas

Los plasmidos p75
350/353) fueron expresados a partir de una cadena principal del vector pcDNA3
(Invitrogen) y fueron generosamente proporcionados por el Dr. Carlos F. Ibafiez
(Karolinska Institute, Suecia). Se realizaron transfecciones en las células MN1 crecidas
en placas de cultivo de 96 pocillos. Las células fueron transfectadas con 1,2 ug/ul de
plasmido usando Lipofectamina 2000 (0,4 ul/well) en Opti-MEM. La mezcla fue
adicionada a las células 72 horas posteriores al sembrado de las MN1. Los cultivos

fueron fijados 18 horas luego de la transfecciédn con una solucién de 4% de

paraformaldeido en 0,12M de sacarosa contenidos en PBS.
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3.9. Trasferencia de energia de resonancia fluorescente, FRET.

La actividad de RhoA fue medida por transferencia de energia por resonancia
(FRET); para ello, se utilizd el biosensor de RhoA (Wt) que fue adquirido de Addgene
(NUmero de catalogo: 12150). Este es considerado un “biosensor unimolecular”, ya
gue en la misma cadena proteica se encuentra el donor y el aceptor, y la transferencia
de energia mediante FRET del donor hacia el aceptor es intramolecular. En el estado
inactivo, la estructura tridimensional del biosensor mantiene una orientacién y/o
distancia entre el donor y el aceptor de manera que la eficiencia de FRET es baja; al
activarse, se produce un cambio estructural que acerca el donor al aceptor y/o cambia
su orientacion relativa de manera que la eficiencia de FRET aumenta (Figura 14).

La GTPasa RhoA y el dominio de unién a Rho (RBD, “Rho Binding Domain”) al
cual RhoA se une tras su activacion, se encuentran en los extremos del sensor (Figura
15). Este disefio permite que el extremo C terminal de RhoA quede libre de ser
geranilado por la enzima geranil transferasa intracelular y que, por lo tanto, pueda

interaccionar normalmente con las proteinas reguladoras GDlIs (Pertz y col., 2006).
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Figura 15: Dibujo esquematico del biosensor del biosensor de RhoA. Modificado de Pertz y col., 2006.

La transfeccion de las células MN1 se realizd por la incubacién de las mismas
con una solucién que contiene 1,2 ug/ul del ADN plasmidico del biosensor de RhoA y 2
pl de Lipofectamina 2000 en un volumen final de 500 pl de Opti-MEM y se
mantuvieron en el incubador durante 1:30 horas (Pertz y col., 2006). La transfeccién en

cultivo primario de MNs fue realizada en MNs de 3 dias de divisidn, y se adiciond la
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mezcla de 0,8 pg/ul del biosensor de RhoA y 1,25 ul/vidrio (12mm) de Lipofectamina
2000 en Neurobasal durante 1 hora. Una vez cumplido el tiempo indicado se retird el
medio Opti-MEM-Neurobasal/ADN/Lipofectamina de las MNs, se restituyé el medio
condicionado inicial y se volvieron a colocar en el incubador a 37°C y en una atmdsfera
a 5% de CO, durante 18 horas. Los cultivos fueron fijados con 4% paraformaldehido en

0,12 M de sacarosa.

3.9.1. Analisis Radiométrico de FRET.

La adquisicidon de las imagenes fue realizada en un microscopio confocal de
disco giratorio (DSU) con laser multilinea de Argon de 40 mw Modelo 35-IMA 040-220
de CVI MellesGriot, usando un objetivo de inmersién 60x con 1,42 de apertura
numérica. En primer lugar, se adquirié un par de imagenes de manera simultanea del
canal del donor (excitacion del donor y adquisicion en el canal del donor: 480-495 nm)
y otra del canal de FRET (excitacién del donor y adquisicion en el canal del aceptor:
535-565 nm) excitando solo el donor con un laser de 458 nm.

El procesamiento de las imdagenes y el calculo del mapa de FRET fueron
realizados usando el programa Fiji. El calculo del mapa de FRET se realizd mediante la

siguiente formula:

Mapa de FRET = Canal de FRET
Canal del donor

En primer lugar, se aplicé a todas las imagenes un filtro de mediana de 1,2
pixeles de radio, se sustrajo la sefial de fondo y se precedid a corregir la iluminacidn
desigual en las imagenes mediante la aplicacién de la funcion “Background
Substraction” del programa Fiji. Seguido de esto, se corrigié cualquier posible
desalineamiento entre las imagenes del canal donor y el canal de FRET mediante la
funcién “Stakreg”. Con la imagen del canal de FRET, se generd una mascara binaria
para eliminar del analisis cualquier region de la imagen que no fuera la célula de

interés.
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Las cuantificaciones de la actividad de RhoA se realizaron seleccionando areas
de interés (axones y soma celular) sobre imagenes en las que los pixeles fuera de las
células no eran considerados cuantificables por el programa (funcion NaN). Estas
imagenes se generaron dividiendo los mapas de FRET por las mascaras binarias. Dado
qgue en las mascaras binarias, las regiones fuera de las células valen 0, la divisién fuera

de las células genera pixeles que no son considerados numeros.

3.10. Analisis estadistico.

Los analisis estadisticos utilizados fueron realizados mediante el software
InfoStat (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). Los test estadisticos realizados
se describen conjuntamente con los resultados. En todos los casos se utilizaron andlisis
de la varianza (ANOVA) y el numero de vias de estos dependié del nUmero de factores
y del disefio de cada experimento. El test a posteriori de Tukey fue utilizado como
prueba post hoc. Valores p < 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
Todos los resultados se expresaron como la media de las mediciones * error estandar

de la media (SEM).
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Resultados

4.1. CARACTERIZACION DEL NUMERO DE MOTONEURONAS DE LA
MEDULA ESPINAL DEL RATON Mag-null.

4.1.1. Los ratones Mag-null exhiben un nimero reducido de motoneuronas en

la médula espinal lumbar.

Se realizd un estudio en funciéon del tiempo del numero de motoneuronas
(MNs) de la region lumbar de la médula espinal de ratones Mag-null y Wt, de entre O y
31 dias postnatales. La cuantificacion de las MNs se efectud utilizando la técnica
histoquimica de violeta de cresilo, la cual tifie selectivamente neuronas, en secciones
de médula espinal de acuerdo a lo descripto en M&M. El analisis del nimero de MNs
se realizé mediante un ANOVA de dos vias (genotipo y edad) utilizando 3 ratones Mag-
null y 3 Wt para cada una de las edades analizadas. Este ANOVA revel6 un efecto
principal del genotipo (F(1,20)=24,12 p<0,001), de la edad (F(4,20)=103,56, p<0,001) y
de la interaccién entre ambos factores (F(4,20)=2,92 p<0,04). El uso del test a
posteriori de Tukey indicd6 que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el nimero de MNs de ratones Mag-null y Wt a los 0 dias postnatales
(Figura 16a). Sin embargo, este test demostré una disminucién estadisticamente
significativa en el nimero de MNs de los ratones Mag-null a los 7 dias postnatales
respecto a los animales Wt (~43%) (p<0,001). Ademas, se observé un menor nimero
de MNs en los ratones Mag-null a los 14, 21 y 31 dias postnatales, respecto a los
animales Wt de la misma edad (p<0,001) (Figura 16a).

Con el fin de dilucidar la identidad de las MNs presentes en la region ventral
de la médula espinal lumbar, se evalué el tamafiio del soma celular de las mismas en las
diferentes edades analizadas en los ratones Mag-null y Wt. Para esto, se procedid a

cpe .. 2 ..
cuantificar el didmetro del soma de las MNs en um®, ordenados en los siguientes
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rangos: 100-150 pm?, 150-200 pm?, 200-300 um?, 300-400 pm? y 400-700 um? (Figura
16b). Las diferencias entre el tamafio del soma de las MNs se determinaron mediante

un ANOVA de una via entre ambos genotipos.
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Figura 16: Los ratones Mag-null presentan un nimero reducido de MNs de la médula espinal lumbar.
a. Cuantificacion del nimero de MNs de la médula espinal lumbar de ratones Mag-null a los 0, 7, 14, 21
y 31 dias postnatales. Las barras representan el porcentaje de MNs presentes en la regidn ventral de la
médula espinal lumbar en los ratones Mag-null respecto a los Wt para cada edad. Las MNs con un area
> 100 umzfueron cuantificadas usando el programa Fiji. Un ANOVA de dos vias genotipo: (F(1,20)=24,12
p<0,001); edad (F(4,20)=103,56, p<0,001); interaccién (F(4,20)=2,92 p<0,04), seguido por el test a
posteriori de Tukey indicé diferencias significativas entre ratones Mag-null y Wt a los 7 dias postnatales
(p<0,001), 14, 21 y 31 dias postnatales (p<0,05). b. Cuantificacién del nimero de MNs en ratones Mag-
null y Wt a los 31 dias postnatales categorizadas por tamano del soma celular. Cada barra representa el
porcentaje del nimero de MNs en un rango de tamano de los ratones Mag-null respecto a los Wt. El
analisis estadistico indica diferencias significativas a partir del tamafo de soma mayor a 400 um2 en los
ratones Mag-null respecto a los Wt (ANOVA de una via en este rango de calibre, F>25, p<0,007). n=3

para cada grupo. Las barras de error representan el error estandar de la media *p<0,05;**p<0,01. c.
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Fotomicrografias representativas de secciones de médula espinal lumbar ventral de ratones Wt y Mag-

null a los 7 dias postnatales tefiidas con violeta de cresilo. Barra de escala: 25 um.

La comparacion entre la distribucidon del tamafio del soma de las MNs entre
los ratones Mag-null y Wt a los 0 dias postnatales no arrojo diferencias significativas.
Sin embargo, se observd una reduccion del 80% de las MNs de gran calibre con un
soma celular > 400 pm?, indicativo de la pérdida de MNs alfa en los ratones Mag-null
con respecto a los animales Wt a los 31 dias postnatales (p<0,007) (Figura 16b).
Resultados similares fueron encontrados al analizar el tamafio del soma celular en
ratones Mag-null a los 7, 14 y 21 dias postnatales comparado a los animales Wt de la

misma edad.

4.1.2. Los ratones Mag-null presentan mayor numero de motoneuronas

apoptaéticas en la primera semana de vida.

Con el fin de corroborar la reduccion en el nimero de MNs con la muerte de
las mismas, se utilizé la tincion de Fluoro Jade C (FJC), un marcador de degeneracion
neuronal en secciones transversales de médula espinal lumbar de ratones Mag-null y
Wt a los 7 dias postnatales. Se observé un incremento de neuronas marcadas con FJC
en el raton Mag-null respecto a la cepa Wt, las cuales colocalizan con un marcador
selectivo de MNs de gran calibre (alfa MNs) denominado SMI-32 (anticuerpo contra
neurofilamentos no fosforilados). En conjunto, estos resultados demuestran un mayor
numero de MNs en degeneracion en la médula espinal de ratones Mag-null al dia 7
postnatal, las cuales corresponden al fenotipo de aMNs de acuerdo a su andlisis

morfolégico (Figura 17).
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Figura 17: Presencia de activa degeneracion de MNs de la médula espinal de ratones Mag-null.
Fotomicrografias representativas de secciones de médula espinal lumbar de ratones Mag-null y Wt a los
7 dias postnatales, mostrando una tinciéon con un marcador de degeneracién neuronal, Fluoro Jade C
(FIC) (verde) y un anticuerpo contra neurofilamentos no fosforilados, SMI-32 (rojo). a. Ratéon Wt. b.
Ratén Mag-null. Se observa un mayor numero de MNs marcadas con FJC en los ratones Mag-null. Barra

de escala, 50 pm.

A continuacion se utilizd la técnica de Tunel para analizar la presencia de
apoptosis in situ de MNs. La activacion de endonucleasas durante la apoptosis genera
fragmentos de ADN con terminaciones 3 -OH. Este método emplea a la enzima TdT
(Terminal Deoxynucleotidyl Transferase) para adosar deoxinucleétidos tri-fosfatos
(dUTP, por sus siglas en inglés) unidos a digoxigenina a los fragmentos de ADN con
terminales 3-OH. Se realizaron preparaciones inmunohistoquimicas de cortes
transversales de médula espinal lumbar de ratones Mag-null a los 3-4 dias postnatales,
con Tunel fluorescente y una tincion para el marcador selectivo de alfa MNs,
observandose una correlaciéon en la reduccién de MNs de los ratones Mag-null con un
incremento de la apoptosis en dicha poblacion neuronal (Figura 18).

Estos datos demuestran que durante la primera semana postnatal, los ratones
Mag-null presentan un incremento significativo en la apoptosis de MNs de gran calibre

presentes en la médula espinal lumbar con respecto a los ratones Wt.
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Figura 18: Presencia de MNs apoptéticas en ratones Mag-null. Fotomicrografias representativas de
secciones de médula espinal lumbar ventral de ratones Mag-null y Wt a los 3-4 dias postnatales,
mostrando la tincion con Tunel (rojo) y un anticuerpo contra neurofilamentos no fosforilados, SMI-32
(verde). a. Raton Wt. b. Ratén Mag-null. Se observa un mayor nimero de MNs marcadas con Tunel en

los ratones Mag-null. Barra de escala, 10 um.

4.2. ROL ESTABILIZADOR DE MAG EN UN MODELO IN VIVO DE
CONTUSION DE NERVIO CIATICO.

Durante el periodo postnatal temprano (primera semana postnatal), la lesion
por contusion del nervio cidtico induce un dramatico incremento en la expresion del

NTR
en los cuerpos celulares y axones

receptor de baja afinidad para neurotrofinas p75
de las MNs como asi también en células de Schwann sometidas a degeneracion
Walleriana en el segmento distal del nervio lesionado (Ferri y col., 1998; Koliatsos y
col., 1991; Saika y col., 1991).

De manera interesante, una lesion en el nervio ciatico en ratones luego del dia
10 postnatal induce la regeneracién del nervio; mientras que una lesién similar
durante la primera semana postnatal resulta en la apoptosis de MNs dependiente del

NTR (Li y col., 1994c). Es por ello que decidimos utilizar esta ventana

receptor p75
temporal para analizar el rol de MAG en el modelo in vivo de apoptosis de MNs, a
través del estudio de la actividad de factores que modulan la muerte dependiente del

receptor p75NTR.
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4.2.1. Los ratones Mag-null presentan una susceptibilidad incrementada a la

NTR

apoptosis de MNs dependiente del receptor p75™ " en un modelo in vivo.

En primer lugar, decidimos evaluar in vivo la susceptibilidad de las MNs en
ratones Mag-null y Wt de la médula espinal a la apoptosis. Para ello, los ratones de
ambos genotipos (5 en cada grupo) recibieron una lesién de contusion del nervio
cidtico al dia 5 postnatal. Luego las MNs fueron cuantificadas en secciones de médula
espinal lumbar de 10 um de grosor tenidas con violeta de cresilo al dia 10 postnatal. La
region contralateral (no lesionada) de la médula espinal fue utilizada como control.

El analisis del numero de MNs luego de la contusidn del nervio cidtico en los
ratones Mag-null y Wt se realizé mediante un ANOVA de dos vias (genotipo y lado).
Este ANOVA reveld un efecto principal del genotipo (F(1,12)=388,15 (p<0,001), del lado
(F(1,12)=666,46 (p<0,001) y de la interaccién de ambos factores (F(1,12)=7,38 (p<0,01).
El uso del test a posteriori de Tukey indicd una reduccidn significativa en el nimero de
MNs de la region contralateral respecto a la ipsilateral (lesionada) tanto en los ratones
Mag-null como Wt, mostrando el efecto de la lesion. Ademas, este test permitid
demostrar una disminucién significativa en el nimero de MNs en los ratones Mag-null
respecto a los Wt, cuando se compard la regién contralateral de la médula espinal
lumbar (p<0,001), como se habia demostrado previamente en la seccidon anterior.
Asimismo, el analisis estadistico de los resultados permitié demostrar una disminucién
significativa del nimero de MNs en la region ipsilateral de la médula espinal en los
ratones Mag-null respecto a los Wt (p<0,001) (Figura 19a). Estos resultados
demuestran que los ratones Mag-null presentan una mayor susceptibilidad a la
apoptosis de MNs dependiente del receptor p75" " luego de la lesién de contusidn en

el nervio ciatico con respecto a los animales Wt.
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Figura 19: Los ratones Mag-null presentan una mayor susceptibilidad a la apoptosis de MNs
dependiente del receptor p75NTR inducida por una lesiéon de contusion de nervio ciatico. Los ratones
Mag-null y Wt recibieron una lesién de contusidn a nivel medio del muslo en el nervio cidtico izquierdo
al dia 5 postnatal, los mismos fueron fijados al dia 10 postnatal. a. Cuantificacion del nimero de MNs de
la médula espinal lumbar de ratones Mag-null y Wt. Las barras representan el nimero de MNs
presentes en la regidn ipsilateral (lesionada) respecto la regidon contralateral (control) de la médula
espinal ventral de ratones Wt y Mag-null. Las MNs con un area de soma celular > 100 umzfueron
cuantificadas usando el programa Fiji. Un ANOVA de dos vias genotipo: (F(1,12)=388,15 p<0,001); lado
(F(1,12)=666,46, p<0,001); interaccion (F(1,12)=7,38 p<0,01), seguido por el test a posteriori de Tukey
indicaron diferencias significativas entre ratones Mag-null y Wt (p<0,0001) y entre los lados
(Contralateral -CL-, Ipsilateral -IL-) (p<0,0001). b. Cuantificacion del nimero de MNs en ratones Mag-null
y Wt categorizadas por area del soma celular. Cada barra representa la distribucion (en porcentaje) del
numero de MNs de un rango de tamafio de soma en los ratones Mag-null respecto a los Wt. El andlisis
estadistico indica diferencias significativas en los tamafios de soma 200-300 umz, 300-400 umz y 400-
700 um2 en los ratones Mag-null respecto a los Wt (ANOVAS de una via individuales en cada rango de
calibre, todos los F>7,64 y todos los p<0,01), Wt: n=4, Mag-null n=4, para cada edad. Las barras de error
representan el error estandar de la media; *p < 0,05; **p < 0,01. c. Fotomicrografias representativas de
secciones de médula espinal lumbar de ratones Mag-null y Wt con una tincién para violeta de cresilo.

