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Abreviaturas

+TIPS: Proteinas de trafico del extremo mas

ADF: Factor depolimerizante de actina

ADP: Adenosina difosfato

AIDP: Polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda

AMAN: Polineuropatia axonal motora aguda

AMSAN: Polineuropatia axonal motora/sensitiva aguda

ANTI-GgGS: Anti-Ganglidsidos

ATP: Adenosina trifosfato (:)
CCGC: Conos de crecimiento 0%

CDPGs: Proteoglicanos conditrin sulfato ) Q/g}co

. : \)
CLASP: Proteinas asociadas a CLIPs ‘ \é\
CLIPs: Proteinas de unidn citoplasmética (§>

CRMPs: Proteinas que median |a res puestzg(é??:ula pso del cono
CSF: Fluido cerebro espinal ,\Q)Q

DRGs: Ganglios de la raiz dorsal Q&

Ebs: Proteinas de union al extrgmo

ESM: Error estandar mg%\fg’o

FRET: Transferenci @ner‘gia Resonante Fluorescente

GAPs: Proteinas dg activacion GTP-asa

GDIs: Inhibidores de disociacion de nucléotidos guanina
GDP: Guanosina difosfato

GEFs: Factores de intercambio de nucledtidos guanina
GFP: proteina verde fluorescente

GSK3: Proteina kinasa glicogeno sintetasa 3

GTP: Guanosina trifosfato

HS: Suero de Caballo

LIME: Proteina LIM quinasa



LMD: Latencia motora distal
LOS: Lipopolisacaridos
MAG: Glicoproteina asociada a mielina
MAP 1B: Proteina asociada a microtubulo 1B
MIA: Inhibidores asociados a mielina
MLC: Proteina miosina de cadena liviana
MLCK: Quinasa miosina de cadena ligera
MTs; Microtubulos
MGF: Factor de crecimiento nervioso
NgR1: Receptor de Nogo 1 (:)
Omgp: Glicoproteina de mielina del oligodendrocito \5%‘
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TIAM 1: Proteina de metastasis y linfoma T1
TROY: Receptor de necrosis tumoral

VC: Velocidad de conduccion



Resumen

La regeneracidn axonal es una respuesta de las células nerviosas dafiadas necesaria y critica
para la reparacion del nervio en neuropatias agudas immunes humanas, tales como el
Sindrome de Guillain Barré (SGB). Muchos estudios clinicos asocian la presencia de
anticuerpos anti-gangliésidos (anticuerpos anti-Ggs) con recuperacion incompleta en SGB.
La transferancia pasiva del anticuerpo monoclonal anti-GD1a/GT1b (clon 1B7) inhibe la
regeneracion axonal en un modelo animal, Cultives de neuronas disociadas DRGs (ganglio
de la raiz dorsal, por sus siglas en inglés) (DRGn) demostraron que el anticuerpo anti-Ggs
inhibe el crecimiento neuritico a través de la via dependiente dEé&/RﬂCH. 5in embargo,
los mecanismos moleculares inducidos por el anticuerpo H%F- gs gue desencadenan la
activacion de RhoA no han sido esclarecidos. Este trabata\é%icra las bases moleculares del
efecto inhibitorio del anticuerpo anti-Ggs sobre la r \2eneracion axonal de neuronas DRGs
tanto en modelos in vitro comao in vivo. A

El efecto del anticuerpo anti-Ggs sobre é}%inémica del citoesqueleto en conos de
crecimiento (CC) asocidado con el Ei'g@n inhibitorio sobre la regeneracidn axonal fue
analizada por video micruscupia.@mtmmns gue la inhibicién en DRGs inducidas por el
anticuerpo monoclonal dirlgl@antfa los ganglidsidos GD1a/GT1b (clon 1B7) involucra: i}
un colapso temprano de ela a través de una via independiente de RhoA/ROCK; ii] una
retraccidn de fil \ns dependiente de RhoA/ROCK; y i) alteraciones en la
organizacion/dindmica de microtubulos en el cono de crecimiento mediante la fosforilacion
de la proteina que media la respuesta de colapso del cono 2 (CRMP-2) en la treonina 555
dependiente de la via de sefializacion RhoA/ROCK. Estos resultados fueron confirmados en
un modelo in vivo, donde la inhibicion de la regeneracidn axonal Iinducida por el anticuerpo
anti-Ggs se produjo mediante la fosforilacion/inactivacion de la proteina CRMP-2 en la
treonina 555. En conclusion, este trabajo sugiere que el anticuerpc 1B7 inhibe la
regeneracion axonal mediante vias dependiente e independiente de RhoA/ROCK a través

de la desestahilizacion de microtubulos.

11



Abstract

Axon regeneration is the response of injured nerve cells critical for nerve repair in human
acute immune neuropathies, like Guillain Barré Syndrome (GBS). Several clinical studies
associate the presence of anti-ganglioside antibodies (anti-Gg abs) with poor recovery in
GBS. Passive transfer of mAb (GD1a/GT1b, clone 1B7) halts axon regeneration in
experimental models. Cultures of dissociated DRG neurons (DRGn) demonstrated that anti-
Gs inhibits neurite outgrowth through a RhoA/ROCKdependent pathway. However,
molecular intermediates between anti-Gg abs and RhoA activation have not been
described. This work explores the molecular basis of the inhibitory(effect of anti-Gg abs on
axon regeneration of DRG neurons (DRGn] both in vitro an® vivo. Time-lapse video
microscopy was used to study their cytoskeleton dvnar!‘li&& growth cones [GC) in DRGn
cultures. We now report that axon growth inhl#&%\n in DRGn induced by a well
characterized mAb targeting gangliosides GDI@%h (clone 1B7) involves: i) an early
RhoA/ROCK-independent collapse of |HmE!|i1{(%; ii) a RhoA/ROCK-dependent shrinking of
filopodia; and iii} alteration of GC mic;%@ule organization/and presumably dynamics via
Rhot/ROCK-dependent phmphnnrlagé\n of CRMP-2 at threonine 555. Our results also
show that mAb 1B7 Inhihi%gé?r;phemr axon regeneration in an animal model via
phnsphnwlatiunﬁnactivat@ f CRMP-2 at threonine 555.

In conclusion, this il.[l;g{‘};é(gggeit that anti-Ggs ab Impair axon regeneration by Rhod/ROCK-

N Co
dependent and m&endent signaling pathways.
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Antecedentes

1. SINDROME DE GUILLAIN-BARRE

1.1 GENERALIDADES

El sindrome de Guillain Barré fue descubierto por primera vez en el aflo 1916 por los neurdlogos
Georges Guillain, Jean-Alexandre Barré v Andre Strohl en dos soldados que presentaban paralisis
muscular y arreflexia (ausencia de reflejos] pero que mostraron recuperacién espontinea de la
enfermedad [(Guillain et al, 1918). Lo que observaron estos neurdlogos fue la combinacion de un
incremento de la concentracion de proteinas con un conteo normal de células en el fluido cerebro

al, 1916).

espinal (C5F, por sus siglas en inglés), o lo que ahora se conoce como disociacion albumina-
citosdlica; lo cual diferenciaba este sindrome de la poliomielitis (Guill &i

Luego de numerosos estudios, en la actualidad se acepta la combinacion de debilidad
simétrica rdpidamente progresiva en las extremidades giperiores e inferiores, con o sin
alteraciones sensoriales, hipoxia {deprivacion de nxi@h}. arreflexia yv/o ataxia (pérdida de
coordinacidn) en ausencia de reaccidn celular E%E 5F, son los principales sintomas para el
diagndstico clinico del Sindrome de Guillain-B {van Doorn et al, 2008). El curso clinico de la
enfermedad es monofisico, en donde la p ﬁﬁa severidad se produce dentro de las 4 semanas de
instaurados los sintomas clinicos prese"i‘ ndose una resolucidn espontdnea en la mavoria de los
pacientes (Figura 1). Sin emhar% observa una morbilidad de entre 3-10% v un 30% de los

pacientes no son Ccapaces d\ minar de manera independiente luego de & meses. Ademas,

muchos pacientes permgs&n con dolor y fatiga muscular que puede durar meses o incluso afios
N
{van Doorn et al, zmﬂD

El GBS es considerada una enfermadad rara, con una incidencia mundial de 1-2 casos cada 100.000
personas por ano, siendo mas comun en hombres que mujeres (con una relacion de 3:2). Estudios
muestran un aumento de la incidencia lineal con la edad y es menos frecuente en nifios que

adultos (Sejvar et al, 2011).

De acuerdo con |a especificidad del tejido dafiado (motor versus sensorial) y el tipo de dafie inicial
en el nervio (axonal versus desmielinizante), se pueden diferenciar variables o subtipos (se
desarrollard en el punto siguiente), las cuales estan asociadas no solo al tipo de recuperacion y

prognosis sino también a una distribucion geografica. Esta reportado que las variables axonales
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prevalecen en Asia, Centro y Sudameérica v las desmielinizantes en América del Norte y Europa
(Hadden et al, 1998).

En cuanto a la patogenia de |a enfermedad, cerca de dos tercios de los casos de GBS tienen como
antecedente una infeccidn dentro de las 4 semanas previas a los sintomas de la misma,
generalmente, de [as wias respiratoriac o pastrointestinales. Los agentes etioldgicos comunmente
relacionados con el desarrollo subsecuente de GBS incluyven al virus Epstein-Barr, Mycoplosmao
preumoniae, Compylobocter jejunf v cytomegalovirus (Hughes & Cornblath, 2005). Campyilobacter
jejuni es la responsable de por lo menos un tercio de los casos de infeccion que preceden la
enfermedad y en este sentido, Miyatake y Yuki han sido pi s en descubrir que
lipopolisacaridos (LOS, por sus siglas en inglés) ubicados en la ¢ erna de la pared de esta
bacteria tienen homologia estructural con gangliosidos pms&@% en los nervios periféricos. Para
comprobar esto cultivaron cepas de C. Jdejuni aislad @Pﬂﬂﬁ'ﬂtlﬂi con GBS y encontraron
reactividad contra ganglidsidos, en particupar GM1 f@la {Yuki et al, 1992). Ademas, también se
han encontrado en esta misma cepa genes Que»@;ﬁ:an para enzimas capaces de transferir dcido
sidlico a estructuras oliposacaridas, los cu@‘mn importantes para la generacion de epitopes
similares a ganglidsidos (Yuki, 2007). ﬂeganera interesante, se ha observado que una misma cepa
puede transportar mas de una estru a oligozacarida similar a ganglidsidos o que puede generar
la produccidn de varios anticu % anti-ganglidsidos de especificidad no relacionada (Yuki, 2007).
Estos resultados permltm&@’}ﬁ'mpaner la teoria de mimetismo molecular, en la que se plantea que
la produccidn de @@Erpns contra los LOS de los agentes infecciosos presentan reactividad
cruzada con carbohidratos presentes en la estructura de fos gangliosidos (Figura 2}{Yuki & Hartung,
2012; Yuki ot al, 1992). Algunas especificidades de los anticuerpos estan asociadas con variantes
clinicas del GBS caracterizadas por déficit neurologicos especificos (Kusunoki et al, 2008; Lopez et
al, 2008).

En conjunto con la presencia de altos titulos de anticuerpos antl-ganglidsidos, se ha visto que la
activacion de complemento contribuye a la degeneracion nerviosa en el GBS (Willison, 2005). En
este sentido, se han reportado estudios en donde el blogueo de la activacion de complemento
previene los signos clinicos emergentes mediados por anticuerpos anti-ganglidsidos en un modelo

ex vivo e in vivo de GBS en ratdn (Halstead et al, 2008).
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i —— Curso del SGB
Infeccitn

Anticuerpos
antiganglibsidos

Sano

Paralisis

i i) i (b = 17
Curso clinico de la enfermedad (semanas)

¥
Figura 1: Curso clinico del Shnlmm& Guillain-Barré. La mayoria de |los pacientes reportan una
infeccion previa al comienzo de la (bfemdad. Los titulos de anticuerpos anti-ganglidsidos producidos

en respuesta a la infeccidn p comienzan a aumentar previo al desarrollo de la sintomatologia
clinica y decrecen con el tj . La fase aguda de mayor expresidn clinica de la enfermedad ocurre
dentro de las primeras c semanas. Esguema adaptado de (van den Berg et al, 2014),

Qo
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Antecedentes

Figura 2: Inmunopatogenia del Sindrome de Guillain-Barré. Representacion del mimetismo
molecular que ocurre entre anticuerpos producidos contra los lipo-oligosacaridos presentes en la
pared del Compylobocter jefuni conteniendo homologia estructural con carbohidratos que
conforman la estructura de los ganglidsidos presentes en los nervios periféricos, produciéndo de
esta forma una respuesta inmune cruzada. Los antigenos blanco en la variable axonal (AMAN) se
ubican en o cerca de los nodos de Ranvier. Los anticuerpos anti-GM1 y anti-GD1a se unen al
axolema nodal generando la activacion de complemento seguide de la formacién de un complejo
de ataque a la membrana y bloguec de los canales de Na*. Los antigenos blanco de la variante
desmielinizante [AIDP), posiblemente se localicen en la vaina de mielina. Los anticuerpos pueden
activar complemento, lo gue permite la formacion del complejo de atague a la membrana en la
cara externa de la célula de Schwann, iniciacion de la degeneracion vesicular y la invacion de la
mielina por parte de macrafagos. Esquema adaptado de van den Berg et al,, 2014,

O
1.2 VARIANTES CLINICAS \)’%

{&Cp

Clasicamente el GBS era considerado una polirrad Iculungu{éhgia desmielinizante {afeccidn tanto
de raices como de nervios periféricos) e inflamatori a, con predominio motor y prondstico
benigno en la mayoria de los casos (Hughes, 1992 .{.‘Sn ambargo, es aceptado en la actualidad que
existen varios tipos de estas pullneurnpatlia{\'(ilakntrﬂ de las cuales, las mas estudiadas son la
polineuropatia desmielinizante inflamat 'ngé,uda [AIDP, por sus siglas en inglés), la polineurcpatia
axonal motora aguda (AMAN, por sygsiglas en inglés) y dentro de ésta, la polineuropatia axonal
motora/sensitiva aguda (AMSAN (gur sus siglas en inglés) que es considerada una variante savera
de AMAN. Por ultimao, tan:ib ENExiste una variante no comun del GBS llamado Sindrome de Miller
Fisher (SMF, por sus aigl\e\}n inglés), caracterizado por oftalmoplegia, ataxia y arreflexia (Griffin et
al, 1996; Mori & Kuwabfara, 2011).

51 bien los sintomas generales del GBS son comunes en todas las variantes, [a exploracidn esencial
es el examen neurofisiolégico, gue en el caso de AIDP demostrara una combinacion variable de
enlentecimiento de la velocidad de conduccidn (VC), incremento en la latencia motora distal
{(LMD} intervalo entre la aparicion del estimule y el inicio del potencial de accidn muscular
compuesto resultante) entre otras alteraciones electrofisiologicas (Fernandez et al, 1983; MclLeod,
1981). El patrén neurofisiologico en las formas axonales del GBS, AMAN y AMSAN, estad
caracterizado por ausencia de criterios de desmielinizacidn (VC v LMD normales o levemente
alteradas), disminucion de la amplitud de los potenciales motores y sensitivos distales, nervios no

excitables y electromiograma con potenciales de {Feasby et al, 1986; McKhann et al, 1991).
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Otra caracteristica que diferencia estas variantes es que en AIDP los anticuerpos se unen a epitopes
que se encuentran en la cara externa de las células de Schwann generando de esta forma la
activacion de complemento con la subsecuente destruccién de la mielina e invasion de
macrdfagos. En los casos mas severos, mediadores inflamatorios y células pueden inducir dafio
axgnal, un proceso considerado secundario (Hughes & Cornblath, 2005). En cambio, en las formas
agudas de AMAN los macrofagos invaden el espacio entre las células de Schwann y el axdn,
dejando fa vaina de mielina intacta y produciendo en la mayoria de los casos blogqueo de la
conduccion nerviosa v degeneracion axonal a nivel distal [Griffin et al, 1996; Hughes & Cornblath,

2005; Vucic et al, 2009).
O
>
&
N
S

Los gangliosidos son glicoesfingolipidos que tiene%gl% o mas residuos de dcidos sidlicos en su

1.3. GANGLIOSIDOS

1.3.1 GENERALIDADES

estructura, que estan ampliamente distrihuidué}@f'wés de los tejidos del cuerpo, principalmente
como componentes de membranas @I%rﬂ (Lucki & Sewer, 2012). Estin expresados
predominantemente en tejidos new@gs) y particularmente abundantes en el cerebro, dende
constituyen entre el 10-12% del onente lipidico de las membranas nevronales (Ledeen & Yu,
1982; Posse de Chaves & Sip@lﬂlﬂj- Los gangliosidos se encuentran generalmente anclados en
la superficie o cara e;(g}pde la membrana plasmatica. Estan localizados en microdominios de
membrana, l:ﬂm:rcid@\comn balsas lipidicas, en asociacion con otros esfingolipidos y colesterol
(Posse de Chaves & Sipione, 2010; Prinetti et al, 2009). Interacciones |aterales dentro de estas
balsas lipidicas tiene un rol importante en procesos celulares, regulacion de la actividad de
proteinas de membrana v transduccion de sefiales [Lopezr & Schnaar, 2009; Schnaar, 2010; S5chnaar
et al, 2014). Los ganglidsidos contribuyen significativamente a los glicanos de la superficie celular

en células neuronales (Koher, 2012).
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1.3.2 ESTRUCTURA Y FUNCION

El sistema nervioso contiene ganglidsidos de alta complejidad comparado con otros tejidos
(Schnaar et al, 2014). Durante el desarrollo del sistema nervioso, los niveles de expresion y el
patron de ganglidsidos cambia considerablemente, ya que en el sistema nervioso embrionario las
formas predominantes son los simples GM3 y GD3 y luego el agregado de acidos sidlicos y ndcleo
tetrasacaridos sobre la ceramida forman los ganglidsidos mas complejos GM1, GD1a, GD1b vy
GT1b (Figura 3){Ngamukote et al, 2007; Sturgill et al, 2012; Yu et al, 1988). Estos cuatro tipos son
los que predominan en el sistema nervioso adulto, siendo mads del 90% de los ganglidsidos

presentes en el mismo (Ando et al, 1578; Ogawa-Goto et al, 1994). O

Los ganglidsidos tienen funciones diferenciales de acuerdo a las in ﬁnes moleculares. Cuando
son laterales {cis) tienen la funcion de modular las actividades dgﬁ%s proteinas de sefializacion en
sus propias membranas; mientras que cuando lntem;r(@n\;ln con proteinas de membranas
opuestas (frons) actian como receptores en el re@)muentu célula-célula [Todeschini et al,
2008). Ademas, también participan en otras I-.fr?yes como la modulacidn de citotoxicidad de
células asesinas naturales, son racaptnres&)\adhesiﬁn celular en proceso de inflamacion,
controlan interacciones axdn-glia, etccﬁgélidu a esto ultimo, ha sido reportado que los
ganglicsidos GD1a v GT1b presenttz}@n axones son capaces de proteger los axones de insultos
towicos, participar en la eﬂahi&}@d del axdn-mielina a largo plazo y actuar como receptores
funcionales de proteinas vpsghtes en mielina, como el caso de |la proteina asociada a mielina
{MAG, por sus siglas Eﬂ@}s}. uno de los principales inhibidores de la regeneracién axonal (Lopez
& Schnaar, 2009; Yang*et al, 1996). Estudios muestran que MAG es capaz de inhibir la regeneracion
axonal en cultives neuronales primarios mediante la unidn a estos gangliosidos (Mehta et al, 2007;
Wyas et al, 2002).

