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Resumen

La Ataxia de Friedreich (FRDA) es una enfermedad autosémica recesiva del
sistema nervioso central y periférico que afecta a nifios y adultos jovenes. Fs-
ta neuropatia sensitiva estd caracterizada por una degeneracién primaria de
las neuronas sensitivas largas del ganglio dorsal (DRG). En la mayoria de los
pacientes con FRDA, la mutacion consiste en una expansiéon homocigota del
trinucledtido guanina-adenina-adenina (GAA) en el intréon 1 del gen que co-
difica para una proteina mitocondrial, la frataxina (FXN). La consecuencia
de la mutacién es la deficiencia de la frataxina, lo cual condiciona cambios
en la fisiologia mitocondrial y celular, teniendo como resultado una disfuncion
del metabolismo energético mitocondrial asociado con el incremento del estrés
oxidativo en la célula y a una alteracion de la homeostasis del calcio. Estos
procesos estan estrechamente relacionados con la regulacion del citoesqueleto
de actina, microtibulos, y con el trafico de vesiculas. En este trabajo de te-
sis se demuestra como la estabilidad del citoesqueleto axonal de las neuronas
sensitivas de dos modelos murinos YG8R e YG8sR estén afectados debido a la
falta de frataxina. Cambios en el citoesqueleto de actina y microtibulos, unido
al fallo en la sefializacion por Ca?" provocan una alteracion en la dinamica de
la forma del cono de crecimiento, disminuyendo el crecimiento y la regenera-
cion axonal y afectando a la guia axonal en las neuronas sensitivas adultas.
Este estudio muestra como estos eventos conducen a la neurodegeneraciéon en
la ataxia de Friedreich.

Palabras clave: Ataxia de Friedreich, Ganglios de la raiz dorsal, degeneracién
axonal, Frataxina, Cono de crecimiento, Citoesqueleto.







Abstract

Friedreich ataxia (FRDA) is a recessive human disease of central and peripheral
nervous system that affects children and young adults. FRDA is a peripheral
neuropathy characterized by a initial degeneration of the large neurons of the
dorsal root ganglia (DRG) or proprioceptive neurons. Most of the patients with
FRDA have a homozygous guanine-adenine-adenine (GAA) expansion within
the first intron of the gen that codifies for a small mitochondrial protein, fra-
taxin (FXN). This mutation leads to a reduction of frataxin expression in all
human cells, which produces changes in both the cell and mitochondrial phy-
siology, resulting in a dysfunction of the mitochondrial energetic metabolism
linked to the increase of oxidative stress and calcium dyshomeostasis. These
cellular proceses are tightly related with the regulation of the actin and mi-
crotubule cytoskeletons and with vesicle trafficking. Here, we show how the
absence of frataxin in the mouse models YG8R and YGS8sR affects the axo-
nal cytoskeleton of adult sensory neurons. Changes of actin and microtubule
cytoskeletons and the failure of Ca?* signaling induce alterations of dynamics
growth cones of sensory neurons, which in turn produce a reduction of their ca-
pacity to grow and regenerate their axons. This study shows how these events
can lead to the neurodegeneration in Friedreich’s ataxia.

Keywords: Friedreich Ataxia, Dorsal Root Ganglia, Axonal degeneration, Fra-
taxin, Growth cone, Cytoskeleton.
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Resum

L~ Ataxia de Friedreich (FRDA) és una malaltia autosémica recessiva del sis-
tema nervios central i periféric que afecta a xiquets i adults joves. Aquesta
neuropatia sensitiva ve caracteritzada per una degeneraci6 primaria de les neu-
rones sensitives llargues del gangli dorsal (DRG). En la majoria dels pacientes
de FRDA la mutaci6é consisteix en una expansié homozigotica del trinucleo-
tid guanina-adenina-adenina (GAA) en | “intr6 1 del gen que codifica per a
la proteina mitocondrial frataxina (FXN). La conseqiiéncia d “aquesta muta-
ci6 és la deficiencia de frataxina, aquest fet condiciona canvis en la fisiologia
mitocondrial i cel.lular, tenint com a resultat una disfuncié del metabolisme
energétic mitocondrial associat a |l “increment de 1 “estrés oxidatiu en la cél.lula
i una alteraci6 de la homeostasi del calci. Aquestos processos estan intimament
relacionats amb la regulacié del citoesquelet d “actina, microttubuls i el trafic
de vesicules. En aquest treball de tesi doctoral es mostra com 1’ estabilitat del
citoesquelet axonal de les neurones sensitives de dos models murins YG8R i
YG8sR es troben afectats a causa de la deficiencia de frataxina. Canvis en el
citoesquelet d “actina i microttubuls, juntament a la fallida en la senyalitzacion
per Ca?* provoquen una alteracio en la dindmica de la forma del con de creixe-
ment, disminuint-lo junt amb la regeneracié axonal i afectat la guia axonal en
les neurones sensitives adultes. Aquest estudi posa de manifest com aquestos
events condueixen a la neurodegeneraci6 en la ataxia de Friedreich.