Barra de escala, 50 um.
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Por otro lado, se realizé un analisis adicional que incluyd la distribucién por
tamafio del soma celular de las MNs presentes en la médula espinal lumbar que
resistieron a la lesién de contusion. Las diferencias entre el tamaiio del soma de las
MNs se determinaron mediante un ANOVA de una via entre ambos genotipos. En los
ratones Mag-null, se observé que la lesion de contusién induce una reduccidn
significativa en el nimero de MNs de gran calibre, respecto a los ratones Wt (desde el

rango de drea del soma celular = 200-300 pm?) (Figura 19b).

4.2.2. El tratamiento con MAG-Fc rescata MNs en un modelo in vivo de

apoptosis dependiente del receptor p75" .

En segundo lugar, decidimos confirmar el efecto de MAG sobre la apoptosis

de MNs dependiente de la activacién del receptor p75"""

, inducida por la lesién de
contusion del nervio ciatico. Para esto, se evalud la capacidad de rescate de la forma
qguimérica soluble de MAG que contiene el dominio extracelular de MAG fusionado a
un dominio Fc (MAG-Fc), sobre el nimero de MNs de la médula espinal lumbar luego
de la lesidn en ratones Mag-null y Wt. Para ello, los ratones de ambos genotipos (n=10
en cada grupo) fueron administrados al dia 3 postnatal con una dosis intraperitoneal
(i.p.) de 50 pg de MAG-Fc o IgG humana (IVIg) como control, al dia 3 postnatal.

En primer lugar, se realizé un ANOVA de tres vias (genotipo, tratamiento y
lado). Este confirmé los efectos del genotipo (F(1,24)=92,65 p<0,0001), del tratamiento
(F(1,24)=18,56 p<0,0002) y del lado (F(1,24)=63,61 p<0,0001), ademas de la
interaccion entre los tres factores (F(1,24)=5,25 p<0,0310). En primer lugar, al
comparar la sobrevida de MNs en los ratones Mag-null y Wt que recibieron el
tratamiento con MAG-Fc, no se observaron diferencias en la sobrevida de las MNs
luego de la lesidn de contusion del nervio ciatico.

Por otro lado, tanto en los animales Mag-null como Wt, la administracidn i.p.
de MAG-Fc produjo un aumento estadisticamente significativo del nUmero de MNs en
la region lesionada de la médula espinal, con respecto a los que recibieron el
tratamiento con IgG control.

En la figura 20a y como se desprende del andlisis a posteriori de Tukey, se

observa que en los ratones Mag-null el tratamiento con MAG-Fc produce un aumento
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significativo de la sobrevida de MNs en la region ipsilateral respecto a la contralateral
(p<0,0001), mientras que el tratamiento con IgG control no posee efecto en la
sobrevida de MNs luego de la lesién del nervio cidtico (p<0,0001).

Por otra parte, en relacion al efecto de la inyeccion i.p. de MAG-Fc sobre los
ratones Wt en comparacién a los tratados con IgG, el andlisis a posteriori senald
diferencias estadisticamente significativas entre las regiones ipsilateral y contralateral
luego de la lesidn (p<0,0001).

A continuacion, se realizaron estudios de doble inmunofluorescencia en
secciones de nervio cidtico de animales tratados con MAG-Fc e IgG control para
identificar un posible blanco de accién de MAG-Fc en el efecto de sobrevida de MNs.
Los nervios tratados con MAG-Fc e IgG control que recibieron la lesién de contusién
fueron marcados con un anticuerpo especifico contra la cadena y humana Fc contenida

en la quimera MAG-Fc y un anticuerpo especifico contra neurofilamentos (clon 2H3).
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Figura 20: El tratamiento con MAG-Fc rescata MNs de la apoptosis dependiente del receptor p75
inducido por una lesiéon de contusion del nervio cidtico en ratones Wt. Los ratones Wt fueron
administrados con una inyeccion i.p. de MAG-Fc o IgG control al dia 3 postnatal. Seguido de esto, al dia 5

postnatal recibieron una lesién de contusién a nivel medio del muslo en el nervio ciatico izquierdo.
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Luego, las MNs fueron cuantificadas en la regién ventral de la médula espinal lumbar al dia 10 postnatal.
a. Cuantificacién del ndmero de MNs de la médula espinal lumbar de ratones Wt. Las barras
representan el porcentaje de MNs presentes en la region contralateral respecto a la regidn ipsilateral de
la médula espinal lumbar del ratén Wt. Las MNs con un area = 100 um2 fueron cuantificadas usando el
programa Fiji. Se realizdé un ANOVA de dos vias: tratamiento (F(1,24)=18,56 p<0,0002) y lado
(F(1,24)=63,61 p<0,0001). Las barras de error representan el error estandar de la media **p<0,01, n=3
ratones por grupo. b. Fotomicrografias representativas de secciones de médula espinal lumbar de
ratones Wt tratados con la inyeccién i.p. de MAG-Fc o IgG con una tincidn para violeta de cresilo. Barra
de escala, 50 pm. c. Fotomicrografias representativas de secciones de nervio ciatico de 10 um tratados
con la inyeccidn i.p. de MAG-Fc e IgG control, luego de la contusién del nervio. La imagen es una
reconstruccién en el eje Z que muestra una doble tincidon con un anticuerpo especifico contra la cadena
vy humana Fc contenida en la quimera MAG-Fc (rojo) y un anticuerpo especifico contra neurofilamentos

(clon 2H3) (verde). Barra de escala: 60 um.

La figura 20c muestra la presencia de colocalizacién en la inmunomarcacion
de nervios de animales tratados con MAG-Fc, mientras que no fue detectada la seiial
de Fc humana en nervios de animales tratados con IgG control. En conjunto, estos
datos demuestran que el tratamiento in vivo con MAG-Fc puede rescatar MNs de la
apoptosis dependiente de la activacion del receptor p75""", posiblemente a través de

la union de MAG a los receptores axonales de las MNs en el sitio de lesidn.

4.3. MAG-Fc PROTEGE MNs EN MODELOS IN VITRO DE APOPTOSIS
DEPENDIENTE DEL RECEPTOR p75"™.

4.3.1. Cultivo organotipico de médula espinal lumbar.

Cultivos primarios de MNs expresan el receptor de baja afinidad para

NTR v experimentan el proceso de apoptosis cuando son co-cultivadas

neurotrofinas p75
con astrocitos reactivos que secretan el factor de crecimiento nervioso (NGF, por sus
siglas en inglés), o cuando son estimuladas con NGF recombinante en presencia de
bajas concentraciones de dxido nitrico. La actividad apoptdtica depende estrictamente

NTR

del receptor p75" ", ya que los cultivos de MNs de ratones transgénicos carentes de

este receptor no responden a NGF (Dupuis y col., 2008).
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, decidimos analizar el posible rol
protector de MAG sobre MNs en un modelo in vitro de apoptosis dependiente del

NTR Para ello, se realizaron cultivos organotipicos de médula espinal

receptor p75
lumbar de ratones Mag-null y Wt, al dia 5 postnatal. Esta técnica es muy valiosa como
herramienta para el estudio de las propiedades farmacoldgicas y/o fisioldgicas de los
circuitos neuronales, ya que mantiene la citoarquitectura del tejido de origen
(Gahwiler y col., 1997). En este modelo, la muerte de MNs es inducida por la activacion
de la via extrinseca e intrinseca pro-apoptética, desencadenadas por el tratamiento de
los cultivos con bajas concentraciones de NGF y un generador de éxido nitrico (NOC-
18), respectivamente. Los cultivos fueron tratados con 100 nM de NGF y 50 nM de
NOC-18 durante 24 hrs. En algunos casos, el tratamiento de los cultivos con MAG-Fc
(20 pg/ml) o la combinacion con NGF/NOC-18 fueron llevados a cabo con el objetivo
de testear la eficacia de MAG contra la apoptosis.

Tanto en los cultivos organotipicos de animales Mag-null como Wt, la
administracion conjunta de NGF y NOC-18 produjo una disminucion significativa del
nimero de MNs; sumado a esto, el pre-tratamiento con MAG-Fc previno
completamente la apoptosis dependiente del receptor p75""" (F(1,40)=20,42
p<0,0001) (Figura 21a). Por otro lado, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en el nimero de MNs de cultivos tratados solo con MAG-Fc respecto a los

cultivos controles (Figura 21a).
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Figura 21: MAG-Fc protege MNs de la apoptosis dependiente del receptor p75~ " en un modelo in

vitro de cultivo organotipico de médula espinal. Se realizaron cultivos organotipicos de médula espinal
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lumbar de ratones Mag-null y Wt al dia 5 postnatal. Las rebanadas de médula fueron cultivadas durante
7 dias; posteriormente, se indujo apoptosis por el tratamiento de los tejidos con 100 nM de NGF y 50
nM de NOC-18 durante 24 hrs. Algunos cultivos fueron pre-tratados con 20 pg/ml de MAG-Fc antes de
la induccion de apoptosis. a. Cuantificacion del nimero de MNs de cultivos organotipicos de la médula
espinal lumbar de ratones Mag-null y Wt. Las barras representan el porcentaje de MNs * error estandar
de la media de 5 experimentos independientes. * Indica comparaciones entre los ratones Wt tratados
con NGF/NOC-18 respecto a los tratados con MAG-Fc. # Indica diferencias entre los ratones Mag-null
entre los tratamientos con NGF/NOC-18 y su combinacion con MAG-Fc. * # p<0,01. b. Fotomicrografias
confocales representativas de la sobrevida de MNs de cultivos organotipicos de médula espinal lumbar
de ratones Mag-null y Wt; las MNs fueron visualizadas con el anticuerpo SMI-32 (verde) y las células
apoptoéticas fueron identificadas con un anticuerpo contra Caspasa-3 clivada (rojo). Barra de escala, 50

pum.

4.3.2. Cultivo primario de MNs embrionarias.

Con el objetivo de corroborar el rol modulatorio de MAG en la apoptosis de
MNs vy realizar luego un analisis mas detallado de los receptores y vias de sefializaciéon
involucradas, los estudios fueron extendidos a cultivos primarios de MNs, utilizando el

.
NTR ‘La muerte de

modelo de apoptosis dependiente de la activacién del receptor p75
MNs fue inducida por el tratamiento de los cultivos con bajas concentraciones de NGF
(100 nM) y NOC-18 (50 nM) durante 2 hrs para evaluar la actividad del anticuerpo
caspasa 3 clivada, un marcador temprano de apoptosis; mientras que las MNs fueron
visualizadas con el anticuerpo SMI-32 a través de microscopia de fluorescencia. En los
experimentos de proteccidn, las MNs fueron tratadas con 20 pug/ml de MAG-Fc 4 hrs
previas a la induccidn de apoptosis.

El tratamiento de los cultivos con NGF y NOC-18 produjo una disminucién en
el nimero de MNs (Figura 21a), lo cual se correlaciond con un incremento en la
inmunoreactividad en MNs para el anticuerpo caspasa 3 clivada (Figura 21b).

A través de un ANOVA de una via se detectd un efecto del tratamiento
(F(5,30)=17,03, p<0,0001) y como se desprende del analisis a posteriori de Tukey, se
observa que la administracion de MAG-Fc produce un aumento estadisticamente

significativo en el nimero de MNs (y un menor numero de MNs positivas para caspasa

3 clivada) en cultivos tratados con NGF y NOC-18; mientras que en los cultivos tratados
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solo con MAG-Fc no se observaron diferencias estadisticamente significativas con

Figura 21: MAG-Fc protege MNs de la apoptosis dependiente del receptor p75NTR en un modelo in

respecto a los controles (Figura 21a vy b).
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vitro de cultivo primario de MNs. Se realizaron cultivos primarios de MNs de embriones E15 que fueron

NTR

crecidos durante 3 dias. Posteriormente, se indujo apoptosis dependiente del receptor p75" " por el

tratamiento de las MNs con 100 nM de NGF y 50 nM de NOC-18 durante 2 hrs. En los experimentos de
proteccién, algunas células fueron tratadas con MAG-Fc (20 pg/ml) 4 hrs antes de la induccién de
apoptosis. a. Cuantificacién del nimero de MNs de cultivos primarios. Las barras representan el
porcentaje de MNs + error estdndar de la media de 3 experimentos independientes, **p<0,01. b.
Fotomicrografias representativas de la sobrevida de MNs; las cuales fueron fueron visualizadas con el
anticuerpo SMI-32 (verde), Caspasa-3 clivada (rojo) y DAPI (4,6-diamidino-2-fenillindole) (azul). Barra de

escala, 25 um.

4.3.3. Cultivo de linea celular derivada de MNs, MN1.

Los estudios del efecto de protector de MAG en la apoptosis de MNs
dependiente del receptor p75"'" fueron ademas extendidos a una linea celular hibrida
(MN1) que deriva de MNs embrionarias de ratén, cuyo genotipo una vez diferenciadas
posee un 99% de homologia con MNs adultas de ratén (Salazar-Grueso y col., 1991).
Las células MN1 fueron diferenciadas por la reduccién del SFB al 3% durante 4 dias, y
posteriormente la apoptosis fue inducida de la misma forma que se describid
previamente para los cultivos organotipicos de médula espinal lumbar.

El analisis estadistico (ANOVA de una via) sefald la presencia de un efecto del

tratamiento (F(1,7)=50,93, p<0,001). Como se observa en la figura 22a, el tratamiento
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con NGF y NOC-18 produjo una reduccion del 49,4+6,9% en la sobrevida de MNs, la
cual fue completamente prevenida por el tratamiento de las células MN1 con MAG-Fc

(20 pug/ml) 4 hrs antes de la induccion de apoptosis (Tukey, p<0,001) (Figura 22a).

Figura 22: MAG-Fc protege células MN1 en un modelo in vitro de la apoptosis dependiente del
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receptor p75NTR. La linea celular derivada de MNs embrionarias (MN1) fue cultivada durante 4 dias en

medio de diferenciacion al 3% de SFB. Posteriormente, se indujo apoptosis dependiente del receptor

NTR

p75" " por el tratamiento de las células con 100 nM de NGF y 50 nM de NOC-18 durante 24 hrs. En los

experimentos de proteccién, algunas células fueron tratadas con MAG-Fc (20 pug/ml) 4 hrs antes de la
inducciéon de apoptosis. a. Cuantificacidn del nimero de células MN1. Las barras representan el
porcentaje de MNs + error estdndar de la media de 3 experimentos independientes, **p<0,01. b.
Fotomicrografias representativas de la sobrevida de células MN1; las cuales fueron fueron visualizadas

con el anticuerpo SMI-32 (rojo) y DAPI (azul). Barra de escala, 20 um.

4.4. CARACTERIZACION MOLECULAR Y BIOQUIMICA DE LOS RECEPTORES
AXONALES DE MAG.

Teniendo en cuenta que en la literatura ha sido sugerido el rol de MAG en la
funcién estabilizadora e inhibitoria sobre axones a través de la interaccidon con los
receptores NgRs, decidimos iniciar los estudios de la contribucién de los mismos en la
senalizacion mediada por MAG, y analizar el posible rol de NgRs en el efecto protector
de MAG contra la apoptosis de MNs. Para ello, decidimos estudiar el efecto del
silenciamiento de la expresidon de estos receptores mediante la infeccién de las células

MN1 con particulas lentivirales que portan secuencias shRNA especificas para los
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receptores NgR1 (shNgR1l) y NgR2 (shNgR2) en el modelo in vitro de apoptosis

dependiente del receptor p75NTR.

4.4.1. Modulacion de la expresion de los receptores NgRs a través del uso de

particulas lentivirales.

En primer lugar, se determiné la eficiencia del silenciamiento de los
receptores NgRs mediante la infeccion de células MN1 con particulas lentivirales que
portan secuencias shRNA para cada receptor (shNgR1, shNgR2). Para esto, se midieron
los niveles de expresion de los receptores NgRs en la linea celular MN1 luego de la
infeccidn con las particulas lentivirales mediante el andlisis por western blot utilizando
anticuerpos especificos. Para llevar a cabo estos experimentos, las células MN1 fueron
transfectadas con los plasmidos NgR1 y NgR2 durante 24 hrs. A continuacién, las
mismas fueron infectadas con las particulas lentivirales shNgR1, shNgR2 y la secuencia
control (shScrambled) en un rango de 1x10” pfu/ul durante 4 dias. Las células MN1
infectadas fueron identificadas por la expresién de la proteina verde fluorescente
(eGFP) que porta el vector pLKO.3G. Los niveles de expresion de los receptores NgRs
en las preparaciones provenientes de homogenatos de estas células, fueron
monitoreados por western blot mediante el uso de anticuerpos anti-NgR1 y anti-NgR2
policlonales (Robak y col., 2009) (Figura 23a).

En las células MN1 que sobreexpresan el receptor NgR1, la infeccién con
particulas lentivirales shNgR1 o shNgR1/2, resultd en wuna disminucién
estadisticamente significativa en la expresion del receptor NgR1 en comparacion a las
células infectadas con la secuencia shScram. La expresién del receptor NgR1 no mostré
diferencias estadisticamente significativas en MNs infectadas con shNgR2 respecto a
las células controles (Figura 23a).