20



Antecedentes

[Gea]
@Cer <— Cer
GleCer
fﬁ_'%ﬁ Key: @ Glucosa [] GalNAc
() Galactosa 4 Neulc

v Cer

ol ;

Cer L Cer CE?.CB!‘ -'E'EF Cer

Car Cer Cer er A er
S e S PSP e
&
e

Principales ganglisidos del lwf NErVIGEs
¥

Figura 3: Sintesis de ganglidsidos. HEDFESPﬂIHI!KI& la sintesis de los ganglidsidos mayoritarios del
sistemma nervioso. Esquema modificado de Stur{@l , 2012,

¥
1.4 ANTICUERPOS lﬂﬂ-ﬂﬂﬂﬂﬁﬁ&
Q"é

Los anticuerpos anti-ganglés&us son los marcadores mas comunes reconocidos en todas las

lir_::.u

formas del SGB, pu:x\{g\\que existe un interés considerable por entender los mecanismos
moleculares asociadoy’a sus efectos patogénicos. Dos de los gangliosidos mayoritarios del sistema
nervioso, GM1 y GDla, estan implicados como gangliosidos blancos de las formas axonales
(AMAN) del 5GB (Sheikh, 2011). De hecho, anticuerpos anti-GM1 y GD1a son encontrados entre un
50-60% en pacientes con AMAN en Asia. A su vez, anticuerpos anti-GO1b estan presentes entre B0-
90% en pacientes que desarrollan el SMF; demostrando esto una fuerte asociacion entre
anticuerpos anti-ganglidsidos especificos y las variantes clinicas de la enfermedad (van Doorn et al,
2008; Willison & Yuki, 2002). De hecho, la inmunizacion con los ganglidsidos GM1 v GD1b ha
lograde reproducir la sintomatologia clinica y la especificidad de blanco neuronal presente en
pacientes con altos titulos de anticuerpos de similar especificidad (Kusunoki et al, 1996; Susuki et
al, 2003).
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Anticuerpos anti-gangliosidos con especificidad variable tambien se encuentran en pacientes con
AIDP (Hughes et al, 1998). En algunas variantes, la alta densidad del antigeno reconocido por los
anticuerpos en el nervio blanco (por ejemplo GO1b y GalNAc-GDla) podria ser el factor
determinante para la especificidad neuronal (Chiba et al, 1997; Yoshino et al, 2005). Sin embargo la
densidad de antigeno no seria suficiente para explicar la especificidad motora asociada con
anticuerpos anti-GM1 o anti-GD1a, va gue los nervios sensitivos v motores expresan ganglidgsidos
complejos (GDla, GM1, GTlb y GD1b) en concentraciones similares (Svennerholm et al,
19594)[Ogawa-Goto et al, 1994). Se ha descripto que la especificidad de blanco neuronal puede
definirse tanto por la composicion de la membrana celular en la cual el gangliosido se encuentra
inserto, la cual determina la conformacian del ganglidgsido expue | medio extracelular
(confdrmera); como también por la especificidad de los n@i:uerpus anti-ganglidsidos
(requerimiento estructural)(Kaida et al, 2004; Kusunoki Et.a (Z;(&'a Lopez et al, 2008) . Esto
permite concluir que existe una gran variabilidad en la@e:ﬁiﬂdad de los anticuerpos anti-
ganglidsidos presentes en pacientes con SGB que p@uph:ar las distintas variantes clinicas
asociadas con estos anticuerpos. Esta vaniabillgf;gbe incrementa al considerar la presencia de
multiples anticuerpos de especificidad l.rariad@.ln mismo paciente (Lopez et al, 2001) .
¥

Diversos trabajos sugieren que fos p@%ﬂtﬁ con SGB gue presentan anticuerpos 1gG1 v/o IgM (de
vida media larga) contra Insé;ﬁfdﬂdﬂs GM1 y GDla son mds propensos a presentar mala
prognosis y recupera:ibr{\@fa demorada o mas lenta (Annunziata et al, 2003; Bech et al, 1997,
Carpo et al, 1999; %‘n et al, 1993; llyas et al, 1992; Jacobs et al, 2008; Jacobs et al, 1996;
Kuwabara et al, 1998; Press et al, 2001; Simone et al, 1993). Es sabido que falencias en la
recuperacion reflejan fallas en la regeneracion axonal y en la capacidad de reinervacion con los
blancos correctos en todas las formas del 5GB (Brown & Feasby, 1984). En este sentido, ha sido
demostrado el rol inhibitorio directo de anticuerpos anti-ganglidsidos sobre la regeneracion axonal
tanto en cultivo de neuronas DRGs como en un modelo animal de regeneracién nerviosa periférica
caracterizado por la transferencia pasiva de anticuerpos monoclonales o anticuerpos anti-
ganglidsidos derivados de pacientes con GBS mediante inmunizacion pasiva de los mismos
ILehmann et al, 2007: Lopez et al, 2010). El modela in vwivo consiste en una contusién del nervio
cidgtico que lo dafia y consecuentemente genera la apertura temporal de la barrera hemato-

nerviosa y de esta manera se permite el ingreso de los anticuerpos en ausencia de un proceso
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inflamatorio. En dicho modelo, |a inhibicién de |a regeneracion axonal mediada por anticuerpos
anti-ganglidsidos estd relacionada a la presencia de conos de crecimientos distraficos en el sitio de
lesidn (Figura 4){Lehmann et al, 2007). El posterior estudio de las vias de sefializacion celular
asociadas con el efecto inhibitorio de anticuerpo anti-ganglidsidos demostré que en cultivos de

neurcnas DRGs, la inhibicién del crecimiento neuritico involucra la activacion de la pequeia

-1 2
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Figura 4: Anticuerpos anti-ganglidsidos inhiben la regeneracidn axonal en nervios periféricos. Resultados
obtenidos en un modelo de lesién de nervio clitico y transferencia pasiva del anticuerpo 1B7. B:
Microfotografia electronica.Presencia de numerosos axones mielinizados regenerando en los animales
controles (flechas) C; Escasas fibras nerviosas regenerando en los animales tratados con anticuerpo 187
{Mechas), D: Tanto fibras mielinizadas como amielinicas estan presentes en los animales controles (flechas).
E: Animales tratados con anticuerpo el 1B7 muestran un conodistréfico y fibras sin mielina. F y G:
Disminucion significativa del nimero de fibras mielinizadas {MF} regenerdndo v amielinicas [UMF} en los
animalestratades con el anticuerpo 1B7|barras grises) en porciones proximales (nervio scidtico-5N-) y
distales [nervio tibial-TH-] al zitio de la contusidn, Figura modificada de Lehmann et al., 2007,
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2. REGENERACION AXONAL

2.1 GENERALIDADES

La definicion de diccionario de regeneracion es mecanismo de reparacién autonoma o de
restauracion de los drganos o tejidos envejecidos, dafiados o perdidos. En cuanto a la regeneracidn
axonal, =e la considera como la capacidad de un axdn a volver a crecer luego de una lesion desde el
gitio lesionado. Para gue se pueda Hevar a cabo dicho proceso a nivel del sistema nervioso
periférico, se han descrito una serie de acontecimientos que ocurren luego de la lesion o injuria: el
axdn y la mielina se fragmentan y los restos celulares son removidos p (El)[.rd:fagns activos, Estos
ademas liberan factores que facilitan a las células de ELhWBnI\bJ proliferacion y posterior
migracidn celular y la regeneracién axonal. Luego de un tjemﬁ los axones forman conos de
crecimiento y comienzan a crecer a lo largo de bandas ;ﬂ{@ﬂgn&r formadas por las células de
Schwann, Estas bandas proveen un ambiente per‘misi@}\m el crecimiento de los axones {Gaudet

et al, 2011). , ‘,go

O
@0

2.2 CAPACIDAD REGENERATIVA DEL ﬁk"d"ﬁ SNP
{‘}Q’

Luego de una lesion, es cruns‘j\'@gé?am poner el dafio praducido en la membrana y transformar al
segmento axanal en un Q?Q@de crecimiento movil que puede crecer a través de un entorno local
hostil. Opuesto a Io@\e ocurre en el sistema nervioso periférico (SNP), los axones del sistema
nervioso central {SNC) forman conos de crecimiento distroficos o bulbos de retraccion,
reconocidos como sefiales de impedimento de la regeneracion axonal (Raman y Cajal, 1928). Luego
de gue Ramdn y Cajal describiera que la regeneracidn axonal no ocurria de forma espontanea en el
sistema nervioso central; Aguayo y colaboradores muchos afios mas tarde demaostraron que
neuronas del SNC podian crecer dentro de Injertos de nervio periférico atribuyéndo este
crecimiento a factores inhibitorios en el entorno del SNC. Esto pone en evidencia que por un lado,
la inhibicién de la regeneracién en el sistema nervioso central no es una limitacién dada por el
crecimiento de la neurona y por otro que el entorno juega un rol crucial en este proceso (Figura 5)

|{David & Aguayo, 1981). Es importante destacar que la capacidad regenerativa del SNP no es del
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todo efectiva a pesar de tener un entorno mas permisivo. En la actualidad, se han definido
factares extrinsecos e intrinsecos que participan en la inhibicion de la regeneracion axonal en el
SNC. Entre los extrinsecos podemos mencionar tres grupos principales: i} inhibidores asociados a
mielina, i) inhibidores asociados con la cicatriz glial que se forma luego de la lesion y iii)
inhibidores que funcionan como sefiales de orientacion durante el desarrollo, En cuanto a los
intrinsecos, se han descubierto una gran variedad de proteinas y vias de sefalizacion que son

activadas luego de una injuria, impidiéndo el nuevo crecimiento de axones (Kaplan et al, 2015)

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL:
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Figura 5: Diferencias en la capacidad regenerativa del SNC vs SNP. El dafic en el axdn resulta en una
deposicion de restos de mielina, En el SMP esos restos son rapidamente limpiados por macréfagos, mientras
que en el SNC no hay Infiltracidn por macrdfagos periféricos. Adicionade a esto, el dafie axonal atrae

astrocitos que forman una cicatriz glial que impide 8 reparacion del axdn dafiado a nivel central, Esgquema
adaptado de Strittmatter 5, 2000

2.3 INHIBIDORES DE LA REGENERACION AXONAL

2.3.1 PROTEINAS ASOCIADAS A MIELINA

43



Antecedentes

Esta reconocido que el SNC contiene inhibidores asociados a mielina (MAIs por sus siglas en
inglés), entre las que se destacan las proteinas MAG, Nogo y la glicoproteina de mielina del
oligodendrocito (Omgp por sus siglas en inglés) (DeBellard et al, 1996; Joset et al, 2010;
McKerracher et al, 1994). Se sabe que MAG, Nogo vy Omgp comparten la habilidad de unirse a los
mismos receptores: el receptor de Nogo 1 (NgR1, por sus siglas en inglés) (Domeniconi et al, 2002;
Fournier et al, 2001; Wang et al, 2002) v al receptor B similar a inmunoglobulina (PirB, por sus
siglas en inglés) (Atwal et al, 2008) los cuales forman un complejo multimérico con LINGD-1 v el
receptor de baja afinidad para neurotrofinas p75 ¢ alternativamente al miembro de la superfamilia
de receptores de necrosis tumaral (p75"™® y TROY respectivamente, por sus siglas en inglés) (Yiu &
He, 2006).La identifiacion de estos ligandos vy los receptores neuronales’/que median la inhibicién
dependiente de mielina ha facilitado el desarrollo de amagunls@s&lenim para neutrafizar el
efecto inhibitorio de proteinas de mielina (Kaplan et al, 20‘.[5\83»

&

.
2.3.2 INHIBIDORES ASOCIADOS A LA CICATRIZ @\
&2
Depositos de matriz extracelular en la ci:al{ié:&ial que se forma luego de la lesion en el SNC estdn
altamente enriquecidos en prntengl@}t% como condroitrin sulfato (CSPGs, por sus siglas en
inglés), potentes inhibidores del&@:imienm axonal (Fawcett, 2006; Fitch & Silver, 2008}). La
reaccion glial ocurre in mediatejﬁmﬂ luego de la lesion como un mecanismo para proteger la salud
del SNC del dafo inﬂayrggf{: (Fitch & Silver, 2008). Multiples modelos han demostrado que la
composicion mole ﬂ@& la cicatriz y la produccion de moléculas inhibitorias por astrocitos son
factores gue mnt%y&n a la falla regenerativa (Fitch & Silver, 1997; Liu et al, 2006; McGraw et al,
2001; Yiu & He, 2006).

2.3.3 MOLECULAS DE GUIA AXONAL

Estas moléculas tiene un rol central para el crecimiento axonal durante el desarrollo del SNC, y
muchas de ellas estdn expresadas en el cerebro adulto o son reguladas luego de una lesion en el
SNC. Cuatro clases de estas moléculas han sido implicadas en la inhibicion de la regeneracidn
axonal: netrinas, efrinas, semaforinas y moléculas de guia repulsivas (RGMs por sus siglas en

inglés). Las efrinas y su receptor tirosina kinasa forman partes de la familia de proteinas capaces de
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pgenerar seflalizacion bidireccional entre las neuronas v la glia v estan expresadas en |la médula
espinal lesionada (Bundesen et al, 2003). Netrina-1 es un ligando bifuncional que puede actuar
como quimioatractante o quimiorepelente dependiendo del receptor con el gue esté
interactuando. Inhibe el crecimiento axonal (Low et al, 2008) mediante la via de sefalizacion de
Rho {Moore et al, 2008). En |la familia de las semaforinas, encontramos proteinas solubles y
algunas transmembranas. SemadD es una proteina transmembrana expresada en el
oligpdendrocito y que inhibe el crecimiento axonal luego de una lesion en el SNC (Moreau-
Fauvarque et al, 2003), 5ema3A es una proteina soluble asociada a la cicatriz glial (De Winter et al,
2002) v Sema 5A induce el colapso del cono de crecimiento e inhibe el crecimiento de las células
del ganglio retinal (Goldberg et al, 2004). Las RGMs estan tanto\ao/la guia axonal como el
cerramiento del tubo neural. Son potentes inhibidores de la rege@clﬁn axonal en el SNC y se ha

demaostrado que la inhibidicion de estas promueve el ¢re=§ilt’@n{% axonal y la recuperacidn luego
N\

S

Un aspecto importante a resaltar en el SNP es que@'estudins recientes en donde se examinaron

de una lesion en la meédula espinal (Hata et al, 2006).

las diferencias en la expresién de factores de t@imienm @n wvias sensitivas y motoras denervadas,

se encontrd que las células de Smwar@tprﬁan distintos fenotipos sensitivo o motor gue
N

influyen en la capacidad para pmrnmg:/'seiectivamente la regeneracidn del axon (Brushart et al,

2013; Hoke et al, 2006). 'S
&)

&
2.3.4 FACTORES lnxg&cns
%\

Ha sido reportado que lesiones en el SNP desencadenan la activacion de genes asociados a la
regeneracion (RAGs, por sus siglas en inglés), una respuesta limitada en el SNC (Mar et al, 2014). La
activacion de este programa de crecimiento podria ser una de las responsables en la estimulacion
del proceso regenarativo en el SNP. Uno de estos genes, c-jun, ha sido demostrado ser critico para
la regeneracion axonal y su ausencia produce inhibicion y una exacerbada muerte celular luego de
una lesion de nervio en ratones (Raivich et al, 2004). Por otro lado, el aumento y mantenimiento
de la actividad de |3 proteina kinasa glicdgeno sintetasa 3 (G5K3, por sus siglas en inglés) promueve
la regeneracion axonal luego de una lesidn, através de la via de PI3K/AKT (Gobrecht et al, 2014) y

mediante la induccidn de la expresion del gen Smad1 (Saijilafu et al, 2013). También ha sido
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reportado, que los niveles del nucledtido ciclico AMP varian dependiendo del estadio neuronal, v la
inhibicion del efector aguas abajo de la via de esté nucledtido, |a proteina kinasa A (PKA, por sus
siglas en inlgés), promueve el crecimiento neuronal en presencia de factores inhibitorios comao el

caso de la proteina MAG (Cai et al, 2001),

Existen numerasos trabajos que relacionan diferentes vias de sefializacidn y proteinas con factores
de transcripeidn y genes que son activados para permitir el proceso de regeneracion axonal. Como
e menciont anteriormente, ademas de estos factores intrinsecos, existen los factores
condicionados por el medio en el gue se encuentra el axdn y la suma de ambos factores es lo gue
hace tan complejo @l escenario de recuperacién y crecimiento axonal luego de una lesion, v por

consiguiente, el desarrollo de estrategias terapeuticas efectivas ﬂ@ al, 2015).