Por otra parte, la expresién del receptor NgR2 fue también analizada en
células que sobreexpresan este receptor. Cuando las células MN1 fueron infectadas
con shNgR2 y shNgR1/2, se observd una disminucion significativa de los niveles de
NgR2 respecto a las células infectadas con la secuencia control. No se observaron

diferencias estadisticamente significativas en la expresion del receptor NgR2 cuando
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las MNs se infectaron con la secuencia shNgR1 con respecto a la secuencia control. En
ambos casos los niveles de expresion de NgR1 y NgR2 se redujeron aproximadamente
a la mitad cuando las MNs fueron infectadas con shNgR1 y shNgR2, respectivamente,

respecto a las infectadas con la secuencia scrambled (Figura 23a).
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Figura 23: Niveles expresion de los receptores NgRs y su modulacion mediante el uso de particulas
lentivirales. a. Niveles de expresion de los receptores NgRs en células MN1 infectadas con particulas
lentivirales conteniendo secuencias shRNA especificas (shNgR1, shNgR2 y shScram). Inmunoblot
revelado con anticuerpos anti-NgR1 y anti-NgR2 y la correspondiente medicion densitométrica
estandarizada utilizando anticuerpos contra a-tubulina. ANOVAS de una via indican niveles
significativamente menores de NgR1 y NgR2 en células infectadas con shNgR1 y shNgR2
respectivamente, respecto a MN1 infectadas con secuencias shRNA control (F(1,8)=7,34, p=0,0244 n=3).
b. Cuantificacion del nimero de células MN1 infectadas durante 4 dias con shNgR1, shNgR2, shNgR1/2 y
secuencias control (shScram). Las células fueron tratadas con 100 nM de NGF y 50 nM de NOC-18

NTR .
. En los experimentos de

durante 24 hrs para inducir apoptosis dependiente del receptor p75
proteccién, algunos cultivos fueron tratados con MAG-Fc (20 pug/ml) 4 hrs antes de la induccién de
apoptosis. Se observa que células infectadas con shNgR1, shNgR2 y shNgR1 y 2, deja a las células MN1
insensibles al efecto protector de MAG-Fc, respecto a las células tratadas con shScram. Un ANOVA de
dos vias (interaccidn tipo de lentivirus y tratamiento, F(9,32)=74,91, p=0,0105, n=4) seguido por el test a
posteriori de Tukey sefialé que el tratamiento con MAG-Fc produce solo un efecto protector contra la

apoptosis en MNs infectadas con secuencias controles, respecto a los tratados con shNgR1, shNgR2 o

shNgR1y 2.

A continuacion se evalud la sobrevida de las células MN1 infectadas con los

shRNAs especificos para cada receptor en el modelo de induccién de apoptosis

NTR

dependiente del receptor p75" ". Para esto, se indujo apoptosis mediante el agregado
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de 100 nM de NGF y 50 nM de NOC-18 durante 24 hrs, y en los experimentos de
proteccion, las células MN1 fueron tratadas con MAG-Fc (20 pg/ml) 4 hrs antes de la
induccion de apoptosis. Luego, las MNs fueron visualizadas con el anticuerpo SMI-32 y
se procedid a la cuantificacion de la sobrevida de MNs. Cuando las células fueron
infectadas con la secuencias control, el tratamiento con NGF y NOC-18 desencadena la
muerte del 45% de MNs, la cual fue completamente prevenida por el pre-tratamiento
con MAG-Fc (Figura 23b). Los resultados ademdas muestran que la proteccién ejercida
por MAG-Fc no fue capaz de contrarrestar la apoptosis dependiente del receptor
p75"* cuando las MNs fueron infectadas tanto con secuencias shNgR1 o shNgR2.
Ademds, no se observd un efecto aditivo significativo del silenciamiento en la
proteccion ejercida por MAG-Fc en células MN1 que fueron infectadas con ambas
particulas lentivirales, shNgR1 y shNgR2 (Figura 23b). Esto fue analizado mediante un
ANOVA de dos vias, en el cual se observé un efecto del tipo de particula lentiviral
(F(3,32)=295,67), del tratamiento (F(3,32)=1498,41), y de la interaccion entre ambos
factores (F(9,32)=74,91 p=0,01, n=3). El andlisis a posteriori de Tukey indicé la
presencia de diferencias estadisticamente significativas en las células MN1 infectadas
con shNgR1, shNgR2 o shNgR1 y 2 que recibieron el tratamiento con NGF y NOC-18
(p<0,001) o NGF/NOC-18/MAG-Fc (p<0,001), con respecto a las células que fueron
infectadas con la secuencia control.

Estos resultados sugieren un rol funcional in vitro de los receptores NgRs en
los eventos de sefalizacion desencadenados por MAG sobre la modulacion de la

apoptosis de MNs dependiente del receptor p75NTR.

4.4.2. Rol de los receptores NgRs en un modelo animal.

El rol de los receptores NgRs en la sobrevida de MNs fue testeado en ratones
transgénicos que portan una delecion para el gen que codifica para las proteinas NgR1,
NgR2 y NgR3 (triple NgR-null). Se procedié a cuantificar el nimero de MNs en
secciones de médula espinal lumbar ventral de tefiidas con violeta de cresilo en
ratones Wt y triple NgR-null de 3 meses de edad (n=3 para cada grupo). El analisis
estadistico mediante un ANOVA de una via senalé que los animales triple NgR-null

presentan una reduccidn estadisticamente significativa (34,618,3%) en el nimero de
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MNs de la médula espinal lumbar respecto a los animales Wt ((F(1,4)=22,23, p=0,0092)
(Figura 24b).

Asimismo, se analizé la distribucién del tamafio del soma de las MNs entre los
ratones triple NgR-null y Wt (Figura 24c). Los ratones deficientes en los receptores
NgRs presentaron una reduccién preferencial de las MNs de gran calibre (con un area
de soma celular mayor a 300 um?) con respecto a los animales Wt (34,6+8,3%).

Seguido a esto, el rol in vivo de los receptores NgRs fue confirmado en el

NTR inducido por la lesion de

modelo de apoptosis dependiente del receptor p75
contusion del nervio cidtico. Para esto, se evalud el efecto del tratamiento con la forma
quimérica soluble MAG(1-3)-Fc, la cual expresa solo los dominios extracelulares 1,2y 3
gue no son los responsables de la interaccion con los receptores NgRs pero no
sefializan el efecto de MAG (Domeniconi y col., 2002). Para ello, al dia 3 postnatal los

ratones Wt fueron tratados con una dosis i.p. de 50 ug de MAG(1-3)-Fc e IgG humana

(IVlg) como control. En este experimento se utilizaron 3 ratones por grupo.
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Figura 24: Rol de los receptores NgRs en la sobrevida de MNs en un modelo in vivo. a. Tincion

histoquimica de cortes transversales de médula espinal lumbar con cresil violeta en ratones triple NgR-

null y Wt. Se observa un menor nimero de MNs en ratones triple NgR-null. b. Cuantificacion del nimero
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de MNs de la médula espinal lumbar de ratones triple NgR-null y Wt a los 3 meses de edad. Las barras
representan el porcentaje de MNs presentes en la regidon ventral de la médula espinal lumbar de
ratones triple NgR-null respecto a los Wt. Las MNs con un area = 100 umzfueron cuantificadas usando el
programa Fiji. Se observa que ratones triple NgR-null presentan un menor nimero de MNs que los
ratones Wt (F(1,4)=22,23, p=0,0092, triple; n=3 para cada grupo). c. Cuantificacion del nimero de MNs
en ratones triple NgR-null y Wt a los 3 meses de edad categorizadas por tamafo del soma celular. Cada
barra representa el porcentaje del nimero de MNs en un rango de tamarfio de los ratones triple NgR-null
respecto a los Wt. El analisis estadistico indica diferencias significativas en los tamafios de soma a partir
de las 300 pm” en los ratones triple NgR-null respecto a los Wt (ANOVAS de una via individuales en cada
rango de calibre, todos los F>6,12 y todos los p<0,05; n=3 ratones por grupo). Las barras de error
representan el error estandar de la media *p < 0,05; **p < 0,01. d. Los ratones Wt fueron administrados
con una inyeccidn i.p. de 50 ug/ml de MAG(1-3)-Fc o IgG control al dia 3 postnatal. Posteriormente,
recibieron una lesidon de contusidn en el nervio ciatico izquierdo, al dia 5 postnatal. Las MNs fueron
cuantificadas de la regidn ventral de la médula espinal lumbar al dia 10 postnatal. El grafico muestra la
cuantificacién del nimero de MNs de la médula espinal lumbar de ratones a los 10 dias postnatales
tratados con MAG(1-3)-Fc e 1gG control. Las barras representan el porcentaje de MNs presentes en la
region contralateral respecto a la regidn ipsilateral de la médula espinal. Las MNs con un area = 100 um2
fueron cuantificadas usando el programa Fiji. Se realizd un ANOVA de dos vias: lado (F(1,62)=18,22
p<0,0001) y el tratamiento (F(1,62)=0,51 p<0,4762), ademas de la interaccion entre los dos factores
(F(1,62)=0,01 p<0,9436). Las barras de error representan el error estandar de la media, **p < 0,01, n=3

ratones por grupo.

Se observé que el tratamiento con MAG(1-3)-Fc no fue capaz de prevenir la
muerte de MNs inducida por una lesidon de contusién del nervio ciadtico. El andlisis
estadistico a través de un ANOVA de dos vias (tratamiento y lado) confirmo los efectos
del lado (F(1,62)=18,22 p<0,0001), pero no asi del tratamiento (F(1,62)=0,51 p<0,4762)
ni tampoco de la interaccion entre ambos factores (F(1,62)=0,01 p<0,9436).

En la figura 24d y como se desprende del analisis a posteriori de Tukey, se
observa que el tratamiento con MAG(1-3)-Fc no fue capaz de proteger MNs luego de la

lesion (p<0,0001).

4.5. CARACTERIZACION DE LAS VIAS DE SENALIZACION ASOCIADAS AL
AFECTO ANTI-APOPTOTICO DE MAG.
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4.5.1. Rol de la via de sefializacion RhoA/ROCK en el efecto protector de MAG.

La GTPasa pequeifa Rho es una proteina de sefalizacidon intracelular que
traduce senales extracelulares al citoesqueleto y el nucleo, y existe como una
subfamilia que comprende las isoformas RhoA, RhoB y RhoC. La sefalizacion a través
de la GTPasa Rho esta involucrada en la regulacion coordinada de diversos procesos
celulares, incluyendo la morfologia, adhesion celular, la motilidad celular y la apoptosis
durante el desarrollo del sistema nervioso (Kobayashi, 2004; Sanno y col., 2010). La
serina treonina quinasa asociada a Rho (ROCK) es una de las proteinas efectoras de
Rho y existe como dos isoformas ROCKI y ROCKII. Diversos estudios han descripto un
rol importante de la via de sefalizacion RhoA/ROCK durante el neurodesarrollo.
Sumado a esto, ha sido demostrado que MAG activa a RhoA e inhibe el crecimiento
axonal de neuronas sensoriales y cerebelares a edades postnatales (Yamashita y col.,
2002), formando un complejo con los receptores NgRs/p75NTR(Fournier y col., 2001;
Wang y col., 2002; Wong y col., 2002). Es por ello, que la descripcion de las proteinas
involucradas en esta via de sefalizacidn y su dindmica espacio-temporal son necesarios

para abordar este estudio.

4.5.1.1. Dinamica espacial y temporal de la actividad de RhoA en MNs.

Con el fin de dilucidar si la via de sefializaciéon de RhoA esta asociada al efecto
protector de MAG contra la apoptosis de MNs, decidimos evaluar en primer lugar la
dindmica espacio-temporal de la actividad de RhoA en MNs luego del tratamiento con
MAG-Fc. Para esto, utilizamos un biosensor especifico que responde a la activacién de
RhoA basado en el uso de la técnica de Transferencia de Energia de Resonancia (FRET),
con un aumento en la transferencia no radiactiva desde el fluoréforo donor: proteina
fluorescente cyan (CFP, por sus siglas en inglés) hacia el fluoréforo aceptor: proteina
fluorescente amarilla (YFP, pos sus siglas en inglés). El biosensor fluorescente preserva
las interacciones de membrana, y permite visualizar la dindamica espacio-temporal de
la actividad de RhoA.

La actividad de RhoA fue analizada en células MN1 vy cultivos primarios de

MNs, los cuales fueron transfectados con el biosensor durante 18 hrs y luego tratados
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con Mag-Fc (20 pg/ml) a diferentes tiempos (30, 60 y 120 min). La actividad de RhoA
fue calculada por la técnica de FRET radiométrico utilizando el programa Fiji (Pertz y
col., 2006).

La figura 25a muestra un mapa termal de pseudocolor de la actividad de RhoA
en células MN1 tratadas con MAG-Fc a diferentes tiempos hasta los 120 min. Los
colores cdlidos reflejan una alta actividad de RhoA (alta actividad de FRET), mientras
que los colores frios indican una baja actividad de RhoA (baja actividad de FRET). Los
resultados muestran que el tratamiento con MAG-Fc induce un incremento robusto de
la actividad de RhoA que comienza a los 30 min alcanzando un mdaximo de actividad a
los 60 min luego de iniciado el tratamiento. Un ANOVA de una via realizado en cada
tiempo, sefaléd que a los 60 min la actividad de RhoA es significativamente mayor
respecto a los demas tiempos analizados (F(3,64)=2,77, p=0,0487, n=16) (Figura 25b).
El andlisis espacial mostré que los axones y conos de crecimiento presentan mayor

actividad de RhoA, en comparacion al soma de las células MN1 (Figura 25b).
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Figura 25: Efecto del tratamiento de MAG-Fc en la actividad de RhoA sobre células MN1 y cultivo

primario de MNs. a. Curva temporal de la activacion de RhoA en las células MN1 después del
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tratamiento con MAG-Fc. Las células fueron transfectadas con el biosensor de RhoA, luego de 18 hrs las
mismas fueron tratadas con 20 pg/ml de MAG-Fc a diferentes tiempos: 30, 60 y 120 min. Las imagenes
ilustran un mapa termal de pseudocolor de la activacién de RhoA en células MN1 con un incremento a
los 60 min después del tratamiento con MAG-Fc (colores calidos: alta actividad FRET; colores frios: baja
actividad FRET). Barra de escala, 22 um. b. El grafico de lineas muestra el anilisis cuantitativo de la
actividad de RhoA a diferentes tiempos luego del tratamiento con MAG-Fc; y el grafico de la derecha
muestra el analisis espacial de la actividad de RhoA en la célula completa y axones (linea verde vy roja,
respectivamente). c. Curva temporal de la activacion de RhoA en cultivo primario de MNs después del
tratamiento con MAG-Fc. Las células fueron transfectadas con el biosensor de RhoA, luego de 18 hrs las
mismas fueron tratadas con 20 pug/ml de MAG-Fc. Las imdagenes ilustran un mapa termal de pseudocolor
de la activacién de RhoA a los 60 min después del tratamiento con MAG-Fc. d. El grafico de lineas
muestra el andlisis cuantitativo de la actividad de RhoA a diferentes tiempos posterior al tratamiento
con MAG-Fc. b y d. ANOVAs de una via individuales en cada tiempo (b) (F(3,64)=2,77, p=0,0487, n=16)
(d) (F(1,34)=4,46, p=0,0487, n=16). Las barras de error representan el error estandar de la media de tres

experimentos independientes (n=15 células por grupo) (*p<0,05).

Estos experimentos fueron ademadas corroborados en cultivos primarios de
MNs. Los mismos fueron crecidos durante 3 dias, y luego las MNs fueron transfectadas
con el biosensor de RhoA durante 18 hrs. Las MNs recibieron un tratamiento con 20
ug/ml de MAG-Fc durante 60 min, tiempo en el cual se cuantificd la actividad de RhoA.
La figura 11c muestra que MAG-Fc es capaz de inducir un aumento en la actividad de
RhoA significativamente mayor respecto al tiempo control (F(1,34)=4,46, p=0,0487,
n=16).

4.5.1.2. Inhibicion farmacolégica de la senalizacion de RhoA por C3

transferasa.

El aumento en la actividad de la GTPasa pequefia RhoA en presencia de MAG
fue corroborado transfectando las células MN1 con un plasmido que contiene la forma
citosdlica de la C3 transferasa, un potente inhibidor de la actividad de RhoA. Esta
exoenzima cataliza selectivamente la ribosilacion de ADP y produce la consecuente
inactivacion de la familia de las proteinas Rho GTPasas (Winton, 2002). Una vez que las

células MN1 fueron transfectadas conjuntamente con el biosensor que responde a la
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activacion de RhoA vy el plasmido C3 transferasa durante 18 hrs, las mismas fueron
tratadas durante 60 min con MAG-Fc (20 pug/ml) mientras que la actividad de RhoA se
analizé de acuerdo a lo descripto en la seccion 5.1.1.

Los resultados muestran que la transfeccién de las células MN1 con el
plasmido C3 transferasa bloqued el incremento en la actividad de RhoA luego del
tratamiento con MAG-Fc (Figura 26a). Esto fue analizado mediante un ANOVA de una
via en el cual solo se observaron diferencias significativas en la actividad de RhoA para
las células que fueron transfectadas con el biosensor de RhoA y tratadas con MAG-Fc

durante 60 min (F(3,20)=10,69, p=0,0003, n=5).
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Figura 26: Efecto de la inhibicion de la GTPasa pequefia RhoA en las células MN1. Las células fueron
transfectadas con el biosensor de RhoA y un plasmido que contiene la forma citosdlica de la C3
transferasa, luego de 18 hrs las mismas fueron tratadas con 20 pug/ml de MAG-Fc durante 60 min. a. Las
imagenes ilustran un mapa termal de pseudocolor de la activacion de RhoA en células MN1 donde se
observa que la expresion de la enzima C3 inhibe la activacion de RhoA luego del tratamiento con MAG-
Fc durante 60 min (colores calidos: alta actividad de RhoA, colores frios: baja actividad de RhoA). Barra
de escala, 22 um. b. Analisis cuantitativo de la actividad de RhoA en células MN1. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas en células transfectadas con el biosensor de RhoA y tratadas
con MAG-Fc (F(3,20)=10,69, p=0,0003). Los datos representan la media # error estandar de la media de

tres experimentos independientes (n=15 células por grupo) (*p<0,05).

4.5.1.3. Participacion de la sefializacion de RhoA en el efecto protector de

MAG en un modelo in vitro de apoptosis dependiente del receptor p75" .
Con el fin de corroborar el rol de la via de sefalizacién de RhoA en la
sobrevida de MNs, decidimos estudiar el efecto de MAG en presencia de un inhibidor

NTR

de RhoA en un modelo de apoptosis dependiente del receptor p75" . Para ello, las

células MN1 fueron transfectadas con el plasmido que contiene la forma citosdlica de
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la C3 transferasa durante 18 hrs. En este modelo, la muerte de MNs fue inducida por el
tratamiento de las células con 100 nM de NGF y 50 nM de NOC-18 durante 24 hrs. El
tratamiento de las mismas con MAG-Fc (20 pug/ml) o la combinacién con NGF/NOC-18
fueron llevados a cabo con el objetivo de testear la eficacia contra la apoptosis.

El andlisis de la sobrevida de MNs se realizé6 mediante un ANOVA de una via,
el cual reveld un efecto principal del tratamiento (F(3,55)=5,12, p=0,0034, n=3) (Figura
27). El uso del test a posteriori de Tukey indicé una disminucion estadisticamente
significativa en la sobrevida de MNs cuando las células fueron tratadas con NGF/NOC-

18 y la combinacién con MAG-Fc (p<0,001).
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Figura 27: Rol de la via de sefializacion de RhoA en el efecto protector de MAG-Fc en células MNL1. Las
células MN1 fueron cultivadas durante 4 dias en medio de diferenciacidon y luego transfectadas con el
pldsmido que contiene la forma citosodlica de C3 transferasa durante 18 hrs. Posteriormente, se indujo

NTR

apoptosis dependiente del receptor p75 "~ por el tratamiento de las células con 100 nM de NGF y 50 nM

de NOC-18 durante 24 hrs. En los experimentos de proteccion, algunas células fueron tratadas con
MAG-Fc (20ug/ml) 4 hrs antes de la induccidon de apoptosis. El nimero de células MN1 fue cuantificado
usando el programa Fiji. El andlisis estadistico indica diferencias significativas en las células tratadas con
NGF/NOC-18 o su combinacién con MAG-Fc (ANOVA de una via, (F(3,55)=5,12, p=0,0034)). Las barras

representan el porcentaje de MNs * error estandar de la media de tres experimentos, **p<0,001.

4.5.2. Participacion de Rho quinasa como efector de RhoA en el efecto

protector de MAG.

Las proteinas quinasas asociadas a Rho (ROCKs) son los efectores mas

conocidos y descriptos para la GTPasa Rho con multiples sustratos y estan involucrados
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en numerosos procesos fisioldgicos. Dado que en MNs el efecto protector de MAG
involucra la activacion de RhoA, decidimos estudiar el rol del efector ROCK en dicho
proceso. Para ello, utilizamos el inhibidor farmacolégico de ROCKs conocido como Y-

27632.

4.5.2.1. El tratamiento con Y-27632 bloquea el efecto protector de MAG-Fc en

un modelo in vitro de apoptosis dependiente del receptor p75™ .

A continuacién, decidimos estudiar el efecto del tratamiento con el inhibidor
selectivo de ROCK, Y-27632, sobre el efecto protector de MAG-Fc en un modelo in vitro
de apoptosis dependiente del receptor p75™'" utilizando cultivo primario de MNs. Para
este fin, las MNs fueron tratadas con MAG-Fc (20 pug/ml) 4 hrs previas al tratamiento
con 10 uM de Y-27632, y una hora después se indujo la apoptosis por el tratamiento
con 100 uM de NGF y 50nM de NOC-18.

Los resultados muestran que el tratamiento con Y-27632 produjo una
disminucion estadisticamente significativa en la sobrevida de MNs, bloqueando el
efecto protector de MAG-Fc (F(5,30)=17,03), p<0,0001) (Figura 28). Las diferencias
entre los cultivos de MNs que recibieron los distintos tratamientos se detectaron a
través del test a posteriori de Tukey. Este andlisis demostrd que luego de la induccién
de apoptosis, los cultivos tratados con Y-27632 y MAG-Fc mostraron diferencias
estadisticamente significativas en la sobrevida de MNs, respecto a los tratados solo

con MAG-Fc.
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Figura 29: MAG-Fc protege MNs de la apoptosis dependiente del receptor p75NTR por activacion de la

via de sefializacion RhoA/ROCK. Cultivos primarios de MNs fueron cultivados durante 3 dias en medio
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NTR

de crecimiento y posteriormente se indujo apoptosis dependiente del receptor p75 por el

tratamiento de las MNs con 100 nM de NGF y 50 nM de NOC-18 durante 24 hrs. En los experimentos de
proteccién, algunos cultivos fueron tratados con MAG-Fc (20ug/ml) 4 hrs antes de la induccién de
apoptosis, mientras que otros recibieron el tratamiento con 10 uM de Y-27632 previa induccion de
apoptosis. El nimero de MNs fue cuantificado usando el programa Fiji. El analisis estadistico indica
diferencias significativas en las MNs tratadas con MAG-Fc y su combinacién con Y-27632, respecto a los
cultivos tratados con MAG-Fc, a los cuales se les indujo apoptosis (ANOVA de una via, (F(5,30)=17,03,
p<0,0001). Las barras representan el porcentaje de MNs + error estandar de la media de tres

experimentos, **p<0,001.

4.5.2.2. El tratamiento con Y-27632 bloquea el efecto protector de MAG-Fc

en un modelo in vivo de apoptosis dependiente del receptor p75" .

La participacion de la via de sefializacién de RhoA/ROCK luego fue testeada en
el modelo in vivo de lesidon de contusidn de nervio cidtico en ratones Wt al dia 5
postnatal. Se evalud el efecto del tratamiento con MAG-Fc y el inhibidor Y-27632 en el
numero de MNs de la médula espinal lumbar luego de la lesién de nervio ciadtico. Para
esto, los ratones Wt fueron tratados al dia 3 postnatal con una dosis i.p. de 50 ug/mi
de MAG-Fc o IgG humana (IVIg) como control. Otro grupo de animales, tratados con
IgG control o MAG-Fc, fueron administrados ademas con Y-27632 (1ul, 10mg/ml) en la
region distal del nervio lesionado cerca de la zona de contusién. En este experimento
se utilizaron 3 ratones en cada uno de los cuatro grupos de tratamientos. La médula
espinal lumbar de los animales al dia 10 postnatal fue extraida y cortada en secciones
de 10 um. Luego, los tejidos fueron tefiidos con violeta de cresilo y las MNs de la
region ventral cuantificadas de acuerdo a los descripto en M&M. La region
contralateral (no lesionada) de la médula espinal fue utilizada como control.

Como se observa en la figura 30a, la administracién de Y-27632 bloqued el
efecto protector de MAG-Fc contra la apoptosis inducida por la lesion del nervio
cidtico. Esto fue analizado mediante un ANOVA de dos vias (lado y tratamiento), en el
cual se observé un efecto del lado (F(1,50)=37,63, p<0,0001), del tratamiento
(F(3,50)=3,08, p=0,0358), pero no de la interaccién entre ambos factores (F(3,50)=1,81,
p=0,1566). En la figura 30b y como se desprende del analisis a posteriori de Tukey, se

observa que el tratamiento conjunto de Y-27632 y MAG-Fc no produjo diferencias
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significativas en la sobrevida de MNs de la regidn ipsilateral respecto a la contralateral,
mientras que el tratamiento de los ratones con MAG-Fc provocd un aumento
estadisticamente significativo de la sobrevida de MNs en la region lesionada respecto a
la contralateral (p<0,05). Finalmente, este test no arrojé diferencias significativas en el
nimero de MNs en el lado ipsilateral de la médula espinal de ratones tratados con Y-
27632 o IgG control, descartando un posible efecto téxico de este inhibidor sobre las
MNs. Estos resultados indican que MAG-Fc protege in vivo MNs de la apoptosis

NTR

dependiente de p75" " mediante la activacion de la via de sefializacion RhoA/ROCK.
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Figura 30: Y-27632 bloquea el efecto protector de MAG-Fc sobre MNs en un modelo in vivo de
apoptosis dependiente del receptor p75NTR. Ratones Wt recibieron la inyeccion i.p. de MAG-Fc o 1gG
control (P3); posteriormente se realizd una lesién de contusidn en el nervio cidtico izquierdo al dia 5
postnatal. Algunos animales tratados con IgG control o MAG-Fc, recibieron el tratamiento con el
inhibidor de ROCK, Y-27632 en la region distal cercana al sitio de lesion. Se cuantificé el nimero de MNs
de la region ventral de la médula espinal lumbar al dia 10 postnatal. a. Cuantificaciéon del numero de
MNs de la médula espinal lumbar de ratones Wt tratados con IgG control y MAG-Fc (50 pg/ml) e Y-
27632 (1ul, 10mg/ml) en conjunto con MAG-Fc, e Y-27632 con IgG control. Las comparaciones fueron
realizadas entre las MNs de la médula espinal lumbar de la regidn ipsilateral (lesionada) respecto a la
contralateral. El tratamiento conjunto de Y-27632 y MAG-Fc no produjo diferencias en el nimero de
MNs de la regidén lesionada respecto al control. Se observaron diferencias estadisticamente significativas
en la sobrevida de MNs de animales que fueron tratados solo con MAG-Fc. ANOVA de dos vias: lado
(F(1,50)=37,63, p<0,0001), tratamiento (F(3,50)=3,08, p=0,0358), ademas de la interaccidn entre los dos
factores (F(3,50)=1,81, p=0,1566), seguido por test a posteriori de Tukey. Las barras representan el
porcentaje de MNs presentes en la médula espinal lumbar de la regidon ipsilateral respecto a la

contralateral. Las barras de error representan el error estidndar de la media, *p<0,05. b.
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Fotomicrografias de secciones de médula espinal lumbar tefiidas con violeta de cresilo, las MNs con un

area > 100 um2 fueron cuantificadas usando el programa Fiji.

4.5.3. El efecto protector de MAG contra la apoptosis de MNs involucra la

activacion de la via de sefalizacion RhoA/ROCK en forma dependiente del

receptor p75" .

Se ha demostrado que NGF y los receptores NgRs pueden sefializar a través

NTR Teniendo esto en cuenta,

del receptor de baja afinidad para neurotrofinas p75
nosotros intentamos dilucidar si MAG podria modular la apoptosis de MNs
estableciendo la activacion de una via antagodnica a través del mismo receptor, que en
Ultima instancia impediria el efecto pro-apoptético de NGF. Para tal fin, decidimos
testar el efecto de TAT-Pep5, un inhibidor no competitivo de la interacciéon NgR-p75™'+,

en un modelo in vitro de apoptosis de MNs.

4.5.3.1. MAG protege MNs de la apoptosis por activacion de la via de

sefializacién RhoA/ROCK a través del receptor p75""".

Con el fin de evaluar la efectividad del tratamiento con TAT-Pep5 para inhibir
la activacion de RhoA, cultivos primarios de MNs fueron transfectados con el biosensor
de RhoA durante 18 hrs y posteriormente tratadas con 20 pg/ml de MAG-Fc durante
60 min; mientras que algunos cultivos fueron pre-tratados durante 60 min con 200 nM
de TAT-Pep5.

Como se observa en la figura 31b, el inhibidor TAT-Pep5 bloqueé la activaciéon
de RhoA en respuesta al tratamiento con MAG-Fc. El andlisis estadistico revelé un
efecto del tratamiento con MAG-Fc (F(2,18)=9,70, p=0,0014), pero no asi para los
cultivos que fueron administrados conjuntamente con TAT-Pep5.

Teniendo en cuenta que el tratamiento con el inhibidor TAT-Pep5 bloqueé el
aumento de la actividad de RhoA luego de la administracion de MAG-Fc en cultivos
primarios de MNs, decidimos extender estos resultados a un modelo in vitro de

NTR

apoptosis dependiente del receptor p75" " en la linea celular de MNs (MN1). Para ello,
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las células MN1 fueron pre-tratadas con 200 nM de TAT-Pep5 una hora antes de la

induccion de la apoptosis por el tratamiento con 100 uM de NGF y 50 nM de NOC-18.

‘< 121
(] *
= =
(]
T 10/ -
o
©
B 09|
S
E=
£ 08|
MAG-Fc - + +
TAT-P
ep> TAT-Pep5 - . .

NTR en la activacién de RhoA. Cultivos

Figura 31: Efecto de la inhibicion farmacoldgica del receptor p75
de MNs fueron transfectados con el biosensor de RhoA durante de 18 hrs, luego fueron tratados con 20
pg/ml de MAG-Fc durante 60 min. Algunos cultivos fueron pre-tratados durante 60 min con 200 nM de
TAT-Pep5, un inhibidor especifico de la interaccién p75NTR/RhoA. a. Las imagenes ilustran un mapa
termal de pseudocolor de la activacion de RhoA en MNs donde se observa que en presencia de TAT-
Pep5, no hay activacion de RhoA por efecto del tratamiento con MAG-Fc a los 60 min (colores célidos:
alta actividad de RhoA, colores frios: baja actividad de RhoA). Barra de escala, 22 um. b. Anélisis
cuantitativo de la actividad de RhoA en MNs. Se observaron diferencias estadisticamente significativas
solo para las MNs transfectadas con el biosensor de RhoA y tratadas con MAG-Fc (F(2,18)=9,70,

p=0,0014). Los datos representan la media * error estandar de la media de tres experimentos

independientes (n=15 células por grupo) (*p<0,05).

De manera interesante, la inhibicion farmacoldgica de TAT-Pep5 en células
tratadas con MAG-Fc mostrd ser efectivo para bloquear la proteccidon ejercida por
MAG-Fc contra la apoptosis de MNs (F(4,26)=4,44), p=0,0073) (Figura 32). Las
diferencias entre los cultivos de MNs que recibieron los distintos tratamientos se
detectaron a través del test a posteriori de Tukey. Este analisis demostré que luego de
la induccion de apoptosis, los cultivos tratados conjuntamente con TAT-Pep5 y MAG-Fc
mostraron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de MNs con
respecto a los tratados solo con MAG-Fc; destacando que el tratamiento con TAT-Pep5

no bloquea la sefalizacién pro-apoptética del receptor inducida por NGF.
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fueron tratadas con MAG-Fc (20ug/ml) 4 hrs
antes de la induccién de apoptosis. Ademas, otros cultivos recibieron el pre-tratamiento con 200 nM de
TAT-Pep5 una hora antes de la administracion de MAG-Fc. El nimero de MNs fue cuantificado usando el
programa Fiji. El analisis estadistico indica diferencias significativas en las MNs tratadas con MAG-Fc y su
combinacidn con TAT-Pep5, respecto a los cultivos tratados solo con MAG-Fc (ANOVA de una via,
(F(4,26)=4,44, p=0,0072). Las barras representan el porcentaje de MNs * error estandar de la media de

tres experimentos independientes, *p<0,05.

4.5.3.2. MAG-Fc protege MNs de la apoptosis por activacion de la via de

sefializacion RhoA/ROCK en una manera dependiente de p75™ .
Recientemente, los determinantes estructurales especificos de senalizacidn
del dominio ICD del receptor p75"™" han sido descriptos (Charalampopoulos y col.,
2012). Dos regiones importantes que estan involucradas en la interaccién p75""/Rho-
GDI han sido estudiadas, sugiriendo que ellas estan involucradas en la unién de Rho-

GDI al receptor p75NTR

. De manera muy interesante, estas regiones se superponen con
la regién del dominio de muerte que es reconocida por el inhibidor TAT-Pep5. Por esta
razon, el siguiente objetivo que nos propusimos fue testear si mutaciones puntuales en
el dominio de muerte del p75"™" localizadas en esta regién, podrian modular la
interaccion con Rho-GDI y de esta manera bloquear el efecto protector de MAG contra
la apoptosis de MNs. Estos resultados nos permitirian corroborar la presencia de un
mecanismo antagdnico entre la via pro-apoptdtica inducida por NGF y una via anti-
apoptotica desencadenada por MAG mediante el uso del mismo receptor.

En primer lugar, las células MN1 fueron transfectadas durante 18 hrs con una

doble mutante de los sitios de interaccion con Rho-GDI en el dominio ICD del receptor

p75""%, denominada K350A/N353A (p75" " 350/353) (Charalampopoulos y col., 2012).
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NTR Wt para lograr un nivel de expresién adecuado

Asimismo, se utilizdé un plasmido p75
en las células MN1 que permita competir con la actividad del receptor nativo. Luego,
se analizd si MAG-Fc era capaz de rescatar MNs de la apoptosis inducida por el
agregado de NGF y NOC-18 en presencia de la mutante p75"' " 350/353.