&
N4
2.4 CONO DE CRECIMIENTO AXONAL N

&
N
‘7900
é;’b

El cono de crecimiento es una Es-tru::tur@ e se forma en el extremo distal del axon y le permite

2.4.1 ESTRUCTURA

crecer, elongarse, Su cunfﬂrmacié&) fundamental para llevar a cabo su funcion. Dentro del
mismo se pueden diferenciar t séonas o dominios basadas en la organizacion del citoesqueleto:
i) el dominio C o central, fq\@%u fundamentalmente por microtubulos (MTs) estables, i) lazona T
o de transicidn, tal:rr - lamado dominio T, se situa en la interfase entre los dominios Py C,
ocupada por mic@\bmus dindmicos y donde estructuras de actomiosina denominadas arcos de
actina se encuentran perpendiculares a los haces de F-actina formando wun anillo
hemicircunferencial dentro de la zona T, v por dltima §il) @l dominio P o periférico, donde se
encuentran la red de filamentos de F-actina gue forman la lamela y desde alli se extienden los
filopodios cuya funcidn es sensar y explorar hacia donde se dirigira el axén. La dinamica de estos
componentes del citoesqueleto determinan el crecimienta en forma de cono vy el movimianto

durante su viaje (Fig.6){Lowery & Van Vactor, 2009).
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Figura &: Estructura del cono de crecimiento. En el cono de iento se pueden diferenciar tres zonas o
dominios. El dominio mas perifiérico (P), donde se ubi lopodios v la malla gue forma una red de
actina llamada lamela. El dominio o zona de transicidn | cupada por microtubulos llamados dindmicos
gue se adentran en la malla de lamela para ayudar a nsidn del cono y por dltima, el dominio central

1€}, ocupado por microtdbulos estables que Il-egg} desde el axdn hasta la primer parte del cono de
crecimiento. Esqguema modificado de Lowery & | 2009,

@)
€>®
2.4.2 CITOESQUELETO Q‘b
Q

El citoesqueleto neut{@?ﬂé formado por tres clases de filamentos: F-actina, microtibulas v
neurofilamentos, Iu&ue proveen soporte estructural intrinsico a lo largo del desarrollo neuronal.
El citoesgueleto es crucial para el establecimiento de la forma celular, compartimentalizacion y
polaridad durante |a transicion de células precursoras esféricas en neuronas maduras, (Coles &

Bradke, 2015; Flynn, 2013). Como se menciond anteriormente, el citoesqueleto del cono de

crecimiento esta formado por microtubulos de tubulina y filamentos de actina.
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2.4.2.1 MICROTUBULOS

Son polimeros no-covalentes que se encuentran en todas las células eucarioticas y estan
involucrados en procesos de mitosis, motilidad celular, tansporte intracelular, secrecidn,
mantenimiento de la forma celular y polarizacion celular. 5on estructuras polarizadas compuestas
por dimerps de off tubulina que se ensamblan para formar matrices lineales. Subunidades
alternativas de a- y B-tubulina forman un protoplasma, y entre 11 y 15 protoplasmas se asocian
lateralmente v forman la pared del microtdbulo {usualmente 13 en células de mamifero) cuyo
didgmetro es de 25 nm (Downing & Nogales, 1998; Tuszynski et al, 2006; van den Ent et al, 2001). La
asociacion de aff heterodimeros entre la cabeza-cola hace a los M ucturas polares y poseen
diferentes velocidades de polimerizacion en los dos E::tremmco@temer isotipo de tubulina, y-
tubulina, se encuentra asociada a los centros c:rganiza@ﬁ de microtubulos, lugar donde
comienza la nucleacion de los mismos y funciona com templado para el correcto ensamblado
de los MTs (Flynn, 2013; Inclan & MNogales, 2001). @rante la polimerizacion, ambas unidades de
tubulina se encuentran unidas a una muléc\lb(ae guanosina trifosfato (GTP, por sus siglas en
inglés). El GTP desempena una funt[ﬁ&)@sﬁuctumt en la o-tubulina, pero es hidrolizado a
guanosina difosfato (GDP, por sus siglaﬁ:é\n inglés) en la B-tubulina. Esta hidralisis modula la adicién
de nuevos dimeros. Asl, el GTP QQidmliza tras un lapso de tiempo, lo que permite gque, si la
adicidn de dimeros es rdpidég?fnrme en el extremo {+) un casguete de B-tubulina unida a GTF,
mientras que, de ser I%ﬁ»}\n que se expone es la tubulina unida a GDP. Por lo tanto, la velocidad
de polim eri:a:iﬁn@\\%i:mmbu!n estd dada por la unién de uno u otro nucledtido, en donde un
casquete en el extremo (+) con GTP favorece la elongacion mientras que uno con GDP |a
depolimerizacion (Weisenberg & Deery, 1976; Weisenberg et al, 1976). La conversidn de un estado
de crecimiento del MT a uno de contraccion, se denomina catastrofe; mientras que el preceso

inverso se denomina rescate del MT {Figura 7) (Conde & Caceres, 2009).
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o. Los MTs estan formados por dimeros de o v B tubuling, las cuales
ionan al extremo + del MT contribuyendo al proceso de polimenizacion del
rescate del MT, Cuando este dimero se hidroliza, pasa a estar unido a GDP, 5i
re mayor cantidad de estos dimeros, comienza a depolimerizarse en un process
del MT, Esquema modificado de Conde & Caceres, 2009,

Figura 7: Estructura del m
cuando estin unidas a GTP
mismo en un proceso | i
el MT en su extre
concido comao catast

Las propiedades de les microtubulos dependen de las isoformas de tubulina de las que estan
compuestos- hay seis a-tubulinas y siete B-tubulinas- y en mamiferos el patron de expresion de
tubulinas es complejo; por ejemplo, en el cerebro, varias isoformas de a y B-tubulinas son
expresadaz a distintos niveles y en diferentes tiempos. Un simple microtibulo puede contener
heterodimeros de a y B-l, B-ll, B-lIl o B-IV. S6lo la isoforma G-Il tubulina muestra expresion
exnclusivamente neuronal v esta aumentada durante el desarrollo pero decrece en la adultez. La

composicion del heterodimero es importante para la dinamica del microtibulo, ya que, por
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ejemplo, microtdbulos enriquecidos con B-lll-tubulina son mas estables que los formados por otros
isotipos de f-tubulina, sugiriendo una importancia funcional en el desarrollo neuronal{Flynn, 2013;
Schwarz et al, 1998), Otro proceso importante que afecta la funcidn del microtibulo son las
modificaciones post-traduccionales gue sufren las subunidades de tubulina, tales como
tirosinacion, detirosinacion, acetilacion, poliglutamilacian, fosforilacion, palmitoilacion (Barra et al,
1988; Luduena, 1998; Verhey & Gaertig, 2007) y que por lo tanto determinan subpoblaciones de

microtubulos, afectando también su vida media y distribucion (Hammond et al, 2008).

Los microtubulos son bloques de construccidn del axon, |a extension del mismo ocurre a través del
ensamblado de éstos. Mas alla de su papel como andamios estructurales, la remodelacion
continua de los microtGbulos es vital para el crecimiento y guia axones (Dent & Gertler,
2003; Hur et al, 2012; Tanaka & Kirschner, 1991). El dinamismo %}}(esentan les permite explorar
constantemente el espacio intracelular, interactuar a:tiuam\{é!)i con moléculas de sefalizacion y
someterse rapidamente a su reorganizacidn en re sta a cambios. Por otra parte, los
microtubulos del cono de crecimiento estin asin@imm-ente distribuidos y la estabilizacion o
desestabilizacion de un lado del cono de E@?l?nil?ﬂtﬂ es suficiente para inducir atraccion o
repulsion de giro (Conde & Caceres, EQD%@IJ: et al, 2012), lo gue sugiere que los microtubulos
desempefan un papel instructiveo erﬁi\regulaciﬁn de la motilidad del cono de crecimiento v
posterior crecimiento de los amné%tur et al, 2012). A su vez, se ha reportado que la modulacion
de los microtibulos median%:ﬁ%ﬁﬂ de una droga estabilizante como es el caso del taxel, tiene el
efecto de prevenir la @cidn de conos de crecimiento distrdficos ¥y promover la regeneracion
axonal luego de u@?uria en el nervio (Hellal et al, 2011}; mientras que la desestabilizacion de
los microtibulos mediante el uso de nocodazole, convierte conos de crecimiento en estructuras
semejantes a bulbos de retraccion e inhibe el crecimiento axonal {Erturk et al, 2007). Estudios
recientes demuestran gue la inhibicidn de la detirosinacion de microtdbulos mediante el uso de la
droga partenolide, promueve la regeneracion y funcionalidad nerviosa (Gobrecht et al, 2016). Estos
resultados sugieren que la dindmica y estabilidad de los microtibulos son importantes y

determinantes para la correcta formacion del cono de crecimiento y posterior regeneracion axonal.

Mumerosas proteinas se unen a los microtibulos para llevar a cabo diferentes funciones; algunas
los estabilizan, como la proteina aseciada a microtubulo 1B (MAP 1B, por sus siglas en inglés)

(Riederer, 2007) , algunas actian como motores, como el caso de dineinas y kinesinas
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(Hunter & Wordeman, 2000) , otras son parte de la familia de las llamadas "proteinas de trafico
del extremo mas” (+TIPs, por sus siglas en ingles), las cuales estan implicadas en el control de la
dindmica de microtubulos y relacionandolos con actina u otras estructuras asociadas a fa
membrana. Ejemplo de éstas son las proteinas de unidn al extrema (Ebs, por sus siglas en inglés);
proteinas de union citoplasmatica (CLIP, por sus siglas en inglés); proteinas asociadas a éstas
{CLASP, por sus siglas en inglés) (Akhmanova & Hoopenraad, 2005; Akhmanova & Steinmetz, 2008)
. Otras son importantes para el crecimiento axonal v ensamblado de microtdbulos, como el caso de
CRMP-2, miembro de |a familia de proteinas que median la respuesta al colapso (CRMP, por sus
siglas en inglés) (Wang & Strittmatter, 1996). El acdmulo de esta proteina en nervios regenerando y
su sobreexpresion, aumenta la regeneracion axonal en nervios Iesi@ BN Neuronas sensitivas y
motoras in viva (Rozes Salvador et al, 2016; Suzuki et al, 2003) \)
&
N4
N\
S

9

*

La actina es la proteina globular mas alt te conservada en las células eucaridticas. En los

2.4.2.2 FILAMENTOS DE ACTINA

mamiferos existen tres isoformas de aetidd: a, B v vy, donde a, y principalmente  son expresadas
en neurcnas. Bajo ciertas condicip@®es y suficiente concentracion, los monomeros de actina (G-
actina) espontianeamente ﬁa@nsamhian en filamentos (F-actina) de 7 nm de diamentro
(Letourneau, 2009). l:u mentos de actina son polimeros polarizados compuestos por
mondmeros de acti N \su formacién, estabilidad y destruccion es cuidadosamente regulada en
cada estado en &nnn de crecimiento. Los mondmeros de actina son adicionados al final, vy
cambios en el equilibrio de la dindmica de polimerizacidon dependen de sl esos mondmeros estdn
asoclados a moléculas de adenosina trifosfato [ATP, por sus siglas en inglés) & adenosina difosfato
(ADP, por sus siglas en inglés) (Flynn, 2013). La actina es abundantemente expresada en todos los
tejidos, en donde es critica para la division celular, adhesion y motilidad. En neuronas, la actina
comprende entre el 4-5% del total de proteinas (Clark et al, 1983), mientras que durante el
desarrollo del cerebro, su expresion puede llegar a representar el 7-8% del total de proteinas
(Santerre & Rich, 1976). La polimerizacion de actina submembranosa orientada hacia los extremaos

de los filamentos de actina impulsa la protrusion de la lamela y los filopodios en el borde delantero
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de células que migran y los conos de crecimiento de las neuritas (Pollard & Cooper, 2009). El
desensamblado de F-actina ocurre en el extremo final del filamente de actina, balanceando el
ensamblado de actina en un proceso llamado "treadmilling” en el borde delantero (Wegner, 1976).
Este proceso es un componente esencial del flujo retrogrado de actina; base de la que depende el

crecimiento neuritico [Figura 8).
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Figura 8: Estructura de los filamentos de actina. Mowdmeros de G-actina forman primero un nicleo
[nucleacidn) que va a servir como punto inicial pa ormackin del filamento. Luego se llevard a cabo el
proceso de elongacion que consiste en el agre de méds mondmeros en ambas direcciones. Esquema
modificado de (Schafer & Schroer, 1999). 72

O\

&
Los filopodios son largos hace‘%‘é filamentos de actina unipolares que se extienden desde el
dominio periférico hasta EI&niniu de trancision del cono de crecimiento. Como se menciond
anteriormente, en el du@u periférico tambien se ubica la lamela, 1a cual esta formada por cortas

ramificaciones de @la gue forman una especie de malla (Hur et al, 2011).

Las propiedades de maotilidad y la forma del cono de crecimiento se deben en primera instancia a
los rearreglos de las estructuras de actina. Existe un balance entre la G-actina globular
desensamblada v los filamentos de F-actina. Estos pueden ser extremadamente dinamicos en el
cono de crecimiento, tanto en la cinética del ensamblado/desensamblado y en como se mueven
uno respecto al otro (Flynn, 2013). Los filamentos de actina "nacen” cercanos a la membrana
celular por una de las tres diferentes clases de factores de nucleacién de actina incluyénde: el
complejo Arpdf3, forminas y nucleadores que se unen a los monémeros (Coles & Bradke, 2015;

Firat-Karalar & Welch, 2011). Otra proteina que interacciona de manera directa con actina es
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cofilina aunque es controversial adn si se la considera una cuarta clase de factor de nucleacion in
vivo (Pak et al, 2008), pero si es sabido que cofilina provee las piezas de F-actina que sirven como
filamentos madres necesarios para la unidn y nucleacion del complejo Arp 28 en las ramas de la
lamela (Chen & Pollard, 2013).

En el cono de crecimiento, existe una intima relacion entre los componentes del citoesqueleto que
lo conforman. Los haces de filopodio:s de actina guian el ensamblade de microtubulos dentro de la
zona periférica del cono de crecimiento mientras que el flujo retrégrado de actina controlado por
la proteina miosina I, impulsa a los microtdbulos hacia atras, no dejandolos avanzar y
comportdndose como una barrera (Medeiros et al, 2008). El bloqueo del flujo retrogrado de actina
a traves de la inhibicion de la actividad de miosina Il promueve | sion de los microtubulos
hacia la periferia del cono de crecimiento tanto en sust%&

pErmisivos como  sustratos

conteniendo potentes inhibidores del sistema nervioso ce@% (Burnette et al, 2007; Hur et al,

2011). A
O
e
P
2.5 PEQUENAS GTPasas O
)
0\
2.5.1 GENERALIDADES

Es bien conocido que la Séél'hmllli de pequefas GTPasas Ras junto con sus reguladores y
efectores aguas ahajb\@n én un rol fundamental en la regulacion de numerosos eventos
maorfogenéticos 1@3'; & Hall, 1998). Estas proteinas son interruptores moleculares que utilizan
una estrategia bioquimica simple para controlar los procesos celulares. Ciclan entre dos estados
conformacionales: uno unido a GTP (estado activo) v el otro unido a GDP (estado inactivo) (Figura
). En el estado activo, interaccionan con diversas proteinas y generan una respuesta antes que el
GTP se hidrolice v vuelvan a su estado de inactivacidn (Etienne-Manneville & Hall, 2002}, En este
proceso también estdn involucrados determinados factores: i) factores de intercambio de
nucledtidos guanina (GEFs, por sus siglas en inglés), cuya funcién e: catalizar el intercambio de
GDP a GTP para activar la pequenaGTPasa (Schmidt & Hall, 2002}, ii) proteinas de la activacion
GTP-asa (GAPs, por sus siglas en Inglés), que catalizan el intercambio de GTP a GDP, inactivando la

pequeiia GTPasa y por dltima, iii) los inhibidores de disociacion de nucléotidos guanina (GDIs, por
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sus siglas en inglés) cuyo rol es el bloqueo espontaneo de la activacion de la proteina
(Olefsson, 1999).

El citoesqueleto, como se hizo referencia anteriormente, participa en una variedad de funciones
bioldgicas importantes para las células eucaridticas, Ademas de proporcionar un marco estructural
alrededor del cual se definen la forma celular y la polaridad, sus propiedades dinamicas
proporcionan la fuerza motriz para que las células se muevan y dividan. Avanzar en el
conocimiento de los mecanismos bloguimicos que controlan la organizacion del citoesqueleto es
un gran reto para la biologia celular. Los miembros de la familia de las Rho guanosinas trifosfato

{GTPasas, por sus siglas en inglés){entre las que mas se destacan v conocen son Rho, Rac y Cded2)

emergieron como reguladores claves del citoesqueleto y ademas, s de su interaccidn con
muitiples proteinas diana, aseguran el control coordinado d&cjkés actividades celulares, tales
como la transcripcion de genes y la adherencia (Mackay & H@QQBE}.
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Figura 3: Regulacidn de la actividad de Rho GTPasas. Las Rho GTPasas inactivas (Rho-GDP} son removidas
de la membrana plasmadtica por Rho-GDis mediante un mecanismo poce conocido, En el citosol los RhoGDis
evitan la degradacion de las Rho GTPasas por los protecsomas. La liberacion de GDP es un proceso
espontanes pero lento, Los GEFs aceleran el intercambio de nucledtidos sin una preferencia por um
nuckedtido particular, ahora bien, yva gque la concentracidon de GTP es mucho mayor que la de GOF, los GEFs
promueven la activacion de las Bho GTPasas. Los GAPs promusven la actividad GTPasa Intrinseca de las Rho
GTPasas inactivandolas. Esquema adaptado de [(Bento et al, 2013).

2.5.2 Rho GTPasas

Existen tres isoformas de esta proteina: A, B y C. Son enzimas intracelulares claves que regulan la
mecdnica del citoesgueleto v la motilidad celular {Mackay & Haﬂfgj. Modificaciones post-
traduccionales diferenciales de las isoformas estan relacionadas conswocalizacion subcelular y sus
funciones. Mientras que RhoA y RhoC estan localizad as E}Qﬁ% membrana plasmatica o el
citoplasma, RhoB esta mayoritariamente localizada en I3 @bmna y en compartimentos endo-
lisosomales para degradacion (Perez-5ala et al, IDUE}.O?\

Estas proteinas estan altamente expresadas en»{b(ﬁ;?ﬁtema nervioso, tanto en neuronas como en
células de la glia. 5i bien todas han sido il:n%& as en numerosas funciones, RhoA ha sido la mas
estudiada. Numerosos trabajos 5ugiem®e Rhod v su principal efector aguas abajo, la guinasa
serinajtreonina asociada a Rho [H&, por sus siglas en inglés) (Riento & Ridley, 2003) estan
involucradas y actuan en g@ﬁ) rte de la morfogénesis neuronal, desde los procesos de
neurcgenesis y miga:i&%@brma:iﬁn dendritica y plasticidad sindptica (Gonzalez-Billault et al,
2012}, Existen dos i;@@as de ROCE, ROCK| v ROCEI, teniendo esta Gltima, mayor expresion en el
sistema nervioso, (Duffy et al, 2009). Se ha visto la participacion de esta via también en procesos
de inhibicién de la regeneracion axonal, ya que factores que inducen el colapso del cono de
erecimiento y retraccion de neuritas como el acido lisofosfatidico (LPA) (Jalink et al, 1994) v Nogo
(Fournier et al, 2000] o moléculas que inhiben la guia axonal como netrina (Murray et al, 2010) o

Semaforina 3A (Aizawa et al, 2001) actian a través de esta cascada de sefalizacion.