Los resultados muestran que el tratamiento con MAG-Fc (20 pg/ml) en las

NTR Wt fue capaz de proteger las células

células MN1 transfectadas con el plasmido p75
MN1 de la apoptosis de las células, pero fallé en el rescate de MNs cuando las células

fueron transfectadas con la mutante del p75""" 350/353 (Figura 33).
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Figura 33: MAG-Fc protege células MN1 de la apoptosis dependiente del receptor p75NTR por

activacion de la via de sefializacion RhoA/ROCK. Las células MN1 fueron cultivadas durante 4 dias en

NTR

medio de diferenciacidn, y transfectadas durante 18 hrs con la doble mutante p75" ~ 350/353 y con el

NTR Wt. Posteriormente, se indujo apoptosis dependiente del receptor p75NTR por el

plasmido p75
tratamiento de las MNs con 100 nM de NGF y 50 nM de NOC-18 durante 24 hrs. En los experimentos de
proteccién, algunas MNs fueron tratadas con MAG-Fc (20 ug/ml) 4 hrs antes de la induccién de
apoptosis. El nimero de MNs fue cuantificado usando el programa Fiji. El andlisis estadistico indica
diferencias significativas en el efecto protector de MAG-Fc en células que fueron transfectadas con el
plasmido p75NTRWt, no asi en las MNs tratadas con MAG-Fc y transfectadas con la mutante p75NTR
350/353 (ANOVA de una via, (F(4,26)=4,44, p=0,0072). Las barras representan el porcentaje de MNs *

error estandar de la media de tres experimentos, **p<0,01; *p<0,05.
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Discusion

En este trabajo de tesis demostramos el rol modulador de MAG en el proceso
de apoptosis de MNs durante el desarrollo postnatal temprano de ratones, poniendo
en evidencia el efecto estabilizador que la mielina ejerce sobre las neuronas que
envuelve. En particular hemos demostrado que MAG, actuando como un ligando
funcional de los receptores NgR1 y NgR2, protege MNs contra la apoptosis durante la
primera semana de vida postnatal mediante la activacidon de la via de sefializacion
RhoA/ROCK en forma dependiente del receptor de baja afinidad para neurotrofinas
p75NTR'

Si bien los primeros estudios en ratones Mag-null demostraron que éstos
expresan abundante mielina con un grado de mielinizacidn y compactacion normales
durante el desarrollo (Li y col., 1994; Montag y col., 1994), posteriormente se ha
podido establecer el rol de MAG en diversas funciones biolégicas que poseen un gran
impacto sobre el axén. Pese a esto, hasta el momento no se habia estudiado el
impacto que el proceso de mielinizacién tiene sobre la sobrevida neuronal en el SNC.
En este contexto, nuestro trabajo es el primero en estudiar y caracterizar la poblacién
de MNs de la médula espinal del raton Mag-null durante el desarrollo postnatal.

En primer lugar, observamos que ratones deficientes de la proteina MAG
presentan una marcada reduccion en el nimero de MNs de la médula espinal lumbar
durante la primera semana postnatal. En particular, son las MNs con un soma de
mayor calibre las que sufren una marcada disminucion en este periodo, mostrando
una correlacion con el incremento en el nUmero de MNs apoptdticas en los ratones
Mag-null en comparacién con los Wt. Con respecto a esto, se conoce que los ratones
Mag-null presentan una degeneracion axonal significativa en su adultez, caracterizada
por una atrofia axonal progresiva de aparicién tardia con degeneracién Walleriana
incrementada tanto en el SNC como en el SNP (Nguyen vy col., 2009). Esto indicaria que

la reduccién del numero de MNs encontrada en el ratén Mag-null durante la primera
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semana postnatal, estd asociado a un proceso de neurodegeneracién primario y no
aparece en forma secundaria a la degeneracion axonal. Por otro lado, no se
encontraron diferencias significativas entre ambos genotipos al analizar el nimero de
MNs al dia O de edad, indicando que la reduccion en el nimero de MNs hallada en los
ratones Mag-null se encuentra restringida al desarrollo postnatal temprano.

MAG es un componente minoritario del sistema nervioso que se expresa
preferencialmente en la capa periaxonal de mielina de axones mielinizados (Quarles,
2007). MAG regula el calibre axonal, controla la distribucién de las moléculas en los
nodos de Ranvier y promueve la estabilidad axonal bajo condiciones fisioldgicas.
Recientemente, se ha descripto un rol protector/estabilizador de MAG sobre axones
en diferentes modelos in vivo e in vitro (Mehta y col., 2010; Nguyen y col., 2009). Mas
aun, se demostrd que el rol protector de MAG se extiende mds alld de los axones que
envuelve, e involucra la supervivencia neuronal frente a un dafo de excitotoxicidad
(Lopez y col., 2011). En este contexto, nuestro trabajo hace extensivo el concepto del
rol neuroprotector de MAG en la sobrevida de una poblacién neuronal durante su
desarrollo, a través de diferentes evidencias: (i) reduccion del nimero de MNs de la
médula espinal de los ratones Mag-null respecto a los Wt; (ii) aumento de la
susceptibilidad de los ratones Mag-null en un modelo in vivo de apoptosis de MNs; (iii)
la efectividad del tratamiento con MAG-Fc en un modelo in vivo de apoptosis de MNs;
(iv) la efectividad de MAG-Fc para proteger MNs en un modelo in vitro de apoptosis
usando diferentes cultivos de MNs.

Al presente todas las funciones bioldgicas asociadas a MAG sugieren una
intensa comunicaciéon molecular entre la membrana axonal y la capa de mielina mas
interna. Existe abundante evidencia de que esta comunicacién involucra la interaccidon
de diversos complejos ligando-receptor, capaces de generar una cascada de
sefalizacion intracelular que se traduce en cambios de la fisiologia neuronal. En
nuestro trabajo, ademas de describir un nuevo rol protector de MAG sobre MNs, se
realizaron estudios para dilucidar el/los receptores axonales involucrados en este
efecto. La identificacion de MAG como el primer inhibidor de la regeneracién axonal
derivado de mielina llevé al descubrimiento de los multiples receptores y vias de
sefalizacion asociadas (Schnaar y Lopez, 2009). Los dos receptores mejor

caracterizados para MAG son: ganglidsidos (GD1a y GT1b) y NgRs (NgR1 y NgR2), los
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cuales requieren de moléculas transductoras para iniciar su evento de sefalizacién
intracelular. En trabajos previos, se identific6 a MAG como una molécula capaz de
promover en el axén la estabilidad de microtubulos y la resistencia frente a la toxicidad
aguda inducida por una variedad de agentes tales como la neurotoxina industrial
acrilamida, un agente quimioterapéutico como vincristina y mediadores inflamatorios
(Nguyen y col., 2009). Luego, se identificaron a los gangliésidos como receptores
funcionales en la proteccién ejercida por MAG contra la agresién tdxica aguda sobre
las neuronas del ganglio dorsal; y fueron estos resultados los que aportaron evidencias
acerca de la presencia de vias de sefializacién independientes mediadas por MAG, con
efectos biolégicos duales que coexisten en las mismas células: un ejemplo de esto lo
representa el efecto de MAG sobre neuronas hipocampales postnatales: mientras que
su union a ganglidsidos media la inhibicion del crecimiento neuronal, la unién a
receptores NgRs induce un efecto protector contra excitotoxicidad (Lopez y col., 2011;
Mehta y col., 2007).

El presente trabajo describe un rol para los receptores NgRs en la proteccion
de las MNs contra la apoptosis. Se ha informado que MAG forma parte de un complejo
de seiializacién integrado por NgR1, un miembro de la familia de NgRs, LINGO-1
(Fournier y col., 2001; Miy col., 2004) y el receptor de baja afinidad para neurotrofinas
p75""™" para producir la inhibicién de la regeneracién axonal (Wong y col., 2002).
Asimismo se conoce que el gangliésido GT1lb puede interaccionar con el receptor

NTR

p75"" " a través de la unidn directa con NgR1 (Vinson y col., 2003; Yamashita y col.,

2002), sin embargo los gangliésidos también pueden sefializar por vias independientes

del receptor p75™"

a través de otra molécula transductora que aun no ha sido
identificada (Mehta y col., 2007; Tang y col., 1997). Un trabajo previo confirmé el
efecto protector de MAG contra excitotoxicidad a través de la unién a NgRs mediante
el uso de inhibidores farmacoldgicos pero no se identificé a la molécula transductora
involucrada en dicho efecto (Lopez y col., 2011). En relacién a esto, tres hallazgos de
nuestro trabajo demuestran el rol funcional de los receptores NgRs sobre el efecto
protector contra la apoptosis. En primer lugar, MAG no pudo rescatar MNs de la

apoptosis dependiente de p75"""

cuando la expresion de los receptores NgRs fue
silenciada utilizando shRNAs especificos para cada receptor. En segundo lugar, se

observé una reduccién en el nimero de MNs de la médula espinal lumbar en ratones
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triple NgR-null, respecto a los ratones Wt. Finalmente, nuestros resultados
demuestran la ausencia de un efecto protector de MAG(1-3)-Fc, una mutante quimera
de MAG-Fc que carece de los dominios 4 y 5 responsables de sefalizar el efecto
biolégico de MAG, en un modelo in vivo de apoptosis de MNs inducido por una lesion
de contusidn del nervio ciatico.

Estos resultados coinciden con evidencias previas que postulan un rol critico
para los receptores NgRs como moduladores de la muerte celular programada de MNs
(Dupuis y col., 2008). Este trabajo describe que la activacion farmacoldgica de los
receptores NgRs, antagoniza la apoptosis de MNs dependiente del receptor p75™™.
Pese a esto, no pudieron demostrar un rol funcional para Nogo-A, un ligando natural
de los receptores NgRs, ya que no hallaron un incremento en la apoptosis de MNs en
los ratones deficientes de Nogo-A, sugiriendo un rol importante para otros ligandos de
los receptores NgRs que podrian estar compensando la deficiencia de Nogo-A. En
conjunto estos resultados nos permiten enfatizar el rol de los receptores NgRs como
mediadores del efecto protector ejercido por MAG en la sobrevida de MNs. Ademas,
nuestras evidencias muestran que el rol modulatorio de MAG sobre MNs ejercido a
través de la interaccidon con los receptores NgRs es esencial durante la primera semana
postnatal, periodo en el cual las MNs contintan siendo susceptibles a la deficiencia de
neurotrofinas; logrando independizarse del trofismo del érgano blanco luego de esta
etapa (Liy col., 1994).

Resulta interesante que la senalizacidon pro-sobrevida desencadenada por
MAG a través de NgRs se basa en la activaciéon de la via de sefializacion RhoA y su

NTR

efector la quinasa asociada a Rho, ROCK a través del receptor p75" ". Nuestras

NTR

observaciones indican una relacién directa entre el p75" " y la GTPasa pequefia RhoA

en el efecto protector de MAG, lo cual resulta especialmente interesante en vista del

NTR Diferentes estudios indican que

patréon de desarrollo de expresion del receptor p75
el receptor p75""" se expresa ampliamente en diversos tipos de células neuronales y
no neuronales; y en el sistema nervioso en desarrollo su expresién ha sido asociada
con la sobrevida, crecimiento, diferenciacion y muerte neuronal (Lowry y col., 2001a).
Mientras que en la mayoria de las células del sistema nervioso la expresién del p75"""
desaparece en la etapa adulta, en algunas neuronas sus niveles de expresion se

mantienen bajos durante periodos postnatales tempranos, aqui se incluyen las
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neuronas colinérgicas del cerebro anterior basal, neuronas sensoriales y MNs de la
médula espinal (Saika y col, 1991). Especificamente, p75"" se expresa
abundantemente en MNs de la médula espinal durante el desarrollo embrionario
comenzando entre los dias 11 y 14, mientras que su expresién persiste luego del
nacimiento; y desaparece alrededor de la segunda semana postnatal (Chiu y col., 1993;
Ernfors y col.,, 1989). Sin embargo, luego de una lesion de contusion en el nervio
periférico o bajo determinados insultos tdxicos, se produce una fuerte regulacion

NTR en las MNs faciales y de la médula espinal,

positiva de la expresion del receptor p75
que persiste durante 2-3 semanas luego de la lesion (Ernfors y col., 1989; Saika y col.,
1991). En relacidn a esto, una lesidn en el nervio ciatico en ratones durante la primera
semana postnatal induce la apoptosis de MNs dependiente del receptor p75""™,
mientras que una lesién similar en animales luego de la primera semana de vida,
resulta en la regeneracion del nervio (Li y col.,, 1994c). En este sentido, nuestros
hallazgos muestran que los ratones Mag-null presentan una mayor susceptibilidad a la
apoptosis inducida por una lesidn de contusidn en el nervio cidtico; un paradigma
experimental de apoptosis que se caracteriza por la muerte de MNs dependiente del

NTR (Dupuis y col., 2008), siendo las MNs de mayor calibre las mas

receptor p75
afectadas luego de la lesion del nervio en los ratones Mag-null. Este modelo basado en
la contusion del nervio cidtico es muy utilizado para el estudio de la degeneracién in
vivo de MNs, y ha sido muy empleado para la identificacién de agentes
neuroprotectores capaces de modular la degeneracion de MNs (Lowry y col., 2001b).
Asi, nuestros resultados muestran que la administracién intraperitoneal de MAG-Fc fue
capaz de prevenir la apoptosis de MNs luego de la lesidn de contusion del nervio
cidtico. Estos datos en conjunto con los estudios de inmunofluorescencia que
detectaron la colocalizacion de MAG-Fc con un marcador axonal, demuestran que el
tratamiento con MAG-Fc puede rescatar MNs in vivo de la apoptosis, mediante su
sefalizacion a través de los receptores axonales de las MNs en el sitio de lesion.

NTR

El receptor p75" " es una molécula que pivotea entre sefiales pro y anti-

apoptoticas (Ibafiez y Simi, 2012). Durante el desarrollo embrionario, la activacion del

receptor p75NTR

resulta en la apoptosis de diversas poblaciones neuronales, incluyendo
MNs espinales (Ernfors y col., 1989). A su vez, los ratones p75" *-null tienen un mayor

numero de MNs asociado con una reduccién del proceso de apoptosis (Wiese y col.,
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NTR exacerba la

1999). Los estudios en estos ratones muestran que el receptor p75
muerte de neuronas sensoriales y MNs luego de una axotomia, mientras que
contribuye a su sobrevida durante el desarrollo (Ibafiez y Simi, 2012). Esta dualidad no
es Unica del receptor p75""" sino que se puede encontrar en otros miembros de la
superfamilia de los Receptores del Factor de Necrosis Tumoral (TNFR, por sus siglas en
inglés). Por un lado, esta dualidad puede ser consecuencia de diferencias intrinsecas
en el complemento de mediadores intracelulares y/o co-receptores entre neuronas en
desarrollo y células adultas. Respecto a esto se encontré que NGF aumenta la
supervivencia de cultivos jévenes de células de Schwann a través de la sefializacién de
p75NTR mediante la interaccion con una proteina adaptadora de este receptor (RIP2,
proteina de interaccidn con el receptor-2), pero induce la muerte celular en cultivos de
mas edad, en la cual RIP2 estd regulado negativamente. Por otro lado diferentes
ambientes extracelulares, tales como el equilibrio entre neurotrofinas y pro-
neurotrofinas, también puede contribuir a respuestas opuestas del receptor p75" "
(Ibafiez y Simi, 2012). Es por ello, que la comprensidon de cdmo los diferentes ligandos
del p75"™® pueden provocar diferentes respuestas a través del mismo receptor, es un
desafio clave para dilucidar en este campo.

Se ha descripto que en la membrana celular el receptor p75"'" se encuentra
en equilibrio entre las formas monomérica y homodimérica (Charalampopoulos y col.,
2012; Quy col., 2013; Vilar y col., 2009); sin embargo recientemente se ha informado a
través de una variedad de enfoques bioquimicos, que el oligdmero principal del
receptor p75NTR podria ensamblarse ademdas como un trimero en ausencia del ligando
al igual que los demas miembros de la familia de receptores TNRF (Anastasia y col.,
2015). De manera interesante, los sitios de interaccién de diversos ligandos se
expresan diferencialmente en las diferentes formas que pueden adoptar los

NTR La forma monomeérica interacciona con diversos

oligdmeros del receptor p75
receptores, entre ellos el complejo receptor multimérico que incluye NgR/LINGO-1 y
gangliosidos, y se muestra con afinidad reducida para neurotrofinas. Por el contrario,
se conoce que la dimerizacidon induce un cambio conformacional asociado con la
exposiciéon del sitio de unién a NGF de alta afinidad y se asocia con la interaccién de

adaptadores intracelulares que desencadenan la sefializaciéon pro-apoptética (Barker,

2009; Vilar y col., 2009). NGF puede unirse al receptor p75™'" asi como también al
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receptor transmembrana TrkA, miembro de la superfamilia tirosina quinasa. Todas las
neurotrofinas se unen a diferentes subtipos de receptores Trk, y mientras que el
receptor p75"'" puede responder a las neurotrofinas maduras de manera
independiente, los receptores Trk son los principales mediadores de la funcién trdfica,

siendo el receptor p75"™"

capaz de optimizar la afinidad y especificidad de los
receptores Trks por las neurotrofinas. Un numero significativo de trabajos han
demostrado que la protedlisis regulada intramembrana (RIP, por sus siglas en inglés) es
necesaria para la sefalizacion del p75NTR, mostrando que el segmento carboxilo
terminal (CTF, por sus siglas en inglés) y el dominio intracelular (ICD, por sus siglas en

NTR son capaces de mediar la muerte

inglés) resultantes de la protedlisis del p75
neuronal tanto en células PC12 y neuronas granulares del cerebelo (CGs, por sus siglas
en inglés) que expresan TrkA y TrkB, respectivamente (Skeldal y col.,, 2011). Sin
embargo, recientemente se encontré que el procesamiento proteolitico del receptor
p75""" no es requerido para la activacion de la muerte celular o la via de NF-kB en
células hipocampales y CGs luego de la estimulacién con NGF (Vicario y col., 2015),
poniendo en evidencia respuestas diferenciales de la activacidon y el procesamiento

NTR . . . .
en diferentes poblaciones del sistema nervioso.

proteolitico del receptor p75
Se ha demostrado que la mielina induce degeneracidn de los axones
colinérgicos en cultivos de neuronas del nucleo septal de animales Wt; mientras que

NTR_hull. Curiosamente,

no tiene efecto en cultivos neuronales de ratones p75

anticuerpos que neutralizan el efecto del factor neurotréfico derivado de cerebro

(BDNF, por sus siglas en inglés), también fueron capaces de prevenir los efectos de

mielina en la degeneracion axonal; sugiriendo que ambos, mielina y neurotrofinas,
. . NTR . .,

requieren de la unién al receptor p75" " para producir la degeneracion de axones en el

NTR en la inhibicién de la

area septal. Al presente, no estd claro si los efectos del p75
regeneracion axonal y la degeneracién axonal descripta anteriormente proceden de
vias de sefalizacion diferentes o similares. Otra posibilidad es que estén en juego los
diferentes mecanismos de activacion del receptor, determinados por la union del
ligando que puede cambiar el estado de oligomerizacién del receptor mediante la
induccion de dimeros que conducen a la unién o liberacion de efectores aguas abajo.
Esta posibilidad es apoyada por los resultados recientes de Vilar y col (2009) que

7

identifican al residuo altamente conservado Cys25 en el dominio transmembrana
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como el locus para la formacidon de puentes disulfuro entre las cadenas del receptor

p75""". La introduccién de una mutacion en el residuo Cys®>’ bloquea la formacién del

NTR

dimero del p75™ " unido covalentemente. Sin embargo, los dimeros de la forma Wt del

NTRC257

NT .. .
p75"" v de la mutante p75 se forman en la superficie celular con la misma

frecuencia, indicando que existen otros mecanismos que regulan la oligomerizacién del

NTR

receptor p75° " (Barker, 2009). En relacién a esto, diversas formas oligoméricas del

p75NTR tales como los dimeros simétricos covalentes (unidos por puentes disulfuro

379_cys®7?)