Como se mencionod anteriormente, luepo de una lesion del SNC, proteinas de mielina activan Rhod
a través de la interaccidn con un complejo de receptores donde se encuentra la familia de
receptores de neurotrofinas p75"™ y TROY, La sobreexpresion de p75"™" e suficiente para activar

RhoA endogena en celulas neuronales (Yamashita et al, 1999), la cual mediante la posterior
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activacion de ROCK media el efecto inhibitorio. 5e han identificado una serie de proteinas
(efectores aguas abajo) que interaccionan con ROCK y que son claves para promover/inhibir la
regeneracion axonal, Una de estas, es la proteina LIM quinasa (LIMK, por sus siglas en inlges), que
fosforila e inactiva al factor depolimerizante de actina (ADF, por sus siglas en inglés) y a cofilina,
estabilizéndo los filamentos de actina en el cono de crecimiento lo que resulta en la inhibicidn del
crecimiento newritico [Bamburg, 1999; Bamburg & Bernstein, 2010). Por otra lado, la
fosforilacion/inhibicién de la proteina cadena liviana de miosina, la cudl es un componente
regulatorio de la miosina (MLC, por sus siglas en inglés) estd incrementada luego de una lesion en

el SNC.

La Inhibicidn de miosina |14 & el tratamiento con un inhibidor de R‘:ﬂ@!?ﬁﬂ, S8 Mencionara en
el siguiente punto) previene la inhibicidn del crecimiento neur[ﬁ% ducido por moléculas de guia
repulsivas (Kubo et al, 2008). Estos resultados indican que\&&h’. induce la fosforilacion de MLC
mediante un evento que desencadena la activacion d sina IlA y que este efecto es esencial
para la inhibicion del crecimiento neuritico produc'tc@ur las maléculas de guia repulsivas (Kubao et
al, 2008). Por ultimo, se ha reportado que mi@guﬁ de la familia de las CRMPs, en especial las
proteinas CRMP-2 y CRMP-4 tienen un é“lmportante en el crecimiento axonal mediante el
ensamblado y estabilidad de MTs uniéﬁﬁ\ﬁe a heterodimeros de a/p tubulina (Khazaei et al, 2014;
Tan et al, 2015; Wang & Striﬁmat@?}lwm_ De hecho, la fosforilacidnfinactivacion de CRMP-2 en
la treonina 555 dependie nt{ae@ OCK media el colapso del cono de crecimiento en las neuronas
del ganglio de la raiz d@nducﬂa por LPA o EfrinaA5 (Arimura et al, 2000; Arimura et al, 2005;

Mimura et al, Eﬂwm 10j.
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Figura 10: Mecanismos moleculares de inhibicién de la regeneracion axonal mediada por la via
RhofSROCK en el SNC. La presencia de inhibsdores asociados a mieling coma Nogo, OMgp v MAG, kos
cuales se unen a los receptores NgR1 y Lingo-1, desencaden transduccién de sefiales que en la actualidad sa
sabe gque en su mayoria utilizan la via clasica de inhibicién de la regeneracidn axonal mediada por
Rhob/ROCK. Aguas abajo ROCK es capaz de interaccionar con proteinas como LIME, ML y CRMP-2 para
producir efectos sobre el citoesqueleto de actina v tubuling impidiéndoe de esta manera que el axdn pueda
wohser a crecer luego de una lesion, Esquema modificado de Fujita y Yamashita, 2014.
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2.5.2.1 ANTAGONISTAS DE LA ViA Rho/ROCK.

La via de senalizacion RhoA/ROCK es un punto de convergencia de multiples sefiales, entre ellas la
inhibicién de la regeneracion axonal luego de una lesion en el sistema nervioso {(McKerracher et al,
2012). Por lo tanto, se ha penerado mucho interés en la identificacian de los componentes capaces
de antagonizar dicha via. En relacién a esto, se ha identificado la enzima C3 transferasza, derivada
de Clostridium botulinum, la cual es capaz de inhibir selectivamente a Rho sin afectar a otras
GTPasas (Forgione & Fehlings, 2014). La primera evidencia gque indicd la habilidad de esta enzima
para promover la regeneracion axonal i vivo se realizd en un modelo de injurla del nervio ptico
{Lehmann et al, 1999). Otros trabajos en modelos de lesion de la ghédula espinal en roedores,
revelaron que C3 promueve la regeneracion luego de la lesion, rﬁn‘:u la activacion de Rhao, y
previniendo la muerte dependiente del receptor p75~™ 1Du%cz"21il et al, 2003). Por otro lado, la
familia de guinasas asociadas a Rho, ROCKL y HDC%Z@H efectores de RhoA e importantes
reguladores del crecimiento neuronal taml:ién@aﬂunadas a otros NUMEerDsos Procesos
fisiologicos. En este sentido se ha ﬁﬂicﬁptﬂ’l eficacia en numerosos modelos del inhibidor de
ROCKs, ¥-27632 ((+)-{R)-trans-4-(1-a min%}i-tdpiridill ciclohexanocarboxamida) (Forgione &
Fehlings, 2014: McKerracher et al, Eﬂ%&te compuesto inhibe ROCKs por competicidn de su sitio
de wnidn a ATP (Darenfed et a%@ﬂ?j- 51 bien los estudios de inhibicidn farmacoldgica han
contribuido en gran medida ad}%nmptensiﬂn de la biologla de ROCK v han permitido considerar a

¥-27632 como un mtznc@&ente terapéutico, el mecanismo molecular de accion aun no ha sido

completamente dl@ﬂﬂ@?

2.5.3 Rac GTPasas

Los miembros de la familia de las Rac GTPasas estan implicados en varios aspectos de la
morfogénesis neuronal, desde proliferacidén y migracidn a plasticidad sinaptica. Existen tres genes
en vertebrados que codifican para las proteinas Racl, Rac2 y Rac3 y comparten entre el 88-92% de
identidad de secuencia (Corbetta et al, 2005). Ha sido descripto que Rac2 esta expresada en células
hematopoyéticas (Didsbury et al, 1989) mientras que Racl y Rac3 se expresan diferencialmente de
algunas regiones del sistema nervioso, como el cerebelo. 5e sabe que la localizacion de Rac3 en la

membrana plasmatica es independiente de su estado de activacién mientras que la forma inactiva
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de Racl se localiza en el citoplasma y trasloca a la membrana plasmatica cuando se activa

(Wennerberg & Der, 2004). Racl es el miembro de esta familia mas ampliamente estudiado.

Se ha reportado que Racl esta presente en conos de crecimiento regulando la adhesion y las
actividades de navegacion del cono (Lowery & Van Vactor, 2009). El rol gue tiene esta proteina en
neuritogénesis y crecimiento axonal ha sido estudiado y demostrado en lineas celulares y en
cultivos primarios neuronales. La diferenciacidn de la linea celular neuronal PC12 requiere de |a
activacidn de Racl por un mecanismo que involucra la inactivacion de Rhod (Musser et al, 2002).
En cultives primarios se ha demostrado que la sobreexpresion de Racl o uno de sus principales
GEFs, la proteina de metdstasis y linfoma T1 (TIAMI1, por sus siglas en inlgés), aumenta la
elongacion axonal mediante expansion de la lamela de actina en elgbid de crecimiento (Ehler et

al, 1997; Kunda et al, 2001). &

Es importante resaltar que el mecanismo de accion Qés pequenas GTPasas puede tener
caracteristicas contradictorias y esto se debe en parteg;}l combinaciones de GEFs/GAPs posibles.
Varias de estas GTPasas (con funciones amagﬁni% ueden ser activadas como consecuencia de
una misma sefal. Por ejemplo, efrinafAd @ce activacion de Rhod, inactivacion de Rac o
activacién de Rac, dependiendo de los »@gtures o los GEFs/GAPs que estén involucrados (Koh,
2006) ya que hay cerca de 70 GEFs y APs descriptos en mamiferos {Heasman & Ridley, 2008).

4

2.5.4 Cded2 GTPasas \Q)

D

Las proteinas Cdc@sﬁin involucradas en la regulacion de la morfolegia celular, especificamente
estimulando la formacion de filopodios, probablemente a través de |a asociacion con la proteina
del sindrome de Wiscott Aldrich (WA&SP) (Machesky & Insall, 1998; Miki et al, 1998). Esta reportado
que existen dos isoformas de esta proteina gque se generan como consecuencia de corte y
empalme alternativo en el mismo gen. La forma mds estudiada (Cdcd2p, Cdcd2Hs ¢ CdcdZa) se
expresa de manera ubicua mientras que la otra forma (CdcdZp, CdcdZb o G25K) es exclusiva de

cerebro (Marks & Kwiatkowski, 1996; Nicole et al, 1999).

Mo solo la ubicacion espacial y modulacién de actina es lo que indicaria |a relacion entre Racl y
Cdca?, sino también el hecha de compartir un mismo efector comdn, la serina/treonina gquinasa

activada por p21 (Pak, por sus siglas en inglés) (Manser et al, 1994). Existen tres isoformas de esta
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quinasa: Pakl, Pak2 y Pak3, las cuales fueron primero estudiadas como efectores de Racl y luego
se encontrd su relacion con Cdcd2 (Nikolic, 2002). Pak tiene numerasos blancos, incluyéndo LIME
(Manser et al, 1994) y la quinasa de la cadena liviana de miosina (MLCK, por sus siglas en inglés)
(Sanders et al, 1999). Pak activa LIMK, gue a su vez inhibe a cofilina para reducir la rotacidn de
filamentos de actina. La inhibicién global de cofilina puede probablemente reducir la motilidad
mediante Ia falta de monémeros de actina, pero la inhibicidn local de cofilina, puede servir como

medio eficaz de redistribucidn de actina dentro del cono de crecimiento (Dickson, 2001).
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Objetivas e Hipotesis

Problema

El Sindrome de Guillain-Barre es la principal causa de paralisis flacida aguda luego de la
erradicacion de la poliomielitis. 5i bien su incidencia es baja, nuevos casos se detectan cada afio en
sus principales formas: desmielinizantes (AIDF) y axonales (AMAN) siendo esta dltima la mas
SeVEra y con peor prondstico y mayores secuelas. Es conocida como una enfermedad autainmune
monofisica precedida por infecciones de las vias respiratorias o gastroenteritis resultdndo en una
reaccion inmune cruzada entre estructuras de la pared de los agentes causales de las infecciones y
gangliosidos presentes en los nervios. En el curso clinico de la enfermedad, los pacientes presentan
un pico de altos titulos de anticuerpos anti-ganglidsidos que luego decae permitiendo la resolucion
espontanea de la misma. Sin embargo existe un porcentaje de e Jacientes (30% aprox.) que
permanece con titulos altos, lo que estd asoclado a una mal%g nosis y recuperacion clinica
incompleta o demorada. Se ha relacionado a anticuerpus\(&tgangliﬁsiduﬁ con inhibicion de la
regeneracion axonal periférica. Por otro lado, se ha visfa*que el dafio asonal produce apertura
transitoria de la barrera hemato-nerviosa, lo :uﬁ}eﬂ‘niﬁrfa el ingreso de anticuerpos anti-
ganglidsidos y su interaccion con los pngiiﬁﬂ(@%m&ntes en la membrana del axdn. Por tanto,
estudiar ¥ comprender el rol patugéni;:@us mecanismos moleculares de la inhibician de la
regeneracion axonal producida por an&d}fpns anti-ganglidsidos es clave para poder avanzar en la

comprension de la enfermedad y eriomente descubrir posibles estrategias terapéuticas.
>
&)
&
N
Q)io

Se postula que el anticuerpo anti-ganglidsides 1B7 posee un rol inhibitorio sobre la regeneracion

Hipotesis

axonal generado a través de la modulacién del eitoesqueleto axonal de actina y tubulina, el cual es
facilitado por la ausencia transitoria de una barrera hemato-nerviosa funcional durante el proceso

de regeneracion.



Objetivas e Hipdtesis

Objetivos especificos

|- Caracterizacion del efecto del anticuerpo anti-ganglidsidos 1B7 sobre el citoesqueleto del cono

de crecimiento axonal en modelos "in vitra™.

II- Estudio de los eventos de sefializacion intracelular generados por el anticuerpo antl-ganglidsidos
1E7.

- Modulacion de la inhibicion de la regeneracion axonal inducida por el anticuerpo anti-

gangliosidos 1B7 en un modelo in vivo.

3
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3. CARACTERIZACION DEL EFECTO DEL ANTICUERPO ANTI-GANGLIOSIDOS 1B7 SOBRE EL
CITOESQUELETO DEL CONO DE CRECIMIENTO AXONAL EN MODELOS IN VITRO.

3.1. El anticuerpo 1B7 inhibe la regeneracién axonal asociado con el desarrollo de
estructuras de tipo end bulb en un modelo de co-cultiveo de DRG- nervio cidtico.

Para comenzar con esta caracterizacion, se desarrolld un modelo "ex-viva" de co-cultivo de DRG
con segmentos de nervio ciatico, el cual consistio en cultivos de explantos de DRGs con segmentos
de nervio cidtico puestos en proximidad para permitir la regeneracion de los axones de las
neuronas sobre el nervic. Los mismos fueron cultivados por un periodo de 72h, tiempo suficiente
para permitir la regeneracion axonal a lo largo del segmento. A Ias%@ﬂﬂ h de cultivo el nervio
fue tratado con 1l de IgG control & anticuerpo 1B7 (1 mﬂml})e«diant& la aplicacion directa
sobre la superficie del mismao y a las 72 h fueron fijadus.,F'{)@?I visualizacion de los axones, se
realizd una inmunofluorescencia con anticuerpo antl-@h\uhulina (clon TUI-1) (Figura 1A). Se
obtuvieron imagenes de los cultivos mediante r@lstmuidn por microscopia confocal y se
procedic al analisis de las imdagenes Euﬂnl;ifi{@n los axones presentes a 100 pm desde el
comienzo del segmento del nervio prd:'rmpggéﬁﬁ {Figura 1B). Se encontrd que el anticuerpo 187
tuvo un efecto inhibiterio sobre Ii(:lﬁweracirﬁn axonal en los segmentos del nervio de

aproximadamente un 70% en :um@%:iﬁn con los cultivos tratados con IgG control.
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Fig.1: Inhibicion de la regeneracion axonal producida por el anticuerpo 1B7. A: Microfotografias de co-cultivo de
DRG-nervio tratados con g6 control o anticuerpo 187 sobre el nervio 2 las 24 y 48 h, B: Cuantificacion del numero
de axones presentes en el nervio a 100 pm desde el comienzo del segmento del nervio proxime al DRG, utilizindo
el programa Imagel. ** p<0,01 comparade con el control; i 7 en cada grupo, T de Student. Las barras indican el
ESM [error estdndar medio).
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Posteriormente, con el propésito de analizar en mayor detalle la morfologia de los axones
inhibidos, se obtuvieron imdgenes a mayor aumento {(objetive 100X, NA 1.42) de los conos
encontrados en los extremos de los axones (Figura 2A). En estos se cuantificd la intensidad de la
marca de B-lll-tubulina y el tamafio de los conos fue medido comao la relacion entre el diametro del
cono/axon (Erturk et al, 2007) (Figura 2B vy C). Como resultado, se encontrd que los axones
inhibidos por efecto del anticuerpo 1B7 presentan conos de crecimientos de tipo distroficos,
caracterizados por aumento en la intensidad de fluorescencia para la marca de tubulina v mayor
tamafio comparado con los tratados con Igi control. Lo interesante de este resultado es haber

encontrado estructuras semejantes a los descriptos en el modelo de transferencia pasiva en SNFP y

a los descriptos por Raman vy Cajal (Ramdn y Cajal, 1916) en el SNC IUEE@E‘}UHE lesion,
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Fig.2: Los axones tratados con el anticuerpo 1B7 presentan conos de crecimiento distréficos A: Microfotografias
de co-cultivos de DRG-nervio tratados con IgG control o 1B sobre el nervio a las 24 y 48 h, Para una correcta
visualizacion de la morfologia del cono, en cada condicidn se muestra una imagen aumentada. B: Cuantificacian
de la intensidad de fluorescencia de B-lll-tubulina en los conos. C: Cuantificacién de la relacién entre el digmetro
del cono/didmentro del axdn. Las imdgenes fueron analizadas utifizando el programa Imagel. *p< 0,05, ** p<0,01
comparado con el control; n: 9 en cada grupo, T de Student. Las barras indican el ESM, Barras: 10 pm,

A modo de validar el modelo de inhibicidn de la regeneracion axonal producido por el anticuerpo

1B7, se generaron particulas lentivirales que contenian la secuencia shARN para 5t3gal2, enzima
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involucrada en la via de sintesis de los ganglidsidos GD1a y GT1b blanco del anticuerpo

(Sturgill et al, 2012)(ver figura 3 de los antecedentes, donde se esquematiza |a ruta biosintética de
los ganglidsidos). Debido a la baja eficencla de transfeccidon gque presentan los cultives de
explantos celulares, la ventaja ofrecida por esta técnica radica en la capacidad de las particulas
lentivirales de infectar los mismos. Cabe destacar ademds, gque esta particula presenta
especificidad neuronal sobre este tipo de cultivo. Las células infectadas fueron visualizadas
mediante la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP por sus siglas en inglés) como
reportera, cuya secuencia se encuentra contenida en el mismo vector gque la secuencia shARN
{Figura 3). Los co-cultivos fueron infectados con dichas particulas virales al momento de
sembrarlos y fueron tratados a las 24 y 48 h con 1l de IgG Lﬁﬂlrﬂlﬁ:;}ﬂ? (Img/ml) sobre los
nervios. A las 72h se los fijo, se les realizd una inmunomarcacidn pa&\)\lll tubulina [Figura 44) y se
cuantifico el numero de axones presentes en el nervio a 100 p;wﬁ@mc- el inicio del mismo [Figura
4B), Como resultado se encontrd que los co-cultivos pr@ﬁ;nte infectados con las particulas

virales, cuyo objetivo fue el silenciamiento de la Exgrgsmn de 5t3gal? v como consecuencia, la

ausencia de los ganglidgsidos blanco del antn:uarpl:n\me».rlmemn el efecto inhibitorio del anticuerpo
m\&w

Infectado con St3gal2 Control sin infectar

=
)
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Fig.3: Las particulas lentivirales gue contienen el shARN para 5t3gal? infectan neuronas en los explantos
de DRGs. Doble inmunomarcacidn para GFP [anti-GFF, verde) v para B-liFtubuling (rojo) de los explantos
infectados con su posterior colocalizacion.

presentes en
neervio [50m)
H

g2

igG conrol 187 5Tigald + 16T
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Fig.4: La infeccion con particulas lentivirales que contienen el shARN para 5t3gal2 previene el efecto
inhibitorio producido por el anticuerpo 1BT en Itivos de DRG-nervio. A: Microfotografias de co-
cultivos de DRG-nervio tratados con 1gG control oanfituerpo 1B7. Algunas cultivos tratados con 167 fueron
previamente infectados con particulas virale ratados con el anticuerpo 1B87. Las imdgenes fueron
analizadas utilizando el programa Image) \e&anﬁ’r’n&aﬂiﬁn del numero de axones presentes en el nervio.
*p<0,05 comparado con el control o infec con S5T3gal2, n:3 experimentos Independientes. ANOWVA, LSD-

Fisher Las barras indican ESM, }Q}
N
P
<&
WO

3.2. El tratamientg ¢gh el anticuerpo 1B7 altera el citoesqueleto de conos de crecimiento
de cultivos de neuronas DRGs

5 bien el modelo de co-cultivo nos permitic reproducir los conos de crecimiento distroficos
encantrados en el modelo in vivo de transferencia pasiva del anticuerpo 1B7, el cual semeja lo que
ocurre @n el SNC luego de una lesion, presenta una limitacidn a la hora de pretender realizar una
caracterizacion y estudio con mayor grado de detalle de los efectos que produce el anticuerpo 187
sobre el citoesqueleto de los conos de DRGs. Por tal motivo, decidimos realizar este estudio en el
modelo de cultivo disociado de DRGs, en al cual, los conos de crecimiento de las neuritas son
considerablemente grandes a tiempos cortos post-sembradas. Para comenzar con el analisis del

efecto del anticuerpo 1B7 sobre los componentes del citoesqueleto del cono de crecimiento
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axonal, se tuvieron en cuenta 2 modelos o paradigmas: el crecimiento inicial de las neuritas y la
extension de las mismas, para de esta forma también averiguar si el anticuerpo 1B7 producia o no
un efecto diferencial en cada uno. Para esto, cultivos de neuronas disociadas de DRGs fueron
tratadas con 50 pg/ml de 1B7 o IgG control por 1h (crecimiento inicial de neuritas) y 5h (extension
de neuritas) luego de sembradas. Los cultivos fueron fijados 3 h luego del tratamienta y los
componentes del citoesqueleto actina y tubulina marcados con faloidina y con el anticuerpo anti-
B-Hll-tubulina respectivamente. (Figuras 5A y B, 6A y B). En primer lugar observamos gque neuronas
tratadas con el anticuerpo 1B7 mostraron agregados de F-actina en el centro del cono. Este
tratamiento también alterd la marca de tubulina, donde la inmunomarcacion de TUl-1 aparece
mas intensa y difusa a lo largo de |a zona central del cono de :re:im:§ﬁu ras 54 y 64). En base
a las imagenes obtenidas, se cuantificd por un lado, el drea corres ente a la lamela de actina,
estimada como la diferencia entre el drea total ocupada p?bgg%a y el area total ocupada por
tubulina y por el otro, la longitud de los filopodios (Figurad v D, 6Cy D). En ambos maodelos o
paradigmas <e ohservd que el tratamiento con e@}l\(uarpu 1B7 resultd en una reduccion
significativa del drea de lamela del cono de cr iento (el colapso completo de la misma se
observd en muchas células) y reduccidn de Ia{&\bitud de los filopodios cuande fueron comparados
con los cultivos tratados con IgG mntm(}\
(\}QJ
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Flg.5: Cultivos disociados de DRGs tratados can el anticuerpo 187 presentan alteraciones de cltoesqueleto
de actina en los conos de crecimiento en el paradigma de crecimiento inicial de neuritas. A:
Microfotogratias de conos de DRGs tratados con g6 control o el anticuerpo 187 e inmunomarcados con
TU-1 (verde) v falpidina (rojo). B: Microfotoprafias de conos de DRGs tratados con gk control o el
anticuerpo 1B7 e inmunomarcadas con faloiding, Las imdgenes fueron analizadas utilizindo el programa
Imagel. CyD: Cuantificacion del darea de lamela y longitud de filopodios en los conos de crecimiento de
DRGs.**p<0,01 comparado con el control, 60 cones en cada condicion , T de Student. Las barras indican

ESMA. Barras: 20pmi.
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Fig.6: Cultivos disociados de DRGs tratados con el anticuerpo 187 presentan alteraciones de citoesqueleto
de actina en los conos de crecimiento en el paradigma de extensidn de neuritas, A& Microfotografias de
conos de DRGs tratados con lgh control o el anticuerpo 1B7 e inmunomarcados con TUI-1 [verde) y
faloidina {rojo). 8 Microfotografias de conos de DRGs tratados con g6 control o el anticuerpo 1B7 e
inmunomarcadas con faloidina. Las imagenes fueron analizadas utilizindo el programa Imagel, CyD:
Cuantificacion del area de lamesla vy longitud de filopodios en los conos de crecimiento de DRGs. " p<0,01
comparado con el contral, B3 conos en cada condicidn |, T de Student, Las barras Indican ESM. Barras:
20,
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Por otra parte, para el analisis de la dindmica de los microtdbulos en conos de crecimiento se llevd
a cabo la inmunomarcacidn de los cultives con anticuerpos anti-tubulina acetilada v tirosinada
(Figuras 7A)., Para esto, se cuantificd la relacidén  entre microtubulos  acetilados
testables)/tirosinados {dindmicos) (Figuras 7B v BB). Nuevamente, en ambos paradigmas, los
cultivas tratados con el anticuerpo 1B7 mostraron un incremento de la relacidn asociado con una
disminucion significativa del drea de tubulina tirosinada (Figura 8C). A raiz de haber obtenido el
mismo resultado en funcidn del efecte del anticuerpo 1B7 en ambos procesos, se decidid continuar
con el estudio de los mecanismos moleculares y vias de sefializacion activadas por el anticuerpo

187 en el paradigma de extension de neuritas, es decir, 5h luego de sembradas las neuronas
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Fig.7: Cultivos disociados de DRGs tratados con el anticuerpo 187 presentan alteraciones de citoesqueleto
de tubulina en los conos de crecimiento en el paradigma de crecimiento Iniclal de neuritas, A:
Microfotograflas de comos de DRGs tratados con g6 control o el anticuerpo 187 e inmunomarcados con
anticeerpos contra tubulina acetilada (verde) y trosinada (rojo). Las imagenes fueron analizadas utilizando
el programa Imagel. B: Cuantificacion de 1a relacidn entre el drea ocupada por tubuling acetilada y el drea
acupada por tubuling tirosinada en conos de DRGs **p<0,01 comparado con el contred, mi?5 conos. Las
barras indican ESN. Barras: 20m.
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Fig.8; Cultivos disociados de DRGs tratados con el anticuerpo 1B7 presentan alteraciones de citoesqueleto
de tubulina en los conos de crecimiento en el paradigma de extensidn de neuritas. A: Microfotografias de
conos de DRGs tratados con 1gh control o el anticuerpa 187 & inmunomarcados con anticuerpos contra
tubulina acetilada (werde] y tirosinada (rojo). Las imageneas fueron analizadas utilizando el programa Imagel.
B: Cuantificacidn de la relacidn entre el drea ocupada por tubulina acetilada v el area coupada por tubuling
tirosinada en conos de DRGs.C: Cuantificacion de las dreas de tubuling acetilada y tubuling tirosinada entre
la condician tratada con el anticuerpo 187 v 13 control.**p<0,01 comparado con el control, n; 84 conas en
cada condicidn, T de Student. Las barras indican ESM, Barras: 20pm,
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3.3. El tratamiento con el anticuerpo 1B7 altera el citoesqueleto de los conos de
crecimiento de neuronas DRGs de manera disociada temporalmente.

Posteriormente nos propusimos analizar temporalmente el efecto producido por el anticuerpo
1B7 en el citoesgueleto de DRGs mediante video microscopia. Para esto, DRGs fueron
nuclecinfectadas con a-tubulina fusionada a la proteina verde fluorescente (tubulina-GFP} y
Lifeact-mCherry {actina) y tanto la morfologia del cono de crecimiento como la organizacion del
citoesqueleto se evaluaron en tiempo real. Los controles incluyeron el tratamiento con IgG & un
pre-tratamiento de 1 h con 10mU/ml de V. Colera Sialidasa que hidroliza residuos de acido sialicos
incluyende los presentes en las moléculas de GD1a/GT1b, eliminando (}' union del ganglidsido
al anticuerpo 1B7. El tratamiento con 1B7 (50 pg/ml) indujo un p ivo y rapido colapso de la
lamela de actina notable a los 30 min, llegando al nivel maximn@%ﬁ 60 min (Figura 98); mientras
que la reduccidn significativa de la longitud de ﬂlnpud'lu?' . Cb}sfervél a los B0 min (Figura 9E]. En
cuanto al efecto del tratamiento con 1B7 en el citoes \::n de tubulina, también se detectd a los
60 min, el cual se caracterizo por una retraccion prdgresiva del drea de tubulina-GFP (Figura 9C) y
una disminucion en la extension de ﬂEUﬁt%&B’E’J"E 90). En conclusién, el tratamiento con el
anticuerpo 1B7 resulto llammhame@\@n una disociacién temporal de las alteraciones
morfolégicas en los conos de crecimi de las neuronas DRGs; mastrando una rapida pérdida de
lamela dentro de los primeros %ﬂ;@in y luego un efecto tardio significativo sobre la tubulina y los
filopodios de actina. \?’
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Fig.9: El estudio curso temporal del anticuerpo 1B7 muestra un efecto disoclado en el tiempo en las
alteraciones del citoesqueleto de actina y tubulina en neuronas disociadas de DRGs. Meuronas DRGs
fueron nuclegcinfectadas con Lifeact-mCherry (rojo) v tubulina-GFP (verde) y tratadas 5 horas post-
nucleinfeccidn, Imdgenes de los culthvos fueron obtenidas cada 15 min durante 30 min en un Microscopio
D5U (disco giratorio, por sus siglas en inglés). A- Microfotografias de neuronas de DRGs tratadas con el
anticuerpo 187 v las condiciones controles de IgG v Sialidasa con 1B7. Las imdgenes fueron analizadas
utilizinde &l programa Image). B: Cuantificacidn del drea del cono de crecimiento de actina. C:
Cuantificacidn del drea del cono de crecimiento de tubulina. D: Cuantificacidn de la extensidn de neuritas. E;
Cuantificacion de la longitud de filopodios. Todas las imagenes fueron normalizadas con respecto al tiempo
0 min*p005comparado con las condiciones controles ANOVA-LSD Fisher, n: 3 experimentos
independientes. Las barras indican ESM.

O

4, ESTUDIO DE LOS EVENTOS DE SENALIZACION IHTHACEI.ISQ. GENERADOS POR EL
ANTICUERPO ANTI-GANGLIOSIDOS 1B7. {g"ﬁ‘}
O
N

®

&

4.1. El anticuerpo 1B7 induce activacion tardia ﬁ} pequefia GTPasa RhoA.

P

N
Ha sido reportado previamente que el antt{:uu(&f 1B7 inhibe la extension del crecimiento neuritico
de neuronas DRGs mediante |a anivaci@ la via se sefializacion RhoA/ROCK (Zhang et al, 2011]).
En el citado trabajo, la actividad de &‘A fue medida a través de la técnica de SD5-Western Blot v
pull down utilizando humﬂgen@’utal de neuronas DRGs, lo cual no permite un analisis espacial
de la misma. En el prﬂﬂn\@xraba]q s propuso realizar dicha medicion mediante la técnica de
Transferencia de Engd Resonante Fluorescente (FRET por sus siglas en inglés), Para ello,
neuronas DRGs fueron electroporadas con un biosensor de RhoA basado en FRET y cultivadas por
24 h para permitir la apropiada expresion del mismo. Luego las células fueron mecanicamente
disociadas v re-sembradas por 5 h para permitir la extension de neuritas. La actividad de RhoA se
cuantificd en conos de crecimiento de neuronas DRGs tratadas con el anticuerpo 1B7 (50 pg/ml) a
diferentes tiempos de tratamiento {0, 15, 30, 45, 60 y 90 min} (Figura 10), encontrando un pico de
activacién de la misma a los 30 min post-tratamiento. Llamativamente, esta activacion precede las
alteraciones producidas por el anticuerpo sobre los filopodios y la dinamica de MTs pero no el

colapso de lamela.
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Fig.1d: El tratamiento de neuronas disociadas de DRGs con el anticue \EB? induce activacion de Rhod
en conos de crecimiento de DRGs. Neuronas DRGs fueron electropor, con un blosensor de RhoA basado
eén FRET 5 h antes de tratarlas con 50 pg/mil del anticuerpo 187, '&gﬂdicrﬂ-fﬂtugrafl’as tomadas a diferentes
tiempos (0, 15, 30, 45, 60 v 90 min) luego del tratamiento cong ticuerpo 1B7 son ilustradas en un mapa
termal de pseudo-color que muestra la activacikin de Hhﬂmﬁmas de DRGs (colores fuertes, alta actividad
de FRET; colores frios, bajo FRET). B: Cuantificacidn de la ; idad de Rhoa, *p<0,05 ANOVA-LSD Fisher, n:4
experimentos independientes. Las barras indican E5M nf,’)

Q}\U
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4.2, El tratamiento con inhihidng?de la via de sefalizacién de RhoA/ROCK es capaz de

prevenir efectos sobre tuhulina y filopodios pero no los efectos sobre el colapso de
la lamela. Q)\'}
N

'\\0

O
A partir de la nbser@ciuﬁn de gue las alteraciones morfoldgicas que produce el anticuerpo 1B7
muestran una disociacidn temporal, ¥ que la activacidn de Rho& sdlo precede los efectos sobre
filopodios v tubulina, se hipotetizd que eso podia implicar la activacion de diferentes vias de
sefializacién. Para responder esto, se analizé el efecto de dos inhibidores farmacologicos
especificos de la via de sefalizacion de RhoA/ROCK (Esquema 1). Por un lado, se utilizd una version
permeable para las células de |a expenzima C3 transferasa, TAT-C3, inhibidor de las Rho GTPazas y
por otro, Y-27632, un inhibidor de la quinasa asociada a Rho (ROCK). El tratamiento de las
neurcnas de DRGs con 1 peg/ml de TAT-C3 1h antes de la adicion del anticuerpo 1B7 demostro no
ser efectivo para prevenir la reduccién del drea de la lamela (Figura 11A y 12A). S5in embargo, silo

fue en la prevencion del acortamiento de los filopodios (de hecho, incrementd la longitud de los
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mismos) (Figura 12 B) vy la pérdida de MTs dinamicos en los conos de crecimiento, preservando la
relacion entre MTs acetilados/tirosinados (Figura 13 A). Resultados similares se observaron cuando
se trataron las neuronas con 2 concentraciones diferentes (2 v 10 pM) de ¥-27632. Cabe resaltar
gque se utilizaron 2 concentraciones porgue si bien la concentracidn 10 pM del inhibidor es
ampliamente utilizado en la bibliografia, es sabido que a esta concentracion ¥-27632 tiene efectos
per se sobre el citoesqueleto, esto es, aumentar |a extension de neuritas y disminuir el numero de
filopodios pero haciéndo que estos sean de mayor longited {(Alabed et al, 2006; Darenfed et al,
2007). Por tal motivo, decidimos probar una concentracion del inhibidor 5 veces menor a la
convencionalmente utilizada para estar seguros de observar los mismos efectos (Figura 11). El pre-
tratamiento con ¥-27632 no fue capaz de bloguear el colapso de lamel {ﬂhridu por el anticuerpo
1B7 (Figura 12A) mientras que si preservo la dinamica de MTs en lu@r‘lw de crecimiento (similar
relacion de MTs acetilados/tirosinados a los tratados con Igf.f g@%l, Figura 13A) v la longitud de
Ios filopodios (Figura 12B). Estos resultados sugirieren qu(Qf’\antll:uErpn 187 induce alteraciones
maorfologicas en los conos de crecimiento medianta I@)\va:iﬂn de vias tanto dependiente como

independiente de la via de sefializacion RhoA/ROCK:

N
Esquema 1: Ftepresg?aclﬁn de la via
activada por el anticuwerpo 187 v los I
inhibidores farmacoldgicos utilizados en el @ -
prezente trabaja.
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Figura 11: El tratamiento con el inhibidor de ROCK revi cto del anticuerpo 1B7 sobre la dindmica

de microtibulos pero no sobre el colapso de la lamela d ina. Cultivos de DRGs fueron tratadas con 2
pM de Y-27632 pord h a las 3 h de sembradas y lue adas comn 50 ug/ml de 1gG control o el anticuerpo
1B7 por 1,5 h adicional. Las imégenes fueron anali tilizdndo el programa Image). A& y B: Cuantificacian
del drea de lamela y la relacion entre microtubylg Scetilados/tirosinados en los conos de crecimiento en
cada condicidn experimental.® *p<0,01 m’:@ha con las condiciones controles, ANOVA-LSD Fisher, n:3
n ESh,

experimentos independientes. Las barmsio
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Figura 12: El tratamiento con inhibidores de la via de RhoA/ROCK revierte el efecto del anticuerpo 1B7
sobre la retraccidn de filopodios pero no sobre el colapso de la lamela, Cultivos de DRGS fueron tratados 4
horas luego de sembradas con 1 pg/ml de C3 tranferasa por 1 h o 2 h con 10 pM de Y-27632 v luego
tratadas con 50 pg/ml de lgi control o el anticuerpo 1B7 por 1,5 h adicional. &: Microfotografias de conos
de DRGs en cada condicion experimental infmunomarcados con TUI-1 y faloidina. B: Microfotografias de
conos de DRGs en cada condicidn experimental inmunomarcados con faloidina, Las imdgenes fueron
analizadas utilizando el programa Imagel), CyD: Cuantificacion del area de lamela v longitud de filopodios en
los conos de crecimiento de DRGs en las diferentes condiciones, ** p<0,01 comparado con las condiciones
controles, ANDVA-LSD Fisher, n:3 experimentos independientes. Las barras indican ESM. Barras: 20pm.
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Figura 13: El tratamiento con inhibidores de la via de sefializacion RhoA/ROCK revierte el efecto del
anticuerpo 187 sobre la dindmica de microtubulos. Cultivos de DRGS fueron tratados 4 b luego de
sembradas con 1 pg/mi de C3 tranferasa por 1 b 2 hcon 10 pM de ¥-27632 v luego tratadas con 50 pg/mi
de g6 control o el anticeerpo 187 por 1,5 h adicional, A: Microfotografias de conos de DRGs en cada
condicidn experimental inmunomarcados para la visualizacikdn de los microtdbulos acetilados (verde] v
tirosinados (rojo). Las imdgenes fueron analizadas utilizando el programa Imagel). B: Cuantificacion de la
relacidn entre el drea ocupada por microtdbulos acetilados/drea ccupada por microtdbulos tirosinados en
los conos de crecimiento de DRGs en las diferentes condiciones.**p<0,01 comparado con las condicionas
controles, ANOVA-LSD Fisher, n;3 experimentos independientes, Las barras indican ESM. Barras: 20um,

4.3. El tratamiento con el anticuerpo 1B7 induce aumento de la fosforilacién de la
Proteina Mediadora del Colapso-2 en el sitio Treonina 555 dependiente de la
actividad de ROCK. \)

A continuacion estudiamos lafs molécula/s aguas abajo end@vra de sefializacion Rhod/ROCK
involucrada en el efecto del anticuerpo 1B7 sobre el dtl\@ue!em en los conos de crecimiento.
Previamente ha sido descubierto que la Glumprnt@- Asociada a Mielina (MAG), uno de los
inhibidores de la regeneracidn axonal deriuaﬁa(@mielina mas potente, inhibe el crecimiento
neuritico de neuronas cerebelares granu)lafﬁs&ediante la activacion de la via RhoA/ROCK y su
efectora aguas abajo, la proteina Medla@%e la Respuesta del Colapso 2 (CRMP-2} (Mimura et al,
2006). Como la accidn inhibitoria d&hﬁ en estas células se basa en la unidn a los gangliosidos
GD1a y/e GT1b, hipotetizamos Q@el anticuerpo 1B7 podia alterar la organizacion de los conos de
erecimiento e inhibir la In@nd neuritica por mecanismos de sefalizacion similares (Mehta et al,
2007; Venkatesh et \Qﬂﬂ?: Primero estudiamos por inmunomarcacion si el anticuerpo 187
inducia la fosforilacién/inactivacion de CRMP-2 en el sitio de fosforilacion dependiente de ROCK,
Treonina 555. Para esto, a cultivos de neuronas DRGs tratadas con el anticuerpo 187 se le realizd
inmunofluorescencia con anticuerpos anti-CRMP-2 total (tCRMP-2} y anti-CRMP-2 T555 (Figura
14A) y se cuantificd la relacion entra la intensidad de fluorescencia dada por la marca de CRMP-2
T555%CRMP-2 total (Figura 14B). Como resultado, DRGs tratadas por 30 y 60 min con 50 pg/ml 187
mostraren un aumento en la fosforilacion de CRMP-2 T555 a lo largo de los axones en comparacion
con los cultivos tratados con g6 control. Estos resultados fueron luego confirmados mediante
electroforesis de proteinas (Western Blot-SDS Page) en homogenatos de una linea celular estable

de células de ovario de hamster ({CHO) que presentan un alta expresion del ganglidsido GD1a (CHO-
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K1GD1a+) las cuales fueron transfectadas con el vector que contiene la secuencia para CRMP-2 wt
(salvaje, segun las siglas en inglés).