Cys ys~7) y los dimeros simétricos no covalentes pueden simultaneamente existir
en la superficie celular antes de la unién del ligando. Se postula que los residuos de
cisteina pueden mediar diferentes respuestas celulares a través de la deteccién de
estados oxidativos y su traduccién a cambios conformacionales en la estructura y
funcién de la proteina, como la formacién de puentes disulfuro entre los dominios de

NTR “pudiendo el residuo Cys*”® funcionar como un sensor

muerte del receptor p75
redox constituyendo otro nivel de regulacién del receptor p75™ "~ (Qu y col., 2013).
Recientemente, se encontré que tanto el residuo de cisteina altamente
conservado en el dominio transmembrana y los cuatro dominios ricos en cisteina de la
region extracelular son necesarios para la formacién y estabilidad del trimero del

NTR El dominio terminal 1 rico en cisteina (CRD1, por sus siglas en inglés)

receptor p75
presente en el dominio extracelular de los receptores TNFRs es requerido para la
formacién de trimeros, y por esta razén se lo denomina dominio de ensamblado en

ausencia de ligando (PLAD, por sus siglas en inglés). El CRD1 del p75"™

promueve la
trimerizacion del receptor, por lo tanto funciona como un PLAD, aunque los cuatro
CRDs son necesarios para la trimerizaciéon del mismo (Anastasia y col, 2015). Sin
embargo, es importante mencionar que la literatura con respecto a esta tematica esta
dividida, y por lo tanto requiere de mayor investigacion.

NTR buede activar a la GTPasa pequefia RhoA (Yamashita y col.,

El receptor p75
1999) en respuesta a la interaccion de MAG con los receptores NgRs y LINGO-1
(Fournier y col., 2001; Mi y col., 2004; Wang y col., 2002b; Wong y col., 2002) para
inducir la senal de inhibicion sobre el crecimiento axonal. Curiosamente, se demostré
qgue la mutante del residuo Cys257 del receptor p75" " es capaz de mediar los eventos

de sefializacién inducidos por MAG, confirmando la existencia de distintos mecanismos

de activacion del p75""" dependientes del ligando. Estos resultados sugieren que los
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NTR estdn relacionados con diferentes

mecanismos de activacion del receptor p75
complejos de receptores, y pueden operar en respuesta a diferentes ligandos del
p75""%, siendo éste un receptor promiscuo que colabora con diversas proteinas en la
superficie celular para incidir en un gran nimero de funciones biolégicas. Es por todo
esto, que se propone un nuevo mecanismo de activaciéon del receptor p75"'" que
involucra un reordenamiento de las subunidades del receptor en respuesta a otros
tipos de ligandos. La pregunta que surge es como la unién del ligando al receptor
regula las interacciones con diferentes efectores intracelulares. Esto condujo al estudio

NTR en el reclutamiento del inhibidor de disociacién de

de la capacidad del receptor p75
Rho-GDP (Rho-GDla) y la actividad de RhoA en respuesta a un ligando derivado de
mielina, MAG (Yamashita y col., 2002). De manera interesante, células que expresan
p75NTR, NgR y LINGO-1 respondieron a la estimulacidn con MAG en el reclutamiento de
Rho-GDla por p75""" y en el incremento de la actividad de RhoA, independientemente

NTR

si recibieron la forma Wt o mutante del residuo Cys*’ del receptor p75""" (Vilar y col.,

2009). En relacion a esto, recientemente se han caracterizado los determinantes
estructurales relacionados con la sefializacién del dominio ICD del receptor p75™";
siendo identificados epitopes que se corresponden con vias pro-apoptdticas y pro-
sobrevida que no se superponen en este dominio (Charalampopoulos y col., 2012).
Teniendo en cuenta esto, la utilizacién en nuestro trabajo de la forma doble mutante

NTR

localizada en el dominio ICD del p75™ ", que produce una reduccién en la afinidad por

Rho-GDla (K350A/N353A) no fue capaz de traducir el efecto protector de MAG contra

NTR 'Ademas, con

la apoptosis en células MN1 en comparacion con la forma Wt del p75
el fin de estudiar si MAG es capaz de regular la actividad de RhoA en MNs que
expresan p75NTR endodgeno, analizamos la resolucidon temporal y espacial que brinda la
deteccion de biosensores de actividad basados en FRET mediante microscopia dptica.
Encontramos que la actividad de RhoA se incrementa luego del tratamiento con MAG-
Fc siendo mayor en los conos de crecimiento y en los axones de las MNs. De manera
mas interesante, la activacion de RhoA por MAG fue prevenida cuando las MNs fueron
tratadas con TAT-Pep5, un inhibidor de la interaccion del p75""™" con Rho-GDla. En

conjunto, los resultados observados nos permiten identificar a MAG como un

regulador de la apoptosis postnatal de MNs, a través de un mecanismo antagonico del
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NTR

receptor p75" " que involucra la activacidn de una via anti-apoptdtica desencadenada

por MAG.
Nuestros estudios estuvieron enfocados en la participacién de MAG en la
regulacién de la actividad de RhoA por un mecanismo dependiente del receptor

NTR

p75""". Algunas de las vias reguladas por el receptor p75 en respuesta a las

neurotrofinas incluyen: NF-kB (Carter y col., 1996), c-Jun quinasa (JNK) (Friedman,
2000; Yoon y col., 1998) y caspasas (Troy y col., 2002). Ademas, se ha demostrado que

NTR

las neurotrofinas pueden unirse al p75 y promover el crecimiento axonal de

neuronas, produciendo la inactivacion de RhoA (Yamashita y col., 1999). La relacién

NTR y la GTPasa pequeiia RhoA parece ser funcionalmente

entre el receptor p75
relevante, ya que la modulacién del crecimiento de neuritas mediado por
neurotrofinas en neuronas que expresan p75NTR, reproduce los resultados obtenidos
después de la inhibicion de RhoA (Yamashita y col., 1999). Como se menciond
anteriormente, el receptor p75"'" también puede funcionar como un transductor de
sefal para MAG, provocando un efecto opuesto al mencionado, mediante la activacién
de la GTPasa pequefna RhoA (Yamashita y col., 2000); en este caso RhoA actia como un
efector intracelular clave de la sefalizacion aguas abajo del complejo receptor

NTR

formado por p75" ", NgR y LINGO-1, produciendo un efecto inhibitorio sobre el

crecimiento neuritico. Aunque MAG activa la sefalizacion de RhoA a través de los
receptores NgR1 o NgR2, hay diferencias en la molécula transductora reclutada por
estos receptores. Como parte del complejo receptor NgR/LINGO-1; tanto el receptor
p75NTR como el receptor huérfano TAJ/TROY son capaces de mediar la activacion de
RhoA a través de la asociacion con Rho-GDla, induciendo la inhibicién de la

regeneracion axonal (Lu y col., 2013). Se ha demostrado que TAJ/TROY puede unirse al

NTR

receptor NgR1 y sustituir al p75~ " en la via de sefalizacidon dependiente de Nogo en

NTR

neuronas que no expresan el receptor p75" " (Shao y col., 2005); sin embargo aun no

estd claro si TROY requiere el mismo clivaje proteolitico que el p75""", mientras que no
se conoce el receptor para NgR2.
Dado que nuestros resultados apoyan la idea de un rol funcional para los

receptores NgR1 y 2 en el rol modulatorio de MAG contra la apoptosis a través de la

NTR

interaccion con p75" ", nos preguntamos si la activacion de RhoA dependiente de

NTR

NgR2 implica la interaccidn directa con el receptor p75" ". En primer lugar, nuestros
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resultados sugieren que no existe un efecto aditivo sobre la activacidon de RhoA cuando
se silencian conjuntamente los receptores NgR1 y NgR2. Sumado a esto la inhibicién de

la interaccién Rho-GDIla/p75™™"

, a través de la sobreexpresién de la mutante
K350A/N353A en las células MN1, no produjo un aumento significativo en la activacion
de RhoA dependiente de MAG; descartando de esta manera la existencia de

NTR
. Por lo tanto,

mecanismos de activacién de RhoA independientes del receptor p75
una posible interpretacion de nuestros resultados es que la sefializacion de MAG esté
dada a través de la interaccion con el complejo multimérico que incluye tanto al
receptor NgR1 como NgR2. Se requerird de trabajos futuros para identificar las
moléculas transductoras reclutadas por NgR2 después de la union de MAG en nuestro
modelo.

Sumado a esto, diversas evidencias de nuestro trabajo apoyan la idea de un
rol funcional de la via de sefializacion RhoA/ROCK en el efecto protector de MAG. En
primer lugar, se observd que MAG no fue capaz de proteger MNs de la apoptosis

dependiente de p75"™"

, cuando se utilizaron los inhibidores de RhoA y ROCK, C3
transferasa e Y-27632, respectivamente. Mas aun, el rescate de MNs en animales
tratados con MAG-Fc luego de una lesion de contusidn en el nervio ciatico, fue inhibido
mediante el tratamiento local con Y-27632. Conjuntamente, estos datos indican que la
via de sefializacidn de RhoA, primariamente a través de ROCK, juega un rol crucial en la

sobrevida de MNs contra la apoptosis dependiente del receptor p75"""

en el periodo
posnatal temprano.

El efecto pro-sobrevida de MAG sobre las MNs mediado por la activacion de la
via de seiializacién RhoA y su quinasa asociada ROCK, es una cuestiéon importante a
discutir. En estudios previos se analizo el rol in vivo de la via de sefializaciéon
RhoA/ROCK durante el desarrollo embrionario de las MNs de la médula espinal,
utilizando la expresiéon condicional de una forma dominante negativa de RhoA y ROCK;
observandose un incremento en la apoptosis de MNs durante el desarrollo (Kobayashi,
2004). Por lo tanto, el papel de la via RhoA/ROCK en la sobrevida de MNs
desencadenada por MAG, podria pensarse como un programa de recapitulacion
durante el desarrollo postnatal de las MNs. Sin embargo, la activacién de esta via de

sefalizacion no siempre estd asociada a una respuesta positiva para el desarrollo

postnatal de neuronas. Curiosamente, se ha descripto que durante el desarrollo
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postnatal de la corteza cerebral, la activacion de RhoA/ROCK produce un incremento
en la apoptosis de neuronas corticales (Sanno y col.,, 2010); estos resultados
demuestran que el rol que desempefia la via RhoA/ROCK durante el neurodesarrollo es
muy complejo, ya que produce efectos opuestos en diversas poblaciones neuronales y
etapas del desarrollo. Es decir, los diferentes roles desencadenados por RhoA/ROCK,
en ultima instancia, reflejan la complejidad de las cascadas de sefalizacién que regulan
el desarrollo neuronal. Si bien en nuestros estudios no se profundizé acerca de las vias
de sefializacion aguas debajo de RhoA/ROCK, es importante destacar que
recientemente se informd acerca de una via neuroprotectora inducida por Nogo-A,
que implica la activacién de RhoA/ROCK en una manera dependiente de NgRs (Kilic y
col., 2010). Sin embargo, resta por discernir si ambas vias aguas abajo relacionadas con
la activacion de los receptores NgRs muestran similitudes en los efectores utilizados.

Es importante destacar que el uso de inhibidores de la via RhoA/ROCK resultd
exitoso para promover la regeneracion axonal y/o la recuperacion funcional en algunos
ensayos preclinicos y clinicos en humanos (Forgione y Fehlings, 2014; McKerracher y
col., 2012). Sin embargo, si bien en algunas células ROCK puede regular cambios
morfoldgicos dependientes de Caspasa-3 durante la fase de ejecucion de la apoptosis
en estudios in vitro como in vivo, en otros casos la inhibicion de ROCK resulta en la
muerte de una variedad de otros tipos celulares (Julian y Olson, 2014). El escenario es
aun mas complejo cuando se consideran proteinas efectoras de Rho que trabajan
cooperativamente con ROCK y proteinas que modulan la actividad de ROCK (Julian y
Olson, 2014; Park y col., 2010). Por lo tanto, ROCK puede tener efectos pro y anti-
apoptéticos dependiendo de las propiedades intrinsecas y extrinsecas de la célula. En
base a nuestras evidencias y la literatura, el uso de inhibidores farmacolégicos como
agentes terapéuticos para promover la recuperacion neuronal amerita un estudio mas
profundo, en particular cuando se tiene en cuenta la complejidad de las respuestas de
tipo especifico desencadenadas por la activacion del receptor p75"'.

Una de las posibles interpretaciones de nuestros resultados nos permiten

NTR podria

sugerir ademas, que la uniéon de MAG al complejo receptor NgR1/p75

desplazar el equilibrio del receptor p75"'" hacia su forma monomérica en la
. . T

membrana celular; ya que la unién de neurotrofinas al p75""" converge en una menor

activacion de RhoA a través de la activacidn de Rac 1, una via antagénica de RhoA
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(Harrington y col., 2002; Yamashita y col., 1999). Si esto es correcto, entonces MAG
podria modular la apoptosis de MNs a través de dos mecanismos independientes,
interaccionando directamente con el receptor multimérico y atenuando la activaciéon

pro-apoptdtica inducida por NGF a través la forma homodimérica del p75""". D

e
acuerdo a esto, dicha interpretacion podria extenderse a lo observado en nuestros
resultados, donde el nivel de apoptosis dependiente del receptor p75""" inducido por
NGF, no mostré cambios significativos entre las MNs infectadas con la secuencia
control y las células infectadas con las particulas lentivirales shNgR1 y shNgR2, lo cual
argumenta en contra de la existencia de un mecanismo de competencia. Aunque esta
cuestion va mas alla de los objetivos de esta tesis, los trabajos futuros podrian aclarar

NTR

de qué manera los diferentes ligandos del receptor p75 generan diferentes

respuestas de sefializacion.

Por ultimo, se conoce que el receptor p75"™"

puede contribuir a Ia
degeneracion de MNs durante la progresion neurodegenerativa de la enfermedad
humana Esclerosis lateral amiotréfica familiar (FALS, por sus siglas en inglés) una forma
hereditaria predominante de ALS. Esta enfermedad se caracteriza por la atrofia y
degeneracion de las MNs alfa de la médula espinal, que controlan los musculos de las
extremidades, el habla, la deglucién y la respiracion. Mientras que el receptor p75"
es regulado negativamente en MNs de la médula espinal durante el periodo perinatal,
la re-expresidon de este receptor fue detectada en MNs en un modelo animal de ALS
como asi también en muestras de médula espinal de pacientes humanos con ALS
(Lowry y col., 2001b). Asimismo, la proteccion desencadenada por el receptor NgR

NTR

contra la muerte celular programada inducida por p75~ " también podria jugar un rol

importante en las enfermedades que involucran a las MNs. En la ALS, los astrocitos

reactivos que generan NGF, producen la degeneracién de MNs que expresan p75™.

De manera interesante, en cultivos de médula espinal de ratones transgénicos que
expresan una variante mutante para el gen que codifica la enzima superoéxido
dismutasa SOD1, se observa un incremento en la muerte de MNs el cual puede ser

NTR

prevenido por el tratamiento con NGF o con anticuerpos bloqueantes de p75" " (Lowry

y col., 2001a).
Por otro lado, este receptor fue implicado en la degeneracion de MNs

NTR

asociada a la ALS a través del estudio en animales transgénicos p75" = Knock-down,
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NTR

con una disrupcidn del exén 3 del p75" " que inhibe la unién de neurotrofinas, sin

perturbar la sefializacién intracelular del receptor (Turner y col., 2003). Cuando los

G934 se cruzaron con los ratones p75""" knock-down, la supervivencia

ratones SOD1
prolongada fue solamente detectada en los ratones hembras, y esta mejora no se
correlaciond con el aumento de la supervivencia de MNs, pero si con una astrocitosis
reducida (Kust y col., 2003). Asimismo, la mutacion SOD1 representa una fraccion muy
pequeiia de pacientes con ALS, por lo tanto, en el contexto de esta enfermedad la

clarificacion de los mecanismos por los cuales el receptor p75'\ITR

es regulado
positivamente y activado durante estas condiciones patoldgicas, requieren de una
mayor investigacion pudiendo desencadenar una importancia terapéutica critica.
Finalmente, los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten identificar a
MAG como un modulador de la apoptosis de MNs durante el desarrollo postnatal
temprano, actuando como un ligando funcional de los receptores NgR1l y NgR2,
mediante la activacion de la via de sefializacion RhoA/ROCK en forma dependiente del

receptor de baja afinidad para neurotrofinas p75"' "

. Estas evidencias nos permiten

proponer ademds un modelo caracterizado por la presencia de mecanismos
s . NTR . . .7 s s,

antagonicos del receptor p75° " que involucra la activacion de una via pro-apoptédtica

inducida por NGF y una via anti-apoptética desencadenada por MAG en MNs.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos durante esta tesis, nos permiten identificar a MAG
como un componente regulador de la apoptosis de MNs durante el desarrollo; junto
con el establecimiento de los receptores y vias de sefializacidn involucrados en dicho
efecto. Al mismo tiempo, se pone en evidencia el efecto protector que la mielina
ejerce en la sobrevida de MNs durante el desarrollo postnatal temprano, relacionado
al inicio del proceso de mielinizacién.