El tratamiento de las células con 50 pg/mi del anticuerpo 187 indujo un incremento significativo de
la fosforilacion de CRMP-2 T555 a los 30 min pero no a los 60 min luego del tratamiente (Figura
14C).

BEw
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Figura 14: El anticuerpo 1B7 ind @I: fosforilacidn/inactivacién de la proteina CRMP-2. A:Cultivo de
neuronas DRGs fueron tratada te 30 min a las S h luego de sembradas con 50 pg/ml de IgG control o
el anticuerpe 167 v luego i marcadas con anticuerpos anti-pCRMP-2 T555 v tCEMP-2, Micrografias de
cada condicion son visug)idaas en la escala de grises para aumentar la claridad. Las imagenes fueron
analizadas utilizando rama |magel. B:; Cuantificacion de la relacion entre la intensidad de
fluorescencia de pCR CRMPZ en axones & los 30 min, © Células CHO-K1GD1a+ fueron transfectadas
con CAMPZ wt vy tratadas con 50 pg/ml del anticuerpo 1B7 & 1gG control a 30 v B0 min, Las células fueron
lisadas y examinadas por Western biat. ** p =0,01 comparado con el control, T de Student, n: 70 conos en
cada condicidn. Las barras indican ESM.

4.4. El tratamiento con el anticuerpo 1B7 inhibe la extension de neuritas a través de la
fosforilacidn/inactivacién de CRMP-2 en la T555 en forma dependiente de la
actividad de ROCK.
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Con el propdsita de confirmar el rol de CRMP-2 como efector aguas debajo de la via dependiente
de Rho&/ROCK activada por el anticuerpo 187 en la extensién de neuritas, neuronas DRGs fueron
electroporadas con vectores gque contenian las secuencias de CRMP-2 salvaje y CRMP-2 mutante,
TS55A (en la cual la treonina 555 fue remplazada por un residuo no-fosforilable, alanina,
generandole a la proteina resistencia a la accidn regulatoria de ROCE). Cabe destacar que los
constructos estaban fusionados a a la proteina FLAG, |a cual se utilizd para visualizar las neuronas
positivamente electroporadas. Las neuronas DRGs fueron tratadas con el anticuerpo 1B7 o IgG
contral (50 pg/ml} 1h luego de sembradas y mantenidas en cultivo durante 23 h luego de tratarlas.
Luego fueron fijadas e inmunomarcadas con anticuerpo anti-FLAG (Figura 15C). De las imagenes
obtenidas de cada neurona, se cuantificd la extension de la neurita arga como medida del
crecimiento neuritico. Como resultado, se pudo observar que las ne@naﬁ DRGs transfectadas con
CRMP-2 zalvaje v tratadas con el anticuerpo 1B7 mostraron a:|n Hibicidn del 36% en la extension
de neuritas con respecto a los cultivos tratados con lgG‘c@nl (Figura 15D). Por el contrario, la
accion inhibitoria del anticuerpo 1B7 en la manslﬁn@xiu fue significativamente prevenida en
las neuronas DRGs que sobreexpresaban la rﬁ@te CRMP-2 TS555A (sdlo 17% de diferencia
comparado con los cultivas contreles; p20.05 ura 150}, Como control adicional, para conocer el
porcentaje de inhibicidn que producia eé?%uerpn 1B7 zobre la extensidon de neuritas y descartar
a su vez algin efecto per se que pu-l:@ estar produciendo la sobreexpresion de la proteina CRMP-
2; se electroporaron neuronas Qﬁés con un vector comercial (pMAX que esta fusionado a proteina
verde fluorescente, uﬁli:gc@g’mn reporteral y se trataron las neuronas con el anticuerpo 1B7 6
lgG control (50 pg/m @\t\egu de sembradas y cultivadas por 23 h luego de tratarlas (Figura 15A).
Luego fueron ﬁ]adas§> cuantificadas de acuerdo a lo descripto anteriormente. Como resultado, se
encontrd que el anticuerpo 1B7 produjo un 25% de inhibicion en los cultivos tratados en
comparacion de los controles (Figura 15B). En conjunto, estos datos identificaron a la proteina
CRMP-2 como una molécula aguas debajo de la cascada de sefializacion RhoA/ROCK mediadora de
la actividad inhibitoria del crecimiento neuritico del anticuerpo 1B7 (Esquema 2}.
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Esguema 2: Representacion en
funcién de los resultados obtenidos
de la wia de sefalizacidn
dependiente e independiente de
RhoA/ROCKE  activada por el
anticuerpo 187 y su efecto sobre los
componentes del citoesqueleto.
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Figura 15: La forma mutante de CRMP-Z en el sitio de fosforilacion dependiente de ROCK (CRMFP2 T5554)
revierte la inhibicidn en el crecimiento neuritico producido por el anticuerpo 1B7. Cultivos de neuronas
DRGs fueron electroporados ¥ tratadas 1 h luego de sembradas con 50 ug/ml de igG control & 187 por 24 h
A; DRGs electroporadas con el vector pMAX-GFP. B; DRGs electroporadas con la forma wit de CRMP-2 o la
forma mutante CRMP-2 TS55A. Las imagenes fueron analizadas utilizando el programa Imagel. €y D:
Cuantificacion del crecimiento neuritico expresado en %, **p<0,01 comparada con el control, n: 273 conos,
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5. MODULACION DE LA INHIBICION DE LA REGENERACION AXONAL INDUCIDA POR EL
ANTICUERPO ANTI-GANGLIOSIDOS 187 EN MODELO IN VIVO,

5.1. Electroporacion in vivo de DRG con la forma mutante de CRMP-2 en el sitio de
fosforilacidn dependiente de ROCK ([CRMP-2 T555A) sobrepasa el efecto inhibitorio
del anticuerpo 1B7 en un modelo animal de regeneracion axonal.

Dado que el acumulo de CRMP-2 en nervios regenerando y su sobreexpresion aumentan la
regeneracion axonal en nervios lesionados en neuronas motoras (Suzuki et al, 2003), nos
propusimos confirmar su rol como un mediador aguas abajo en la via fializacion Rhod/ROCEK
del efecto inhibitorio del anticuerpo 1B7 sobre la regeneracion ﬁnal en un modele animal
establecido. Mediante cirugia de hemilaminectomia para accg-gg’?as DRGs L4-L5, los constructos
de CRMP-2 wt v la forma mutante CRMP-2 T555A fueron ;@drunuradus en combinacién con el
vector de tubulina-GFP en ratones de la cepa C57BlG :'IE'SE'E de edad. Una semana después de
la electroporacion se les realizo una contusion gqﬁnenﬂlﬂ ciatico (3 animales por grupo). Luego
los animales fueron tratados con una unica dpsi¥'de 1 mg del anticuerpo 187 24 h posteriores a la
contusion. La regeneracion axonal fue @}%ada 12 dias mas tarde en un segmento del nervio
ciatico distal a la zona de la mntusi%%edlante la cuantificacion del numero de axones a 100 pm,
200 pm y 300 pm distales a la 6& de la lesidn. Observamos que el tratamiento intra-peritoneal
con el anticuerpo 1B7 In@c una fuerte inhibicién de la regeneracion axonal en los ratones
electroporados con CF Q}\ wt [Figura 16A). Por el contrario, los axones que sobreexpresaban la
forma mutante de CRRP-2 (TS55A) mostraron una capacidad regenerativa robusta a pesar de la
presencia del anticuerpo 1B7 (Figura 16B). La cuantificacion de la regeneracion axonal (medida
como la relacion entre el nimero de axones post-lesion respecto al nimero de axones pre-lesion}
indicd que mas del 70% de los axones provenientes de las DRG que sobreexpresaban CRMP-2-
T5554 regeneraron a 300 pm post-lesidn mientras que sdlo el 20% de los axones que
sobreexpresaban CRMP-2 wit alcanzaron esa distancia (Figura 16D). Estos resultados confirmaron
in vive el rol de CRMP-2 como mediador del efecto inhibitorio de anticuerpos anti-gangliosidos en

la regeneracion nerviosa (Esquema 3).
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Flgura 16: La electroporacién in vive de CRMP-2 TS5SA revierte la inhibicidn de [a regeneracidn axonal
producida por el anticuerpo 187, Animales de la cepa C57B1% fueron co-electroporados con CRMP-2 wt o
CRMP-2 T555A ¢ tubulina-GFP en las DRGS L4-L5, Luego se les realizg una contusion del nervio ciatico a nivel
del muslo medio v posteriormente una imyeccidn i.p. de Img de anticuerpo 1B7, Imdgenes representativas
de los nervios electraporadas con CRMP-2 wi [A) v con CRMP-2 TS554 (B]. C: Magnificacidn de las zonas
pre-lesian y post-lesion en ambas condiciones experimentales, D: Cuantificacion de la regeneraciéon axonal
medida como la relackdn entre el nomero de axones distales (100, 200 v 300 wm) a la leskon normalizado
can el numers de axones prowimal a la 2ona de lesion. Las imagenes Teeron analizadas utilizando el

pregrama imagel. "p<0,05 **p <0,01, n: 3 animales en cada grupo, T de Student. Las barras indican ESM.
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Esquema 3: Representacidn de los mecanismos moleculares que subyacen al efecto del anticuerpo 187
sobre conos de crecimiento de DRGs. Cuando el anticuerpo interacciona con los ganglidsidos ubicados en la
membrana desencadena eventos de fransduccion de sefiales tanto de forma dependientes e
independientes de la via mayoritariamente asociada a procesos de inhibicidn de la regeneracion axonal
(RhodROCK), mostrando efectos diferenciales sabre los componentes del citoesqueleto del cono.
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En funcion de los resultados obtenidos, decidimos continuar con el estudio de las wias de
sefializacion relacionadas con el colapse de la lamela en forma Independiente de la via de
RhoA/ROCK en el cono de crecimiento de neuronas DRGs. Para esto, y mediante la técnica de FRET,
se¢ analizd la actividad de las otras dos pequenas GTPasas implicadas en la modulacion de los
componentes del citoesqueleto, Cded v Racl, Cultivos de neuronas DRGs fueron electroporadas
con €l biosensor de Cdcd? v Racl basado en FRET v cultivadas por 24 h para permitir la apropiada
expresion de los mismos. Luego las celulas fueron mecanicamente disociadas y re-sembradas por 5
h para permitir el proceso de extension de neuritas. La actividad de Cdcd2 y Racl se cuantifico en
conos de crecimiento de neuronas DRGs tratadas con el anticuerpo 1B7 (50 pg/ml) a diferentes
tiempos (0, 15, 30, 45, 60 y 90 min), (Figura 16). Se observd que el tr ento con el anticuerpo
1B7 no tiene efecto sobre la actividad de Cdcd2 [Figura 17 A v C). ﬁb smbargo, encontramos una
caida transitoria de la actividad de Racl a las 15% min vp atamiento (Figura 17 B y D).
Numerosos trabajos demuestran la relacion de esta peqq{e} GTPasa con la lamela de actina en
conos de crecimienta, por lo gue este hallazgo p@}\ pxplicar &f mecanismo por el cual el
anticuerpo 1B7 produce el colapso de la mlsma.\(gﬁ
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Fig.17: El tratamiento de culti qa:)a‘é DRGs con el anticuerpo 187 induce inactivacion temprana de Racl.
Meuronas DRGs fusron elect radas con el biosensor basado en FRET de Cdcd2 y Racl 5 h antes de
tratarlas con 50 pg/mil d @}ti%uemn 1B7. A y B: Microfotografias tomadas a diferentes tiempos (0, 15,30,
4% 60 v 90 min) IhEgn@r'atamie nto con el anticuerpo 187 son ilustradas en un mapa termal de pseudo-
color gue muestra la activacidn de BRhod en conos de DRGs {colores fuertes, alto FRET; colores frios, bajo
FRET). C v D: Cuantificacion de la actividad de Cdcd2 y Racl respectivamente. *p<0,05 ANOVA-LSD Fisher,
n:3 experimentos independientes, Las barras indican ESM., Barras: 20um,
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Diseusion

En este trabajo de tesis demostramos que el anticuerpo 1BY asociado al Sindrome de Guillain-
Barré penera alteraciones en los componentes del citoesqueleto del cono de crecimiento de
neuronas sensitivas, A su wvez, demostramos gue estas alteraciones se producen mediante la
activacion de vias de sefalizacidn tanto dependiente como independiente de RhoA/ROCK vy la
inactivacidn/fosforilacidén de wna proteina directamente relacionada con la estabilidad de
microtdbulos (CRMP-2). Por dltimo, demostramos que la modulacion de CRMP-2 es capaz de
prevenir el efecto inhibitorio producido por el anticuerpo en un modelo in vivo.

Existen numerosos trabajos gque relacionan la presencia de altos titulos de anticuerpos anti-
gangliosidos con recuperacion incompleta y/o mala prognosis en el Sindrome de Guillain-Barra
[Annunziata et al, 2003; Bech et al, 1997; Carpo et al, 1999; Eregsunégl} 1993; llyas et al, 1992;
Jacobs et al, 1996; Kuwabara et al, 1998; Press et al, 2001; Simﬂn@al, 1993). En muchos casos,
las fallas en la recuperacion clinica estan asociadas tu:tn @acinnes o deficlencias en la
regeneracion axonal (Sheikh, 2011}, Trabajos anteriores Id@ta ron que la transferencia pasiva de
antlcuerpos anti-ganglidsidos monoclonales o der@}; de pacientes con GBS actuan como
factores inhibitorios en un modelo animal de regesePacion axonal generando conos de crecimiento
distrdficos en los nervios periféricos [Lehma ngf\al, 2007; Lopez et al, 2010). En este sentido, en el
presente trabajo se desarrolléd un nﬁ?% ex-vivo de inhibicién de la regeneracion axonal
producido por el anticuerpo 187 Ené%ue s encontraron conos de crecimiento de tipo distroficos
en los extremos de los amnescl;ahibidns, similares a los descriptos primeramente por Ramon y
Cajal en el sistema newiusgéntral y visualizados en el modelo animal de regeneracion axonal
mencionado anterio \\e; cuya importancia radica en la posibilidad de realizar estudios gue
permitan la mmprﬁ de los mecanismos de formacion de dichos conos, que adn no es
conocido, como asi también su posible modulacién mediante la intervencion farmacoldgica en un
modelo gue semeja el efecto gque presenta el anticuerpo 1B7 sobre la regeneracion axonal in vive.
En cuanto a los resultades ebtenides en cultives neuronales primarios, existen diversos estudios
gue han demostrado que anticuerpos anti-ganglidsidos pueden inhibir el crecimiento neuritico en
neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRGs) por union a gangliosidos v a través de la activacion de
la via de la peguefa GTPasa RhoA y su kinasa asociada (ROCK], la cual es una cascada de
sefializacion comun a otros inhibidores de la regeneracion axonal bien establecidos (Mehta et al,
2007; Zhang et al, 2011). En funcion de estos antecedentes, realizamos una caracterizacion
detallada de los efectos del anticuerpo 1B7 en |3 organizacion del citoesqueleto nevronas DRGs en
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cultivo, Es importante resaltar en este punto que las conclusiones obtenidas en este modela y las
diferencias encontradas en cuanto a los resultados publicados hasta &l momento, se deben
exclusivamente al experimento de video-microscopia. Esta tecnica permitio visualizar una
diferencia en la dinamica temporal del efecto del anticuerpo 1B7 sobre los componentes del
citoesqueleto v posterirmente identificar la activacion de vias de sefializacion exclusivas a cada
efecto. En estos cultives neuronales, los resultados obtenidos demuestran que el anticuerpo 1B7: 1)
induce rapidamente un colapso de la lamela independiente de la via de RhofA/ROCK; i) produce
contraccion de los filopodios en forma dependiente de la wvia RhoA/ROCK; vy iii) inhibe el
crecimiento neuritico mediante la fosforilacidnfinacthvacion de CRMP-2 en el sitio de la treanina
555 dependiente de la via RhoA/ROCK en cultivos disociado de DR iendo estos resultados

posteriormente corroborados en  un modelo animal in vivo de@:hi:hﬁn de la regeneracion

axonal. C;&Q)

En la bibliografia, existen diversos trabajos publicados 5::-1)@hibldnres. de la regeneracion axonal
derivados de mielina v moléculas de guia amp!i@\}\e caracterizadas gue comvergen en la
activacion de una cascada de sefalizacion mr!'nl;gnue es la via de RhoA y su quinasa asociada
{ROCK) para inducir el colapso del cono de c@"nienm. Un ejemplo de esto es MAG, una lectina
de la familia de las proteinas unidor : acido sidlico con dominios tipo inmunoglobulinas
(SIGLEC-4a), la cual reconoce uarl%@!ceptures axonales incluyendo los ganglidsidos complejos
GD1a v GT1b (Lopez, 201#;. 6"&:3#1&5 de la union al complejo de receptores formados con
gangliosidos GT1b, recept e Nogo 1 (NgR1), LINGD-1 y el receptor de baja afinidad para
neurotrofinas p75 1p?©\aﬂu ando como una molécula transductora, MAG es capaz de inhibir la
regeneracion axonal” mediante la activacion de la cascada de sefializacidn RhoA/ROCK.
Alternativamente, el receptor de neurotrofinas huérfano TAJTROY puede funcionar como una
molécula transductora en neuronas que no tienen expresidn de p75™" (Lopez & Schnaar, 2009). La
activacion de RhoA involucra la interaccidn del dominie intracelular de p75%™ con el inhibidor de
disociacién alfa de Rho-GDP (RhoGDla), v el posterior desplazamiento del complejo Rho-
GDla/RhoA (Yamashita & Tohyama, 2003). S5in embargo, MAG es capaz de inhibir la regeneracion
axonal a través de la unidn a ganglidsides por vias independientes al receptor p75""™ que adn no
han sido dilucidadas. Esto refleja en parte la complejidad en cuanto al reclutamiento de diferentes
co-receptores vy moléculas de seflalizacidén por medio de los diferentes receptores axonales en

células nerviosas (Mehta et al, 2007; Venkatesh et al, 2007). De manera similar, el anticuerpo 187
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inhibe la regeneracion axonal in cultives primarios de neuronas DRGs uniéndose a gangliosidos y
activando la cascada de sefializacidn de RhoA/ROCK de manera independiente al receptor p75"™
{Zhang et al, 2011). Resultados similares se obtuvieron estudiando el efecto del anticuerpo 1B7 en
el modelo animal de regeneracion axonal utilizando animales deficientes del receptor
p75""(Zhang et al, 2011) , confirmando la redundancia de este receptor. A pesar que el rol de
TAI/TROY no puede ser excluido, la identificacidn de una molécula transductora usada por los
ganglidgsidos aun permanece sin dilucidar,

A pesar de ser glicoesfingolipidos ubicuos, los ganglidsidos estan altamente concentrados en el
sistema nervioso, 5e expresan en la cara externa de la membrana plasmatica, e interaccionan con
una gran variedad de receptores de membrana modulando su activid pez & Schnaar, 2009).
5in embargo, la unidn de anticuerpos a ganglidsidos puede pmm::ﬂ\b activacion de receptores de
membrana sin que eso impligue una interaccion directa I:EGFI!'I i&@al, 2013). Esta observacion y la
naturaleza lipidica de los ganglidsidos suma mayor com ad a las limitaciones tecnicas para
estudiar las interacciones moleculares de estos en la @kprana celular.

La inhibicidn de la extensidn de neuritas por I'ugh}gnraués de la via Rhod/ROCK es llevada a cabo
par la modulacion de la actividad de varias rreﬁé\'ulas efectoras que afectan el citoesqueleto de los
conos de crecimiento (Fujita & famas@eﬁmd:- Das principales mecanismos que modulan el
citoesqueleto de actina han sido at@ameme descriptos: por un lado, el colapso de la lamela a
través de la estimulacidn dg l@%ﬂntmcﬂlidad de actina-miosina mediante la regulacion de la
fosforilacion/activacion de dependiente de ROCK; y por otro, la disrupcion del citoesqueleto
de F-actina mediant i@a\f’nﬂlacmnﬁnacmaciﬂn de la actividad de cofilina dependiente de la via
de ROCK/LIMKL, qugdemés. dispara la actividad cronica de la fosfatasa Slingshot resultando en
un aumento de la actividad de cofilina (Hsieh et al, 2006).

Nuestros resultados referidos a los mecanismos moleculares asociados con el efecto inhibitorio del
anticuerpo 1B7 sobre la regeneracian axenal resaltan la presencia de vias dependiente e
independiente de ROCKE. Asi, el colapso de la lamela aparece como un primer evento disparado por
el anticuerpo 187 en el cono de crecimiento y no puede ser prevenido por la inhibicion
farmacologica de la via Rho&A/ROCK. En este sentido, se ha descripto que la sobreexpresion de Racl
o de uno de sus GEFs, TIAMI aumenta la elongacidn axonal mediante el crecimiento de la lamela
de actina (Ehler et al, 1997; Kunda et al, 2001). Estos resultados van en concordancia con los
resultados obtenidos, ya que la inactivacion de Racl en los primeros minutos del tratamiento
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coincide con el ripldo colapso de lamela que visualizamos en nuestro modelo. En este sentido, un
dato a resaltar como limitante para estudiar esta pequefia GTPasa es que no hay comercialmente
dispoenible inhibidores farmacologicos especificos para Racl y su modulacion mediante |a
transfeccién/electroporacion con  diferentes mutantes se encuentra asoclada a fenotipos
aberrantes.
En cambio, la contraccion de los filopodios y las alteraciones en la organizacidn/dindmica de los
microtdbulos siguen a la activacion de RhoA en los conos de crecimiento y pueden ser prevenidos
por inhibicion farmacolégica de la via de Rhoa/ROCK. Diversos trabajos anteriores describen que la
modulacién dependiente de ROCK de la red de micretibulos por MIA involucra la
fosforilacion/finactivacion de CRMP-2, afectando el ensamblado de los Gﬁtﬁhulﬁs {Mimura et al,
2006), Muestros resultados demuestran gue la unién del anticub{}:l a los ganglidsidos de la
membrana produce la fosforilacidn/inactivacion de CRMP-2 ve%}@f?reunina 555, sitio dependiente
de ROCEK, resultando un paso critico para inhibir la mansi@el crecimiento neuritico en cultivos
primarios de DRGs. Ademds, la electroporacion i de DRG: con |a farma mutante no-
fosforilable de CRMP-2 en el residuo de la treuljiygbﬁft es capar de sobrepasar la Iinhibicion de la
regeneracion axonal mediada por el anticuer{{:l\ﬂ?, corraborando el rol de la via de sefalizacion
de Rhot/ROCK/CRMP-2 en la actividad i ) itoria del anticuerpo sobre la regeneracion axonal. En
este sentide, hallazgos m{ienm%}%entifimn el ral de CEMP-2 en wvarias condiciones
neurodegenerativas como asl Q@hién el efecto de la droga antidepresiva y ansiolitica atipica,
tianeptina, en la manipulac %nﬂmlﬁgmﬁ de CRMP-2 v promocion del crecimiento neuritico en
DRGs de pollo; lo qu @\cunjunt{:: con nuestro resultados, resalta a CRMP-2 como un potencial
blanco terapéutico p% promover |a regeneracidn axonal en el 5GB (Hensley et al, 2011).
Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis identifican un complejo escenario en el cual la
unidn de anticuerpos anti-gangliosidos a las células nerviosas produce la activacion de maltiples
vias de sefalizacion para inhibir la regeneracion axonal, incluyendo una via de sefalizacidn
universal gue subvace el colapso del cono de crecimiento. Una pregunta importante que necesita
ser contestada es si estos procesos de sefalizacién estan conectados o poseen una relacion causal
entre si o simplemente representa la activacion de dos vias independientes en diferentes dreas del
cono de crecimiento. En este sentide, se ha demostrado que la proteina CRMP-4 que se une a
microtibules forma un complejo funcional con RhoA moduldndo el citoesqueleto de microtubulos
y actina en el cono de crecimiento en respuesta a MIA (Alabed et al, 2006; Khazaei et al, 2014} .
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Otras evidencias soportan el rol de factores que modulan las pequefas Rho GTPasas como
consecuencia de su liberacion luego de la depolimerizacion de microtibulos (Conde et al, 2010;
Chuang et al, 2005; Montenegro-Venegas et al, 2010). Nosotros hipotetizamos que,
independientemente de la via de sefializacidn inicial {gue de acuerdo a nuestros resultados es la
inactivacion de Racl), la retraccién o el colapso de lamela libera factores como GEFs gue
subsecuentemente convergen en la activacion de RhoA. Si esto es correcto, entonces drogas que
promuevan la estabilidad de F-actina podrian prevenir la activacidn de RhoA y sobrepasar la
inhibicidn del crecimiento neuritico. Es importante tener én cuenta gque en contraste con muchos
inhibidores de la regeneracion axonal cuya actividad aparece restricta a la cicatriz glial que rodea el
sitio de lesion, los anticuerpos anti-gangliosidos son factores 5ulub|:§ﬁparecen como sefiales
inhibitorias a lo largo de todo el proceso de regeneracion nerviosa, e el sitio de lesion hasta la
reinervacion del organo blanco. Recientemente ha sido Drﬁpqeﬁme la regeneracion axonal en el
sistema nervioso central puede ser promovida por la Eﬂab@:iﬁﬂ farmacologica de microtubulos
mediante el uso de drogas como Tawol, mntmpes@&la relacion retraccion/inestabilidad de
microtibulos producida por inhibidores de la rgggﬁvaclﬁn axonal {Erturk et al, 2007; Hellal et al,
2011). Por otro lado, se ha documentado portancia de la via de Rho como una sefial
intracelular clave gue regula el tr&]mie@‘%ﬂnal ¥ que su inactivacion promueve la regeneracion
axonal in viva (Mckerracher et al, 1:@‘ En este sentido, se ha sugerido a la enzima C3 transferasa
con capacidad permeable a Iaéﬁtrada de la célula [cuyo nombre comercial es Cethrin) como
candidata para tratam}en'g.oe?@ lesiones de médula por su eficiencia para difundir rapidamente a
través de la misma L@}Fumaine et al, 2008). El potencial uso terapeutico de Y-27632, un
inhibidor especifico de ROCK, ha sido también propuesto en muchos estudios pre-clinicos y
algunos ensayos clinicos de fase 1, emergiendo como un tratamiento exitoso para promover |a
regeneracion axonal en el sistema nervioso central y periférico (Forgione B Fehlings, 2014;
McKerracher et al, 2012). Otro inhibidor de la misma via propuesto ha sido Fasudil clorhidrato, el
cudl ez utilizado en la clinica en pacientes con isquemia (Xiao et al, 2014). Estudios en neuronas
motoras y neuroblastoma, han mostrado la posible eficiencia de este inhibidor en procesos de
crecimiento y regeneracion axenal (Hiraga et al, 2006; Xiao et al, 2014). 5i bien estas terapias
resultan promisorias, es sabido que la correcta reinervacion del blanco es clave para la
recuperacion clinica; siendo los componentes del citoesqueleto v en especial la actina una pieza
fundamental para gular correctamente al cono de crecimiento hacia el drgano blanco. En
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los nervios periféricos, los axones son guiados por factores liberados por las células de Schwann y
por sus arganos blanco (5cheib & Hoke, 2013). Por lo tanto, tratamientos farmacoldgicos gue
inducen el ensamblado/estabilizacion de microtibulos, a pesar de que promueven la extensicn
axonal, pueden resultar inadecuados para promover de manera precisa y eficiente la reinvervacion
del blanco debido a su inhabilidad de restablecer la lamela de actina en el cono de crecimiento en
pacientes con SGB que presentan alto titulos de anticuerpos 1gG anti-gangliosidos. Es por esto que
futuros trabajos deberan enfocarse en el estudio de la posible interaccion que pueda haber entre
vias dependientes e independientes de RhoA/ROCK a través de GEFs cuya ubicacidn y funcidn se
encuentre relacionada con los componentes del citoesqueleto en el cono de crecimiento. Ademas,
si esta comunicacion entre las vias logra confirmarse, entonces es p le que al bloguear los
efectos negativos del anticuerpo 1B7 sobre la lamela de actina se&}osible revertir el efecto del
anticuerpo sobre la via de RhoA/ROCK y mas Espec'rﬁcamentf} tghs filopodios y la dinamica de
microtibulos. Por dltimo, estudios que demuestren Ia‘@ncia de reinvervacion del argano
blanco son necesarios para entender si la moﬁy\hn farmacologica de ciertos blancos
terapéuticos relacionados con el efecto inhihitqu%(&uducida por el anticuerpo 1B7 son efectivas
para lograr no solo aumentar la capacidad r-eggd\ratlua del axén sino también su funcionalidad.
¥
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Materioles y Métodos

Cultives disociados de neuronas del Ganglio de la Raiz Dorsal (DRGn):

Meonatos de rata Wistar de entre 5-7 dias de vida fueron decapitados y los ganglios de la raiz
dorsal (DRG) removidos quirirgicamente. Luego fueron disociados mediante tratamiento con 0.7%
de colagenasa durante 13 min con el posterior agregado de 0.1% de tripsina en medic DMEM
durante 25 min (tlempo de enzimas considerado para 25-30 ganglios) v luego triturados con tips de
pipetas de didmetro decreciente. La suspension celular obtenida fue sedimentada mediante
centrifugacion a 100xg por 1 min. Las células fueron luego resuspendidas en medio DMEM y
sembradas en placas de Petri de 35 mm por 1 hora para separar las neuronas DRGs {150-200 =107
aprox.) de la glia. Las células no adheridas (mayoritariamente neuronas DRGs) fueron luego
sembradas en vidrios (previamente tratados con 10 pg/ml de poli-L-ligi 1 pg/ml de laminina-1
de raton) en medio DMEM suplementado con 10% de Suero Fe%};:winu (FBS por sus siglas en
inglés)), 1% de penicilina/estreptomicina y glutaMAX por I.I'\Qﬁegu el medio fue removido v las
células  fueron mantenidas en medio MNeurobas @uplemnntadn con B2F, 1% de
penicilina/streptomicina, glutaMAX v 50 ng/ml de @or de crecimiento nervioso [NGF por sus
siglas en inglés). . *'gb

O

D

Co-cultivo de explanto de DRG- o ciatico:

Meonatos de raton C57/BI6 de enpee 5-7 dias fueron decapitados y los DRG junto con segmentos
de nervio ciatico fueron re 05 quirdrgicamente y luego colocados sobre vidrios (previamente
tratados con nitrﬂceluhé«@cmldiluidm en 0.02% de acido acético- v luego con coldgeno 0.5M).
Tanto los explantm%—u\g los segmentos de nervio fueron ubicados en proximidad uno del otro y
mantenidos con medio DMEM suplementado con 10% de FBS, 5% suero de caballo [HS, por sus
sigals en inglés), glutaMAX, 1% de penicilina/estreptomicina v 25 ng/ml de NGF a un volumen de
medio gque deje expuesto la mitad de volumen ¢7% sin cubrir los co-cultivos. Los mismos fueron
mantenidos durante 72 horas para permitir la regeneracion de los axones de los explantos de DRGs
sobre los segmentos de nervio. Luego fueron fijados con 4% de paraformaldheido 4% durante
1.30h a temperatura ambiente, Se obtuvieron imagenes de los cultivos mediante reconstruccion
por microscopia confoeal y se procedid al andlisis de las imagenes cuantificando los axones
presentes a 100 pm desde el comienzo del segmento del nervio praximo al DRG). En los conas, se

cuantificd la intensidad de la marca de B-lll-tubulina y el tamafio fue medido como la relacion
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entre el didametro del cono/axan (Erturk et al, 2007).

Electroporacion in vitro:

Neuronas disociadas (1 millén de células) fueron transfectadas con plasmidos utilizando el
MucleofectorAMAXA® con el kit (Lonza) Basico de Neurona SCN Nucleofectar® o alternativamente
con la solucion de electroporacion Ingenio (Mirrus) con 0.5-2 pg de ADN dependiendo de cada
constructo  utilizando el programa especifico para este linaje neuronal de acuerde a las

instrucciones del proveedor.

Anticuerpo monoclonal Anti-gangliésidos:

La generacion, especificidad y purificacion del anticuerpo antl-GD}ik ib gG2b iclon 1B7) fue
producide en un raton knockout v reportado en estudios pr (Gong et al, 2002; Lunn et al,
2000; Zhang et al, 2004}, incluyendo su potente capandadée\mhiblr la regeneracion axonal en un
modelo animal (Lehmann et al, 2007). 1gG de suero Q@gﬁfm normal fue wtilizada como control

negativo del anticuerpo. . (gb
N

O
@0

C\
Tratamientos:
Meurcnas DRG disociadas fueron pdas & h post sembradas con el anticuerpo anti GD1a/GT1b o
IgG control (50 pg/ml) y anai\n@&‘is a diferentes tiempos. En los experimentos en que se utilizd el
inhibidor de la pmtemggb {Exoenzima C3 permeable a la membrana celular, Ia cual ADP ribosila
Rho en el sitio Ms-ﬁ%\:ﬂﬂshiﬂun], las células fueron tratadas con 1 pg/ml del mismo 1 h antes
de la adicion del anticuerpo 1B7 ¢ IgG control a los cultivos. Para los experimentos con el inhibidor
de |a proteina quinasa asociada a Rho (ROCK, ¥-27632, Calbiochem), los cultivas fueron tratadas
con dosis de 2 6 10 pM del mismo 30 min antes de la adicién del 187 o I1gG control. En otro set de
experimentos, los cultivos fueron pre-tratados por 1 h con 10 mU/ml de V. cholerae sialldase, una
enzima que hidroliza acidos sialicos y elimina la union del anticuerpo 187 a los ganglidsidos GD1a v
GT1b que son hidrolizados a GM1 (Mehta et al, 2007).
En el caso de los co-cultivos de explanto de DRG-nervio cidtica, los mismos fueron tratados a las 24

v 48 h con la aplicacidn directa sobre los nervios de 1ul (1mg/ml) del anticuerpo 187 o IgG control.
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Constructos de ADN:

Las secuencias de ADN para o-tubulina humana fusionada a la proteina verde fluorescente
({tubulina-GFP) expresada en el vector pcDNA 3.1 (Invitrogen) v para el biosensor de F-actina
LifeAct-mCherry (lbidi®*) fueron utilizadas en los experimentos de video microscopia. Los
constructos pdJ40FLAG conteniendo las secuencias de rata para CRMP-2 salvaje v una forma
mutante en el residuo 555 (CRMP-2 T555A) fueron generosamente provistos por la Dr. Christine
Hall {University College London, London, UK) y su uso previamente reportado (Brown et al, 2004;
Hall et al, 2001). Estos constructos fueron usados para experimentos de electroporacion in vitro e
in vivo., Para los experimentos de extension de neuritas también fue utilizado el vector pMAX el
cudl estda contenido en el kit (Lonza) Basico de MNeurona SCN N or* como control de
electroporacion, &

N4

Microinyeccidn de células: O

Meuronas DRG disociadas luege de sembradas y }enidas durante 1h en medio con NGF
(tiempo suficiente para que se adhieran al su:@u y comiencen a extender neuritas), fueron
nucleginfectadas con Tubulina-GFP y Llfe-a%\-ﬁ’k erry (0.2 ppful de cada uno de los plasmidos)
utilizando capilares de borosilicato de y buffer con HEPES {10 mM) v KCl (140 mM) pH: 7.4
como se describe (Zhang & Yu, Q, El equipo utilizade para microinyectar fue el Microinjector
5242 Eppendorf®, en el cudl ﬁa&mgramamn las siguientes presiones: P1 (presion del tubo de
nitrégeno): valores entre 3@-}'011! hPa; P2 (presidn de injeccion): valores entre 40-2000 hPa; P3
(presién que no perm&@%ﬂe vuelva flujo hacia adentro del capilar): valores entre 20-700 hPa, se lo
mantuvo entre Bﬂ% hPa. Las células fueron mantenidas durante el tiempo en que se las
microinyectaba con temperatura controlada y no mas de 45 min fuera del incubador, en medio
Leibovit's L15 (Invitrogen), por lo que aproxim. 100 célufas fueron microinyectadas en ese tiempo

por condicion.