Entre los aportes de este trabajo, podemos sefialar el efecto pro-sobrevida de
MAG durante el desarrollo postnatal de MNs, actuando como un ligando funcional de
los receptores NgR1 y NgR2 en forma dependiente de la activacion del receptor de
baja afinidad para neurotrofinas p75" .

Por otro lado, consideramos que debido a las caracteristicas fenotipicas
observadas en el ratdn Mag-null, éste representa un modelo vélido y sumamente
interesante para el estudio del rol modulatorio de MAG en otras poblaciones
neuronales del sistema nervioso (ver apéndice).

Nuestros hallazgos afladen una funcién importante al espectro de respuestas

NTR

biolégicas mediadas por el receptor p75° . Hemos demostrado que en MNs la

activacion de los receptores NgRs antagoniza la apoptosis dependiente de p75NTR,
pudiendo identificar un mecanismo que involucra la activacion de una via pro-
sobrevida del receptor p75NTRinducido por MAG, poniendo de manifiesto diferentes
efectos biolégicos en respuesta a la activacion de dicho receptor en MNs.

Por otra parte, nuestros resultados apoyan fuertemente un efecto protector
inducido por MAG sobre las MNs ejercido a través de la activacion de la GTPasa
pequeiia RhoA y la quinasa asociada a Rho, ROCK. M3s interesantemente, se pone en
evidencia que la actividad de RhoA estd regulada por un mecanismo dependiente del

NTR

receptor p75° . Estos datos permiten resaltar que la unién de MAG al complejo
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NgRs/p75"'" resulta en la proteccién de MNs a través de la activacién de la via de
sefializacion RhoA/ROCK.

Por ultimo, los resultados de este trabajo permiten enfatizar la importancia de
la interaccion entre la membrana axonal y la capa de mielina mas interna en la
sobrevida de MNs durante el desarrollo postnatal, aun antes de haber culminado el
proceso de mielinizacidon. En conjunto estas evidencias contribuyen a desenmascarar
nuevos mecanismos fisiolégicos de proteccién neuronal que a futuro puedan
contribuir al desarrollo de nuevas terapias neuroprotectoras para combatir la

degeneracion neuronal asociada a enfermedades desmielinizantes.
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Apéndice

En este apartado se describiran resultados que si bien no formaron parte del
objetivo general de la tesis doctoral, responden a una pregunta que se desprende de
los hallazgos iniciales. Estos resultados permitieron confirmar el rol de la mielina sobre
el neurodesarrollo postnatal, y la apertura de una nueva linea de trabajo experimental

que necesita ser desarrollada con mayor profundidad.

A.1. INTRODUCCION.

A.1.1. Generalidades.

El proceso de mielinizacion posee un rol estabilizador sobre los axones que
envuelve; ésta y otras funciones sugieren una intensa comunicaciéon molecular entre la
membrana axonal y la capa de mielina mas interna. La evidencia actual esta dirigida al
estudio de la interaccion de diversos complejos ligando-receptor capaces de generar
una cascada de sefnalizacion intracelular que se traduce en cambios en la fisiologia
neuronal (Schnaar y Lopez, 2009). La Glicoproteina asociada a mielina (MAG), es uno
de los principales componentes de mielina que media estos efectos; el interés en su
estudio se incrementd cuando esta proteina fue identificada como uno de los
principales inhibidores de la regeneracién axonal derivados de mielina (Schnaar vy
Lopez, 2009).

A continuacion, un nuevo rol neuroprotector de MAG fue descripto, tanto en
modelos in vivo como en ensayos in vitro; estos resultados evidenciaron que el efecto
de MAG sobre neuronas no se limita al axdn, con el cual interacciona directamente,
sino que dicha interaccién puede proteger también al cuerpo neuronal (Lopez y col.,
2011; Mehta y col., 2010; Nguyen y col., 2009). MAG se une a sus receptores axonales
para ejercer sus efectos sobre neuronas; se han descripto al presente diversos
receptores, entre los que se encuentran los gangliésidos GD1a y GT1lb, PirB, B-1

integrina y los receptores Nogo (NgRs). Con respecto a éstos ultimos, se conoce que en

113



la membrana axonal los receptores NgRs forman parte de un complejo receptor de
transduccién, que incluye el receptor de neurotrofinas p75" "y LINGO-1 (Mi y col.,
2004; Wang y col., 2002; Wong y col., 2002). Se conoce que la unién de MAG al
complejo receptor NgRs/LINGO-1 desencadena su unién a p75"'%, lo que se traduciria
en la activacién de la GTPasa pequefia RhoA, la cual posee la capacidad de regular
diversas funciones celulares (Domeniconi y col., 2005).

Resultados de nuestro laboratorio nos permitieron identificar a MAG como
uno de los ligandos naturales de los receptores NgRs capaz de modular la muerte
celular programada de motoneuronas (MNs) de la médula espinal, durante el
desarrollo postnatal temprano; este efecto es dependiente del receptor p75NTR, y
converge en la activaciéon de la via de sefializacion de RhoA/ROCK. Sobre la base estos
antecedentes, decidimos preguntarnos si el rol protector de MAG estaria restringido a

las MNs de la médula espinal, o podria generalizarse a otras poblaciones neuronales

del cerebelo que se diferencian postnatalmente.

A.1.2. Neuroanatomia del cerebelo.

El cerebelo de los mamiferos se encuentra en la fosa craneal posterior y es
critico para la coordinacién motora y funciones no motoras incluyendo procesos
cognitivos y emocionales (Marzban y col., 2015). La estructura anatémica del cerebelo
consta de diez lébulos; y contiene relativamente pocos tipos de células que son
agregados en la materia gris del cerebelo, incluyendo la corteza y el nucleo cerebelar
(Marzban y col., 2015). La corteza cerebelar estd formada por tres capas: la capa
granular interna (IGL, por sus siglas en inglés) que contiene las células granulares (CGs);
una monocapa de células de Purkinje y glia de Bergman (GB); y finalmente, una capa
molecular que comprende las dendritas de las células de Purkinje, axones de las CGs,
fibras de la GB e interneuronas inhibitorias (Mulherkar y col., 2014).

Las células de Purkinje, las cuales son GABAérgicas, son las principales
neuronas de la corteza cerebelar con una elaborada arborizacion dendritica; nacen en
la zona ventricular (ZV) y migran radialmente en el interior del cerebelo. En contraste,
los precursores de las CGs (GCPs, por sus siglas en inglés) surgen de la zona germinal

en el labio rémbico (RL, por sus siglas en inglés) y migran tangencialmente para formar
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la capa de células granulares externa (EGL, por sus siglas en inglés), donde ellas
contintan proliferando. Las CGs son neuronas glutamatérgicas y abandonan el ciclo
celular postnatalmente, migrando a lo largo de las fibras de la GB pasando por las
células de Purkinje a la IGL (Mulherkar y col., 2014) (Figura Al). Es decir, durante el
desarrollo postnatal temprano, los CGPs en la zona exterior de la EGL se encuentran
proliferando, luego salen del ciclo celular, se diferencian y migran a través de la capa
molecular (ML), pasando por las células de Purkinje a su destino final, la IGL
(Borghesani y col., 2002).

Las CGs del cerebelo son las mas pequefias y mds abundantes de las neuronas
en el cerebro de los vertebrados, lo que representa alrededor del 80% del total de las
neuronas en el cerebro humano (Marzban y col., 2015). Es importante destacar que el
crecimiento y la foliacién del cerebelo dependen de la produccién y migracién de las
CGs. Estos pasos deben estar bien regulados para que el cerebelo se pliegue
correctamente; sin embargo, poco se conoce acerca de las vias de sefializaciéon que

regulan estos procesos.
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Figura Al: Capas germinales en el desarrollo del cerebelo (a-c): Esquema ilustrativo de los parametros
espacio-temporales de secciones sagitales del cerebelo durante el desarrollo temprano (dia
embrionario 10-13 (E10-E13) (A); E16-E17 (B); dia postnatal 2 (P2) (D) y adulto (C,F). El neuroepitelio
del cuarto ventriculo (zona ventricular (VZ)) estd formado por todas las neuronas GABAérgicas

incluyendo a las células de Purkinje (verde); el labio rémbico (RL) estd formado por las neuronas
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glutamatérgicas que incluyen las neuronas del nucleo cerebelar (rojo) y la capa granular externa
(naranja; EGL). (d-f) Esquema ilustrativo de los pardmetros espacio-temporales de la corticogénesis en la
cual las células de Purkinje en cluster se dispersan en la monocapa y forman la capa granular. Se
muestran ademas dibujos esquematicos de la corteza cerebelar alrededor de P4 (D), P10 (E), y en adulto
(F). Las células de Purkinje (verde) expresan Shh que aumenta la actividad de las células de la EGL
(precursores de las células granulares, PCG). Las células granulares diferenciadas y la migracién en cruz
de la capa de células de Purkinje es el destino final; la capa granular y el desarrollo de las CGs se
completa con la maduracion de esta capa. Abreviaturas (por sus siglas en inglés): PCC: cluster de células
de Purkinje; PCP: precursores de células de Purkinje; PCG: precursores de células granulares; M:
mesencéfalo; RL: labio rémbico; CGs: células granulares; EGL: capa granular externa; NTZ: zona
transitoria nuclear; A: Adulto; PCL: capa de células de Purkinje; ML: capa molecular. Modificado de

Marzban vy col., 2015.

La familia de las Rho-GTPasas (RhoA, Racl) se han descripto como
componentes reguladores de la migracion celular y morfogénesis, jugando un rol
fundamental en el desarrollo del cerebelo. Las Rho GTPasas son activadas por factores
de intercambio de nucleétidos de guanina (GEFs, por sus siglas en inglés) e inactivadas
por proteinas que activan GTPasas (GAPs, por sus siglas en inglés). Curiosamente, la
supresiéon de determinados GEFs, GAPs y Racl en ratén, producen defectos del
cerebelo. Sumado a esto, una deleciéon de RhoA en los CGPs, produce un retraso y
anormalidades en la morfogénesis del cerebelo que incluyen defectos en la foliacion,
laminacion y migracidon, lo que sugiere que la funciéon de RhoA es requerida por los
GCPs en el cerebelo (Mulherkar y col., 2014). Estas observaciones apoyan la idea de un
importante rol de la sefializacion de las Rho GTPasas durante el desarrollo del
cerebelo.

La corteza cerebelosa es una de las regiones mds estudiadas, ya que es un
modelo muy adecuado para el estudio de los factores que controlan la diferenciaciéon
neuronal y apoptosis. En particular, las células CGs, han sido ampliamente utilizadas
para el estudio de los efectos neurotréficos o neurotdxicos de varios factores (Vaudry y
col., 2003). El cerebelo se desarrolla esencialmente durante el periodo postnatal
(Doretto y col., 2011), correlacionandose con el proceso de mielinizacidn; y por lo
tanto, representa un interesante modelo para abordar la posible participaciéon de MAG

en su desarrollo. Nuestras observaciones, en primer lugar, estuvieron dirigidas a la
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caracterizacion de la estructura del cerebelo en ratones deficientes de MAG, con el fin

de determinar el impacto de MAG en el desarrollo postnatal del cerebelo.

A.2. MATERIALES Y METODOS

A.2.1. Histologia del cerebelo y cuantificacion del nimero de neuronas.

Ratones Mag-null, triple NgR-null y Wt fueron anestesiados con una
sobredosis de hidrato de cloral (0,1 ml/100g) y luego de comprobarse que estos se
encontraban profundamente anestesiados mediante la ausencia de reflejos flexores,
fueron perfundidos transcardiacamente con el fin de fijar el cerebro. Para esto, en
primer lugar, los animales fueron perfundidos con una solucién de buffer fosfato salino
(PBS, 145 mM NacCl, 90 mM Na2HPO4 y 13 mM NaH2PO4) con el fin de remover toda
la sangre del sistema, seguido de una solucion fijadora de 4% de paraformaldehido
(Riedel-de Haen, Sigma-Aldrich Lab GmbH, Seelze, Alemania) en buffer fosfato (0,1M,
pH 7,4). El cerebro fijado permanecié durante 24 horas a 4°C en solucién de
paraformaldehido al 4% vy luego fue colocado en una solucidon de sacarosa al 30%
durante 72 horas. Posteriormente, el cerebro fue embebido en medio de montaje para
congelacion (Biopack). Secciones seriadas de cerebro de 5, 20 y 30 um de espesor
fueron obtenidas usando un criostato (Reicher-Jung Hn40, Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania).

Las secciones fueron lavadas tres veces en buffer KPBS (137mM NaCl, 10mM
Na2HPO4, 2.7 mM KCl y 2mM KH2PO4) para remover los restos de fijador, y luego
fueron tefiidas con violeta de cresilo. A continuacién, las secciones fueron
deshidratadas en una solucién de xileno y se montaron mediante el medio de montaje
DPX (Fluka, Biochemika, Sigma Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim, Alemania). Las
imagenes fueron adquiridas usando un microscopio dptico (Zeiss, Alemania) equipado
con una video camara Leica LC200, objetivo de aire 20x m 1.42 NA. La cuantificacién

del nimero de células y el analisis morfométrico se realizé utilizando el programa Fiji.
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A.2.2. Inmunofluorescencia.

Las secciones de cerebro vya fijadas fueron lavados tres veces con PBS. Luego,
los cortes fueron incubados durante 2 horas a temperatura ambiente en un buffer de
bloqueo conteniendo 5% de suero normal equino (SNE), 0.1% Triton X-100 en buffer
PBS. Seguido de esto, las secciones fueron transferidas directamente a una solucién
conteniendo un anticuerpo contra neurofilamentos fosforilados 2H3 (Abcam,
Cambridge, MA, US) diluido 1:1000 en 1% de SNE, 0.05% Triton X-100 en PBS durante
24 h a 4°C, en agitacién suave. A continuacion, las secciones se lavaron 3 veces con PBS
y se colocaron 2 horas en una solucidon de 1% SNE, 0,05% Triton X-100 en PBS,
conteniendo 1:500 del anticuerpo Cy3-goat anti-mouse (Jackson, West Grove, PA, US).
Los tejidos se montaron usando el medio de montaje Krystalon (Merck KGaA,

Darmstadt, Alemania).

A.2.3. Cuantificacion por inmunofluorescencia de la incorporacion de BrdU.

Para el estudio del estado de proliferacién celular, los ratones Wt fueron
administrados con una inyeccion intraperitoneal (i.p.) con 50 pg del anticuerpo
monoclonal anti-MAG (clon 513) o 1gG control (1 mg/ml) a los dias 3, 4, 5y 6
postnatales. Sumado a esto, se les aplicd una dosis de 5-Bromo-2’-deoxyuridina (BrdU,
50 mg/kg de peso corporal, Sigma), diluido en solucidn salina al dia 4 postnatal. Cinco
dias posteriores al tratamiento con BrdU, los animales fueron perfundidos, el cerebelo
fue removido y posteriormente procesado para la cuantificacidon del nimero de células

de Purkinje y granulares.

A.2.4. Inmunocitoquimica para BrdU.

Las secciones de cerebro ya fijadas fueron lavados tres veces con PBS. Luego,
los cortes fueron incubados durante 20 min a 37°C con HCl 2N con el fin de
desnaturalizar el ADN. Luego, las secciones fueron neutralizadas para restituir el pH
con Borato de Sodio (Na;B407) 0.1M, pH 9, durante 15 minutos a 37 °C. Seguido a esto,

los cortes fueron incubados durante toda la noche en un buffer de bloqueo
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conteniendo 2% de SNE en buffer PBS; y fueron transferidas directamente a una
solucién conteniendo un anticuerpo primario contra BrdU (Sigma) diluido 1:500 en 1%
de SNE, 0.1% Triton X-100 en PBS durante 24 h a 4°C, en agitaciéon suave. A
continuacion, las secciones se lavaron 3 veces con PBS y se colocaron 2 horas en una
soluciéon de 1% SNE, 0,1% Triton X-100 en PBS, conteniendo 1:000 del anticuerpo Cy2-
goat anti-mouse (Jackson, West Grove, PA, US). Los tejidos se montaron usando el

medio de montaje Mowiol.

A.3. RESULTADOS

A.3.1. CARACTERIZACION DEL CEREBELO DEL RATON Mag-null.

A.3.1.1. Los ratones Mag-null exhiben un nimero incrementado de células

granulares y células de Purkinje del cerebelo.