Video microscopia:
Meuronas DRG disociadas fueron co-nuclesinfectadas con tubulina-GFP y Lifesct-mCherry, Luego
de 5 h post-nucleninfeccién, las células fueron tratadas con 187 o IgG control y seguidas durante
1.5h por video microscopia (adguiriendo imagenes cada 15 min) utilizando un microscopio de
disco giratorio (Spinning Disk Ohlympus D5U) con un objetivo de inmersidn de
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60x/1.42 NA. Para el seguimiento de las neuronas en el microscopio se procedid al armado de una

camara que permitid mantenerlas con medio de cultivo durante el tiempo de estudio.

Inmunofluorescencia:

Mewronas DRG disociadas fueron fijadas por 20 min con paraformaldehido 4% vy lavadas 3 veces
con PBS 1X. Luego fueron incubadas por 1.30 h a temperatura ambiente con solucion de bloqueo
(PBS, 5% HS, 0.02% Triton X-100 (Sigma)). Los anticuerpos primarios {anti-TU1 (covance); dilucion
1:2000], anti- -a-tubulina acetilada (Lys40 [Cell Signaling); dilucion 1:500) o

anti-tubulina tirosinada (clone TUB-1A2 (Sigma); dilucion 1:1500) fueron resuspendidos en
solucion de blogueo y agregados al cultivo por 2 h a temperatura amhi@e. La inmunoreactividad
fue detectada uwsando anticuerpos secundarios antl-ratén conj con Alexa Fluor® 488
{linvitrogen); dilucidn 1:500), g5 biotinilade anti-conejo {dilug’-:’m 1:500) vy Streptavidina Cy3
((Jackson Immunoresearch Laboratories, JIL); dilucidn lgvy anticuerpo Cy3- anti-ratdn ((JIL);

dilucigén 1:500) respectivamente y el marcador de F-@N a Acti-stain 555 Faloidina fluorescente

{{Cytoskeleton);dilucion 1:250) por 1.30 h a tem ra ambiente. Los cultivos fueron montados
con Mowiol (Sigma- Aldrich). {)(b'

Los co-cultivos fueron incubados con 54{@ on de blogueo (PBS 1X, 5% HS y 0.2% Triton x-100)
durante 1.30h a temperatura ambi-%t “Luego fueron incubados toda la noche con el anticuerpo
primario anti-beta-lll-tubulina ng dilucion 1:2000) y posteriormente la inmunoreactividad fue
detectada con el anticue@ ecundario anti-raton conjugado con Alexa Fluor® 488 (dilusidn
1:500] en una incu h?:iﬁ@e 2 horas,
%\

Fijacion de Citoesqueleto:

En algunos cultivos disociados de DRG, se llevé a cabo un tipo de fijacion que permite la
preservacion de la membrana plasmatica, endomembranas y componentes del citoesqueleto. Para
dicha fijacion, se prepard un buffer PHEM 2X con Pipes (18,14g), Hepes (6,5g), EGTA (3,8g) y MgS0,
{0,99g]) {para 500 mil de buffer). Luego se procedid a la preparacidn del fijador con PHEM (2X],
Glutaraldheido {0.25%), Paraformaldheido (3,7%), Sucrosa (3.7%) y Tritdn x-100 (0.1%). Se fijaron
los cultivos durante 20 min a temperatura ambiente y luego se procedid a la inmunomarcacion

correspondiente.
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Electroforesis de proteina:

Células CHO-K1 (ATCC, Manassas, WA, USA) genéticamente modificadas para expresar los
panglicsidos GM1 v GD1a [CHO-K1GD1a+, descriptos comao clone 4 en [Crespo et al, 2002) v
generosamente provistas por el Dr. ). Daniotti, Universidad WNacional de Cordoba) fueron
transfectadas con 1 pg/ul del vector pXJA0FLAG conteniendo la secuencia para CRMP-2 salvaje
usando Lipofectamina 2000 (0.4 plfwell) en OptiMEM (Invitrogen). Las células fueron mantenidas
par 34-48 h para permitir la expresion del ADNc y luego tratadas con 187 (50 pg/ml) por diferentes
tiempos vy luego recolectadas y homogeneizadas en buffer RIPA conteniendo 1% Triton X-100, 1%
deoxicolato de sodio, 0.1% 5DS, 0.15 M NacCl, 0.05 M Tris-HCl, pH 7.2 con el

agregado de una mezcla de inhibidores de proteasas comercial (Sig 40). Los homogenatos
fueron hervidos por 5 min. Luego de centrifugar las muestms‘.:j, 000 rpm, 10 min, 4°C), el
contenido de proteinas presente en los sobrenadantes fue de@%inadn usando un ensaya DC™
iBio-Rad Life Science).Los homogenatos celulares fuero ‘@d:}s en buffer Laemmli y separados
en un gel al 10% de SDS5-poliacrilamida, mmbrénd@'lﬂﬂ ug/ calle. La inmunodeteccion fue
realizada utilizando un anticuerpo policlonal 1gG*®??mejn anti-CRMP2 reconociendo un sitio de
foforilacion treonina 555 (Tre 555), 1dilu:|@1@ﬁw (ECM Biosciences)). Para asegurar que la misma
cantidad de proteina fue mmbmda.@ realizé un control de carga para normalizar la
inmunaoreactividad con un anti:ue@%mbmbulina. utilizando el anticuerpo monoclonal anti-o-
tubulina {(clone 12G10); diluc@ﬁ}.lﬂml y €l anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa anti-
IgG de raton (anti-raton lg%ﬁ}x} de cabra) (dilucion 1:5000; (JiL)). El anticuerpo 12G10 generado por
los investigadores Fr@ﬁv Melsen fue obtenido del Developmental Studies Hybridoma Bank bajo
el auspicio de NICHD y mantenido en la University of lowa, Department of Biology, lowa City, 1A,
USA. Las membranas fueron reveladas mediante quimicluminiscencia utilizando un kit comercial
(ECL, Amersham Life Science]. La presencia de las bandas se detecto mediante autoradiografia
utilizande placas radiograficas de uso médico [Agfa X-ray film,). Las autoradiografias fueron luego
digitalizadas por medio de un scanner y el andlisis densitométrico de las bandas se realizé
mediante el wuso del sofware Scion Image for Windows (Scion Corporation). Los valores
densitométricos de pCRMP-2 se normalizaron con respecto a los del anticuerpo anti-a-tubulina y

dichos valores fueron utilizados para el posterior analisis estadistico.
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Andlisis de morfologia de los conos de crecimiento:

En los cultivos disociados, el drea de lamela fue definida como: Area de lamela= Area de F-actina-
Area de beta-lll-tubulina (Laishram et al, 2009). Para analizar la dindmica de los MTs, se cuantifict
la relacion entre las dreas abarcadas por ambos tipos de tubulina. La relacion o radio de tubulina
fue definido como el Area de tubulina acetilada/ Area de tubulina tirosinada (Witte & Bradke,
2008). La longitud de filopodios fue medida desde la base del filopodio hasta el final. Tanto Ia
superficle del drea del cono de erecimiento y la longitud de filopodios fueron medidos con el

software Fiji (una plataforma abierta); (n= 40-60 conos de crecimiento por grupa).

Estudios de extensién de neuritas: O

MNeuronas DRG disociadas electroporadas con CRMP-2 salvaje o la Qﬁ‘m CRMP-2 T555A fueron
cultivadas por 24 h. A la hora de sembradas fueron tratadas ;g?lﬂ? o IgG control (50 pg/mi).
Luego de las 24 h, fueron fijadas por 20 min con pa“l@{l{a!dehidu 4% vy se les realizd una
inmunotincion con el anticuerpo primario anti-FL @ucidn 1:500; (Sigma-Aldrich)) y con el
anticuerpo secundario Alexa Fluor® 488 :nnjugadn@i!u:i:ﬁn 1:500; (Molecular Probes)) para
detectar las neuronas positivamente electro : as. Las imagenes fueron adguiridas utilizando un
microscopio de epifluorescencia (Zeiss) ysaltdo un objetivo de aire de 200/0.8 NA y analizadas con

el software Fiji. La longitud de la n%;@a mas larga de cada neurona fue medida (2 al didmetro del
cuerpo celular); (n = 6080 neu{;ri@as par grupo).

&
Ny
Transferencia de E@ﬂa de Resonancla Fluorescente (FRET):

Meuronas DRG disociadas fueron electroporadas con biosensores basados en la técnica de
microscopia FRET disefiados especificamente para medir fa actividad de las distintas pequefias
GTPasas: RhoA, Racl y Cded? (ver apartado de biosensores). Las células fueron cultivadas durante
24h para permitir la correcta expresién de los biosensores v luego re-sembradas {Saijilafu & Zhouw,
2012). Luego de 5h fueron tratadas con 1B7 (50 pug/ml) por diferentes tiempos. Las células fueron
fijadas por 20 min con paraformaldehido/sucrosa 4%, montadas y las eficiencias de FRET estimadas
como se describe a continuacian.

Las imagenes fueron adguiridas mediante un microscopio confocal de disco giratorio (DSU) con

laser multilinea de Argon 40 mw Modelo 35-IMA 040-220 de CVI MellesGriot, utilizando un
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objetivo de inmersion de 60 x/1.42 NA. 5e adquirieron pares de imagenes de manera simultanea

del canal del donor (excitacion del donor v adquisicidn en el canal del donor: 480-495nm) y otra
del canal de FRET (excitacion del donor y adquisicion en el canal del aceptor:535-565nm) excitando
solo el doner can un laser de 458nm. Tanto el procesamiento de las imdgenes como el calcule del
mapa de FRET fueron realizados usando el programa Fijl. Para el calculo del mapa de FRET se

utilfizd la siguiente formula:
Mapa de FRET: Canal de FRET/Canal del donor

Para el procesamiento de las imagenes, se aplico un filtro de mediana {yz pixeles de radio, se les
sustrajo la sefial de fondo v se corrigio la iluminacion desigual med @a funcion "background
substraction” del programa Fiji. Luego se corrigio :ualqujer(@g;ihle desalineamiento entre las
imdgenes del canal donor v el canal de FRET mediante, Q@n:idn "stackreg”. Con la iImagen del
canal de FRET, se genero una mascara binaria pafﬂ@ﬁﬂf el andlisis de cualquier regidn de |a
imagen que no fuera la célula de interés, Las l:l;iwaﬁﬂﬂﬁ se realizaron seleccionando areas de
interés {conos de crecimiento) sobre Imégen{&\n las que los pixeles fuera de las células no fueran
considerados cuantificables por el prog : (funcién NaM). Estas e generaron dividiendo los
mapas de FRET por las mascaras Ia'@r:as, ya que en las mismas, las regiones fuera de la célula
valen 0. {:ﬁb’
&

O
Biosensores utllizﬁm para FRET:
En todos los casos, para medir actividad de las pequefas GTPasas se utilizaron biosensores
considerados unimoleculares, lo que significa que en la misma cadena proteica se encuentran el
donor y el aceptor y el tipo de 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
mientras que al activarse, se produce un cambio estructural que acerca el donor al aceptor y
cambia su orientacidn relativa de manera gue la eficiencia de FRET aumenta (Figura 17).
La transfeccidn transiente con estos biosensores basados en FRET de RhoA (Addgene cat. #12150,

(Pertz et al, 2006), 2ug), Racl y Cdcd2 [{Itoh et al, 2002), 3ug) fue realizada por electroporacion de
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neuronas disociadas de DRGs con los ADN. Es importante destacar que los biosensores utilizados
para Racl y Cdc42 son los llamados Raichu, cuya diferencia con el biosensor de RhoA radica en que
los primeros estdn anclados a la membrana a través de la region C-terminal y ademas, no se unen a
RhoGDI, por lo que las limitaciones que tienen es que solo sirven para evaluar el balance entre

GEFs y GAPs pero no el efecto de RhoGDI.

L I L] ?
Bajo FRET Alto FRET

Figura 17: Representacion de los biosensores basados en'FRET para las pequefias GTPasas utilizadas en el
presente trabajo. En todos los casos son biosenso nimoleculares ya que el aceptor y el donor se

encuentran en la misma cadena. Esguemas rrmdiﬁ:@s de Pertz et al., 2006 y Itoh RE et al., 2002,

¥
Electroporacién in vivo: P4
Ratones machos de la cepa {;5@ de entre 8-10 semanas de vida fueron anestesiados con una
inyeccion intra-peritaneal@k@mezﬂa de ketamina (100 mg/kg) v xylazina (10 mg/kg).Luego se les
realizd una hemilam%@mia dorsal y los ganglios de la raiz dorsal fueren expuestos (Figura
18} y se les inyectd, mediante bomba de inyeccidn de gas, 1-2 pg de ADN correspondiente a CRMP-
Z salvaje y la forma mutante CRMP-2 T555A junto a tubulina-GFP para permitir la visualizacidn de
los axones electroporados. Se electroporaron los ganglios correspondientes a la region lumbar 4 o
5 (L4 & L5] utilizando los parametros descriptos (Saijilafu et al, 2011). Luego de la electroporacion,
la herida fue cerrada y se esperd la recuperacidn de los animales antes de volver a sus cajas. Todos
los experimentos que involucran animales fueron realizados de acuerdo a los protocolos animales

aprobados por nuestro Comité Instituclonal de Culdado y Uso de Animales,
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Figura 18: Representacion del modelo de electroporacién in vive. Esquema de la hemilaminectomia {a),
exposicidn del ganglio de ks raiz dorsal [b) y posterior electroporacion (c). Figura modificada de Saijilafu et
al, 2012,

O
Modelo de Lesion de Nervio Cidtico: \)é
S5e utilizéd un modelo estandarizado de lesidn de nervio clética(g@pez et al, 2010). A los nervios
derechos se les realizd una contusidon a 35 mm rostral d%k ! o medio con una pinza fina [Figura
19}, una semana luego de |la electroporacion de los gar \uns- La separacion proximal y distal del
contenido endoneural fue considerado indmad:::r(g}ma lesion completa, Dos grupos de animales
electroporados con CEMP-2 salvaje v la fnrmt@}lante CRMP-2 T555A (n= 3 por grupo) recibieron
una Unica dosis de inyeccidn intra-peritened (IP) de 1 mg de 1B7. El dia 12 post lesion, los nervios
ciaticos fueron removidos, post ﬁ%@ﬁ con paraformaldehide 4% a 4°C y procesados para el
analisis de inmunofluorescencia, Cas imagenes de los nervios montados fueron
adquiridas con un rnicI:n confocal Olympus FV1000 equipado con una camara CCD
controlada por el whva\@*'uwiew {Olympus). Cada axcn identificable marcado con tubulina-GFP
de los nervios, uhic& 100 pm proximal al sitio de lesién, fue manualmente trazado a 100, 200 v
300 um distal a la lesion para medir la longitud de dicho axones. La regeneracion axonal fue
cuantificada como |a relacion entre el numera de axones electroporados proximales al sitio de

lesion/numers de axones electroporados distales al sitio de lesidn.
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Figura 19: Representacion del modelo de lesidn de nerdio cidtico. En la tigura se puede observar en amariflo &l
nervio, La contusidn se realiza en la zoma media del musko , zona a partir de la ceal, el nervio comienza a

ramificarse, (:)
\y

fzf’\)
Produccion de particulas lentivirales transportando s cias shARN especificas:
Para la produccion del vector lentiviral que contuviera @ secuencia que portaba el shRNA (siglas en
inglés de short hairpin RNA) especifica para 5i|en|§}la proteina 5t3Gal2, se utilizo la siguiente
secuencia de oligonucledtidos: 5'-MTFEEAG.@EMCECAGECTT -3" [Sigma-&ldrich, Mission
shRNA&). Dicha secuencia fue clonada en ctor de lentivirus pLKD.3G que expresaba |a proteina
verde fluorescente [eGFP) [Addgen EQ)Ig;l\mid #14748).
Fara la generacidn de las pa%ﬁs lentivirales, 7x10° células de rifidn embrionaric humanao,
HEK293, fueron :ulth-adasér‘DMEM conteniende 10% SFBE en placas de cultive de 6cm. Al
momento de la transfe@y;: presentaban entre 60-80% de confluencia en medio sin antibioticos.
Las células fu&mr@\ﬁransfemdas con el vector pLKD.3G portando la secuencia transgenica, un
plasmido con secuencias de proteinas de empaguetamiento (psPAX2, Addgene, Plasmid #12260) y
otro con las secuencias para proteinas de envoltura (pMD2.G, Addgene, Plasmid #12259). Para la
transfeccion, se generd la siguiente mezcla: 1ug pLKO.3G, 750ng psPAX2, 250ng pMD2.G en 20l
de Opti-MEM. Por otro lado, se incubd Lipofectamina 2000 con Opti-MEM durante 5 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, ambaz mezclas se juntaron v 5e las incubo por 20 min. La
mezcla final se agregd a las células y fueron incubadas a 372C con 5% de CO; durante 12-15h. Al dia
siguiente, la mezcla fue reemplazada por medio DMEM suplementado con 10% FBS v 1% de
penicilina-estreptomicina. Una vez incorporados los plasmidos, las particulas virales se forman

dentro de las células v son liberadas al medio, motivo por el cudl se procedié a colectar el medio a
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las 24 y 48Bh y se lo almacend a 42C. El medio fue ultra-centrifugado para concentrar las particulas
virales y se les determing el titulo viral mediante la infeccion de células HEK293 y posterior analisis
en el citémetro de flujo a través del analisis de la expresién de la proteina GFP.

El tratamiento de los co-cultivos con dichas particulas consistio en el agregado de XXX al medio de
los cultivas en el momento de sembrarlos y posterirmente a las 24 y 48h para aumentar la
eficiencia de las mismas.

Analisis estadistico:

El andlisis de los datos fue realizado utilizando un paguete estadistico @ndar (InfoStat System).
Todos los valores son representados como el promedio + e tandar de al menos 3
experimentos independientes. T de Student o Analisis de la Varfanza (ANOVA) seguido del test a
posteriori LSD-Fisher fueron utilizados para analizar las di%ﬂ.
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