Se analizé el area ocupada por las células granulares y el nimero de células de
Purkinje en el cerebelo de ratones Mag-null y Wt, a los 31 dias postnatales. El analisis
del area ocupada por las células granulares se realizé6 mediante el uso del programa
Fiji; se selecciond un area determinada en diferentes imagenes de forma aleatoria
sobre cortes seriados de cerebelo tefiidos con violeta de cresilo. El andlisis de los
resultados mediante un ANOVA de una via (F(1,47)=215,45 p<0,0001) y el uso del test
a posteriori de Tukey indicé un aumento estadisticamente significativo del area
ocupada por las células granulares en los ratones Mag-null, respecto a los animales Wt
(~40%) (Figura A2a y b). Posteriormente, se analizé el numero de células de Purkinje,
mediante la cuantificacion de las mismas a lo largo de una longitud determinada en
diferentes regiones del cerebelo. Se encontrdé un mayor nimero de células de Purkinje
en los ratones Mag-null, respecto a los ratones Wt a los 31 dias postnatales (~60%)
(F(1,26)=58,79 p<0,001) (Figura A2a y c). En este experimento se utilizaron en total 3

ratones Mag-null y 3 Wt.
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Figura A2: Los ratones Mag-null presentan un nimero incrementado de células granulares y células de
Purkinje en el cerebelo. a. Fotomicrografias representativas de secciones de 5 um de espesor de
cerebelo de ratones Wt y Mag-null a los 31 dias postnatales tefiidas con violeta de cresilo. Las flechas
indican la regién aumentada que ocupan las células de Purkinje, la misma se muestra en el margen
superior de cada una de las fotomicrografias. Barra de escala: 40 y 60 um. b. Area cubierta de células
granulares del cerebelo de ratones Wt y Mag-null a los 31 dias postnatales. Las barras representan el
porcentaje del drea cubierta por las células granulares presentes en el cerebelo del raton Wt respecto al
Mag-null de la misma edad. Se cuantificd un area determinada usando el programa Fiji en cortes de
cerebelo de 30 um de espesor. Un ANOVA de una via revelé un efecto del genotipo: (F(1,47)=215,45
p<0,0001), seguido por el test a posteriori de Tukey que indicé diferencias significativas entre ratones
Mag-null y Wt a los 31 dias postnatales (p<0,0001). Las barras de error representan el error estandar de
la media **p<0,01. Wt: n=3, Mag-null: n=3. c. Nimero de células de Purkinje del cerebelo de ratones Wt
y Mag-null a los 31 dias postnatales. Cada barra representa el porcentaje del nimero de células de
Purkinje de los ratones Wt respecto a los Mag-null. Se cuantificd el nimero de células a lo largo de una
longitud determinada usando el programa Fiji en cortes de cerebelo de 5 um de espesor. El andlisis

estadistico indica diferencias significativas en el nimero de células de Purkinje en el ratén Mag-null
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respecto al Wt (ANOVA de una via; F(1,26)=58,79 y test de Tukey p<0,0001). Wt: n=3, Mag-null: n=3. Las

barras de error representan el error estandar de la media;**p<0,01.

Sumado a esto, observamos que la ausencia de MAG, promueve un efecto en
las fibras nerviosas del cerebelo, detectados por una fuerte inmunoreactividad para un
anticuerpo contra neurofilamentos, 2H3 (Figura A3). El analisis de secciones de
cerebelo de ratones Mag-null, a los 31 dias postnatales, muestra la presencia de
multiples fibras en el cerebelo respecto a los ratones Wt, sugiriendo una mayor
ramificacion de las fibras nerviosas. De manera interesante, la pérdida de
oligodendrocitos al dia 1 postnatal en ratdn, produce una inmediata reaccion en las
fibras nerviosas cerebelares, detectada por una fuerte inmunoreactividad con el

mismo anticuerpo anti-neurofilamentos (Doretto y col., 2011).

Mag-null

Figura A3: Los ratones Mag-null presentan una mayor inmunoreactividad para neurofilamentos en el
cerebelo. Fotomicrografias representativas de cortes de cerebelo de ratones Wt y Mag-null a los 31 dias
postnatales; se muestra una inmunotincion con el anticuerpo contra neurofilamentos, 2H3. Se observa
una mayor marcacion para 2H3 en el cerebelo de ratones Mag-null (panel derecho) comparado con los

ratones Wt (panel izquierdo). Barra de escala, 70 um.

Seguido a esto, con el fin de determinar si este incremento en el nimero de
neuronas del cerebelo observado al dia 31 postnatal, se correlaciona con un aumento
del nimero de neuronas en la via de muerte; se realizaron estudios de
inmunohistoquimica para un marcador de degeneracion neuronal (Fluoro Jade C, FIC)

en secciones de cerebelo de ratones Wt y Mag-null.
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El nimero de neuronas en degeneracién en los ratones Mag-null, se
encuentra muy incrementada durante el desarrollo postnatal (Figura A4). Sumado a
esto, las células positivas para FJC se encuentran localizadas en la EGL y en la capa

molecular en el cerebelo de ratones Mag-null a los 31 dias postnatales (Figura A4).

Mag-null

Figura A4: Los ratones Mag-null presentan mayor cantidad de neuronas granulares en degeneracion.
Fotomicrografias representativas de cortes de cerebelo de ratones Wt y Mag-null a los 31 dias
postnatales; se muestra una tincion inmunohistoquimica para Fluoro Jade C, que reconoce neuronas en
degeneracion. Se observa una mayor inmunoreactividad para FIC en el cerebelo de ratones Mag-null

(panel derecho) comparado con los ratones Wt (panel izquierdo). Barra de escala, 100 um.

A continuacidn, decidimos evaluar el cerebelo de ratones que portan una
delecién de los receptores NgR1, NgR2 y NgR3 (triple NgR-null), con el fin de estudiar la
participacién de los receptores NgRs en el desarrollo del cerebelo. Las células de
Purkinje presentes en cerebelo de ratones Wt y triple NgR-null de 3 meses de edad
fueron cuantificadas. Como se observa en la Figura 5, las preparaciones histoquimicas
de cortes trasversales de cerebelo de 20 um de espesor tenidas con violeta de cresilo,
muestran un marcado incremento en el nimero de células de Purkinje en los ratones
triple NgR-null comparados con los ratones Wt. Estos resultados reflejan la relevancia
in vivo del rol de los receptores NgRs en la regulacion de la proliferacion y/o

diferenciacién de la poblacién de células de Purkinje del cerebelo.
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Figura A5: Los ratones triple NgR-null presentan un nimero aumentado de células de Purkinje en el
cerebelo. Fotomicrografias representativas de secciones de 20 um de espesor de cerebelo de ratones
Wt y triple NgR-null a los 3 meses de edad tefiidas con violeta de cresilo. Las flechas indican la region
aumentada que ocupan las células de Purkinje, la misma se muestra en el margen superior de cada una

de las fotomicrografias. Barra de escala: 40 y 60 um.

A.3.1.2. El tratamiento con el anticuerpo monoclonal anti-MAG (clon 513)

bloqueante de funcién, induce el fenotipo del ratén Mag-null en el cerebelo.

En primer lugar, decidimos estudiar si el tratamiento con el anticuerpo anti-
MAG (clon 513) era capaz de reproducir el fenotipo del ratén Mag-null, en un modelo
in vivo. Teniendo esto en cuenta, decidimos evaluar los efectos del tratamiento con el
anticuerpo 513 o un anticuerpo IgG control sobre el nimero de neuronas del cerebelo
en los ratones Wt. Para esto, tratamos a los ratones con 4 dosis i.p. con 50 ug del
anticuerpo 513 e IgG humana (IVIg) como control, a los dias postnatales 3, 4, 5y 6. Los
animales fueron fijados al dia 11 postnatal. En este experimento se utilizaron 3 ratones
para cada grupo.

Como se observa en la figura A6, en los animales Wt la administracién i.p. del
anticuerpo 513 produjo un aumento estadisticamente significativo del numero de
células granulares del cerebelo, medida como d4rea cubierta, con respecto a los que
recibieron el tratamiento con IgG control (F(1,87)=39,41 p<0,0001). La observacion de

las secciones de cerebelo tefidas con violeta de cresilo, permiten visualizar ademas, un
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claro incremento en las células de Purkinje en los ratones tratados con el anticuerpo
513, respecto a los controles; pero su cuantificacion requerird de la realizacién de
cortes seriados con un menor espesor, y la utilizacién de marcadores especificos para

este tipo neuronal.
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Figura A6: Efecto del tratamiento con el anticuerpo anti-MAG (clon 513) en un modelo animal sobre el
numero de neuronas del cerebelo. a. Fotomicrografias representativas de secciones de 30 um de
espesor de cerebelo de ratones Wt de 11 dias de edad, tratados con una inyeccion i.p. del anticuerpo
513 o IgG control tefiidas con violeta de cresilo. Barra de escala: 40 um. b. Area cubierta de células
granulares del cerebelo de ratones Wt tratados con el anticuerpo 513 e IgG control. Las barras
representan el porcentaje del area cubierta por las células granulares presentes en el cerebelo del ratén
tratado con IgG respecto al tratado con el anticuerpo 513. Se cuantificd un area determinada usando el
programa Fiji en cortes de cerebelo de 30 um de espesor. Un ANOVA de una via revel6 un efecto del
genotipo: (F(1,87)=39,41 p<0,0001), seguido por el test a posteriori de Tukey que indicé diferencias
significativas entre ratones con los diferentes tratamientos a los 11 dias postnatales (p<0,0001). Las

barras de error representan el error estandar de la media **p<0,01. IgG control: n=3, Ab. 513: n=3.
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Aunque el tejido nervioso estd fundamentalmente constituido por células
postmitdticas no proliferantes, el andlisis de la proliferacion celular en estos tejidos es
importante teniendo en cuenta principalmente que estos eventos de proliferaciéon han
sido ampliamente caracterizados, no soélo durante el desarrollo embrionario, sino
también en varias dreas del cerebro postnatal y adulto.

La observacién directa de las células mitéticas en secciones de tejido es
insuficiente para una correcta estimacion del indice de proliferacidon (porcentaje de
células que se dividen) debido a la corta duracidn de la fase M del ciclo celular. El mas
reciente método utilizado para marcar las células en proliferacion se basa en la
visualizacién directamente in situ de ciertas moléculas que son expresadas durante las
diferentes fases del ciclo celular una vez que la célula estd en divisidn, y por lo tanto se
consideran como marcadores especificos de la proliferacion celular. Se utilizan
nucledtidos marcados radiactivamente o analogos de nucleétidos tales como el 5-
Bromo-2’-deoxyuridina (BrdU), que es especificamente incorporado en el ADN;
posteriormente, las células proliferando se visualizan por inmunofluorescencia. Este
método es altamente especifico y permite una identificacion precisa de la proliferacion
celular y una correcta estimacién del indice de proliferacion (Merighi y Carmignoto,
2002).

Teniendo en cuenta esto, procedimos a la inyeccién i.p. de BrdU al dia 4
postnatal en los ratones Wt, ya que se ha descripto que el pico de proliferaciéon de
células en la EGL.es al dia 8 postnatal (Fujita y col., 1966). Ademas, los animales fueron
tratados con el anticuerpo anti-MAG e 1gG control. Los resultados de la tincién con un
anticuerpo anti-BrdU, muestran un gran niumero de células proliferando en secciones
de cerebelo de ratones tratados con el anticuerpo 513, respecto a los tratados con IgG
control (Figura 7). La zona que se encuentra con alta reactividad para el anti-BrdU,
corresponde a células que se encuentran en la IGL y se distribuyen al azar en esta capa,
mostrando un anormal patron de migracion. Estudios adicionales serdn necesarios
para mostrar la colocalizacién de estas células con un marcador especifico de CGs del

cerebelo.
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Figura A7: Efecto del tratamiento con el anticuerpo anti-MAG (clon 513) en un modelo animal sobre la
proliferacién celular del cerebelo. Los ratones Wt fueron administrados con una inyeccion i.p. del

anticuerpo 513 o IgG control a los dias postnatales 3, 4, 5 y 6. Ademas, se les aplicd una dosis de BrdU
(50mg/Kg), un marcador de proliferacién celular al dia 4 postnatal. Las células de la region del cerebelo

fueron visualizadas al dia 11 postnatal. Se muestran fotomicrografias representativas de secciones de
cerebelo ratones Wt inyectados con el anticuerpo 513 (panel inferior) o IgG control (panel superior), con

una tincion para un anticuerpo anti-BrdU. Barra de escala, 50 um.

A.4. DISCUSION

El desarrollo del cerebelo es un proceso exquisitamente ordenado que
produce una estructura en capas y contiene, basicamente, tres tipos neuronales, las
células granulares, células de Purkinje e interneuronas (Peng y col., 2010). La
abundancia de una de estas principales neuronas, las células granulares, ha permitido
un andlisis detallado de los mecanismos moleculares que subyacen a la diferenciacion
neuronal y el desarrollo del SNC (Hatten y Heintz, 1995).

Recientemente, hemos descripto un nuevo rol protector de MAG durante el
desarrollo postnatal de MNs de la médula espinal; sin embargo, poco se conoce acerca
del papel que esta proteina puede ejercer sobre otras poblaciones neuronales del

sistema nervioso, que se diferencian postnatalmente. En relacién a esto, las neuronas
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del cerebelo se diferencian durante el periodo postnatal en humanos y roedores; y
esto tiene una correlacion directa con el proceso de mielinizacién. Si bien la funcion e
importancia fisiolégica de MAG en el cerebelo no ha sido definida, aqui nosotros
proporcionamos algunas evidencias que sugieren un nuevo rol de MAG durante el
desarrollo del cerebelo.

En primer lugar, nuestros resultados muestran que ratones deficientes de
MAG, presentan alteraciones en el nimero de neuronas del cerebelo. Se detectaron
un numero incrementado de células de Purkinje, asi como también un numero
aumentado de células granulares que se encuentran en contacto con los haces de las
fibras de Purkinje, indicando multiples cambios en la estructura y desarrollo del
cerebelo de los ratones Mag-null.

Por otro lado, la importancia de MAG se ve reflejada ademds, en las
observaciones del cerebelo del raton triple NgR-null. Curiosamente, la expresidon
neuronal de los receptores NgR en el cerebelo comienza hacia finales de la etapa
prenatal y durante el periodo postnatal temprano (Mingorance-Le Meur y col., 2007);
sumado a esto, las alteraciones en el nimero de células de Purkinje en el ratén triple
NgR-null, sugieren que los receptores NgRs son los responsables de mediar las
funciones ejercidas por MAG en el desarrollo del cerebelo.

Un delicado balance entre la proliferacion celular y la apoptosis de las células
es necesario para un armonioso desarrollo del cerebelo (Vaudry y col., 2003). Gran
parte de su desarrollo se produce después del nacimiento en paralelo con la muerte
celular masiva (Lossi y Gambino, 2008). Se describié que las células sometidas a la
apoptosis en la EGL han sido en su mayoria identificadas como CGs inmaduros y/o sus
precursores. La proliferacién de la EGL durante las primeras semanas después del
nacimiento da lugar a mas de 100 millones de células granulares que migran a través
de las capas molecular y de células de Purkinje, para llegar a la IGL bajo la guia de la
glia radial (Rakic, 1971; Hatten, 1990). Durante los procesos de formacion de la IGL, las
CGs del cerebelo se someten a profundos cambios morfoldgicos, incluyendo la
generacion y extension de neuritas, proceso que esta estrechamente acoplado con la
migracion guiada de las CGs. La induccién del fenotipo Mag-null a través del
tratamiento de los ratones con el anticuerpo anti-MAG; causé defectos en alguno de

estos procesos.
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Nuestras observaciones en ensayos in vivo, indican que la incorporacién de
BrdU aumenta después del tratamiento con el anticuerpo anti-MAG, encontrando un
nimero incrementado de células que proliferan en la IGL, respecto a los animales
controles. Estas observaciones determinan una migracion alterada que contribuye a un
desarrollo anormal del cerebelo. Por un lado, las células que se encuentran
proliferando en la IGL, posiblemente hayan llegado indiferenciadas a esta region; o
eventualmente, se han marcado proliferando en la EGL, resultando luego en un mayor
numero de células marcadas para BrdU en la IGL, al dia 11 postnatal. Es por ello, que
seria necesario realizar nuevos experimentos dirigidos a la inyeccién de BrdU a
diferentes tiempos. Ademas, seria importante estudiar si estas células que expresan
BrdU, colocalizan con un marcador neuronal para las CGs o CGPs.

Hasta el momento, el presente estudio sugiere que el principal defecto en
ratones deficientes de MAG, es en la migracion celular de las CGCs. Una adecuada
regulacién de la migracién de los CGPs parece ser necesaria para el desarrollo de
multiples procesos del cerebelo, en el que la via de sefializacion mediada por MAG es
requerida.

Se conoce que la coordinacion de la guia axonal y la migraciéon neuronal, son
pasos esenciales en el proceso de desarrollo del cerebelo. Ademas, se sabe que varias
moléculas con funciones de guia convergen en la regulacién del citoesqueleto (Peng y
col., 2010). En relacién a esto, varios estudios sugieren que la pequeiia GTPasa RhoA
tiene un papel importante en el desarrollo neuronal, que incluye la orientacién axonal,
la migracién, la morfogénesis y la plasticidad neuronal (Luo, 2000; Wong y col., 2001).
Sumado a esto, RhoA se encuentra extensamente expresado en la EGL del cerebelo
durante el desarrollo, y en las CGs y células de Purkinje del cerebelo adulto. Estudios
recientes, demostraron ademas un importante rol de RhoA en la migracién y
desarrollo del cerebelo (Mulherkar y col., 2014). Teniendo en cuenta estos
antecedentes, y en base a nuestras observaciones podemos sugerir que el rol de MAG
estaria mediado por la via de sefializacion de RhoA.

Finalmente, sobre la base de nuestros resultados, proponemos a MAG como
un componente clave en la regulacién de multiples procesos durante el desarrollo
postnatal del cerebelo. En este sentido, nuestras observaciones abren nuevas lineas de

investigacion que permiten revelar nuevas funciones de MAG en la diferenciacion y/o
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proliferacién de las neuronas del cerebelo, a la vez que realzan el impacto del proceso

de mielinizacion en el desarrollo postnatal de neuronas del SNC.
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