Paraules clau: Ataxia de Friedreich, Glanglis de 1~ arrel dorsal, Degeneraci6
axonal, frataxina, con de creixement, Citoesquelet.
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Capitulo 1

Introducciéon

1.1 Sistema nervioso periférico

El sistema nervioso humano estd compuesto por dos sistemas, el Sistema Ner-
vioso Central (SNC) y el Sistema Nervioso Periférico (SNP). El SNP esta
constituido por los nervios periféricos y los ganglios de la raiz dorsal, locali-
zados fuera de la médula espinal y del cerebro (Figura 1.1, a). La principal
funcion del SNP es conectar el SNC con las extremidades y 6rganos (Figura
1.1, b), formando un circuito nervioso en el cual la informacion fluye desde
el SNC hacia las extremidades y 6rganos, y desde alli hacia el SNC. El SNP
esta integrado por dos subsistemas, el sistema nervioso somdtico y el sistema
nervioso autdnomo.

1.1.1 Sistema nervioso somdtico (voluntario)

Este sistema nos permite percibir y reaccionar de manera consciente a esti-
mulos ambientales. Anatéomicamente, el SNP estd compuesto por los nervios
periféricos, los cuales comprenden 12 pares de nervios craneales y 31 pares de
nervios espinales. Estos nervios conectan el cerebro y la médula espinal con
estructuras del cuerpo humano como la piel y los musculos esqueléticos.
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Los nervios emergen de varios segmentos de la médula espinal, tienen una
raiz ventral (motora) y una raiz dorsal (sensitiva). La raiz dorsal contiene las
fibras aferentes (sensitivas) que transmiten la informacion desde los receptores
sensitivos hacia la médula espinal (Figura 1.1, b). Los cuerpos celulares (somas)
de las fibras aferentes residen en los ganglios de las raices dorsales (DRG)
(también conocido como ganglio espinal). La raiz ventral contiene las fibras
eferentes (motoras) que llevan la informacion desde la médula espinal a los
efectores. Los somas de las fibras eferentes residen en la materia gris de la
médula espinal. La raiz ventral y dorsal se fusionan y convierten en nervios
periféricos que inervan musculos y 6rganos.

1.1.2 Sistema nervioso autéonomo (involuntario)

Este sistema esta distribuido a lo largo de tejidos periféricos y érganos, y con-
trola la musculatura lisa del sistema vascular y de los tractos alimentarios, uri-
narios y reproductivos por medio de ganglios auténomos periféricos. El sistema
recibe la informaciéon de las visceras y del medio interno del cuerpo humano
para actuar sobre sus misculos, glandulas y vasos sanguineos. Los centros de
control de este sistema estéan en el hipotdlamo y el tronco encefalico, de aqui
envian fibras nerviosas autonémicas que conectan con fibras pre-ganglionares
(ganglio auténomo periférico) en la médula espinal o el tronco encefalico, las
cuales emergen fuera del SNC para conectar con el ganglio auténomo periféri-
co, de donde emergen fibras post-ganglionares para formar las redes terminales
en los tejidos diana.

1.1.3 FEstructura de los ganglios de las raices dorsales y tipos
neuronales

El ganglio de las raices dorsales (DRG)

Los nervios espinales estan formados por la unién de una raiz ventral (ante-
rior) y una raiz dorsal (posterior) en sus puntos de salida del canal vertebral
(Figura 1.1, b). Dentro del foramen intervertebral, donde la raiz dorsal y ven-
tral se unen para formar el nervio espinal, esta el ganglio espinal o ganglio
de la raiz dorsal (DRG). Los DRGs se designan segin la vértebra donde
se encuentran, la cual puede ser cervical (C), toracica (T), lumbar (L) 6 sa-
cral (S). Los ganglios toracicos albergan los somas de al menos unas 50x10*
neuronas, y rutas espinocereberales que sirven a las extremidades conteniendo
unas 10x10° neuronas. Sus axones son morfélogicamente indistinguibles de sus
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Figura 1.1: Estructura del Sistema Nervioso humano. a) En el ser humano el Siste-
ma Nervioso Central (SNC) est4 compuesto por el cerebro y la médula espinal; el Sistema
Nervioso Periférico (SNP) esta compuesto por los nervios periféricos y los ganglios de las
raices dorsales (DRGs). La seleccion en rojo de la médula espinal se detalla en (b). (b)
Composicién y distribuciéon de los nervios espinales dorsales. Los nervios que emergen de la
médula espinal, tienen una rafz ventral (motora-rojo) y una raiz dorsal (sensitiva-azul). La
raiz ventral contiene las fibras eferentes (motoras) que llevan la informaciéon desde la médula
espinal a los efectores. La raiz ventral contiene las fibras aferentes (sensitivas) que trasmiten
la informacién desde los tejidos diana hasta la médula espinal.
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somas porque estan adheridos a un pequeno tallo axonal. Los somas de estas
neuronas estan acompanados por células gliales satélite.

Neuronas del ganglio de la raiz dorsal (neuronas sensitivas)

Las neuronas de los ganglios dorsales (neuronas sensitivas) son diversas pero
tienen una funcién en comun, transducir un estimulo ambiental y trasmitir
la informacién resultante al SNC. La mayoria de las neuronas sensitivas en
el DRG presentan una morfologia pseudo-unipolar, es decir presentan un ni-
co axén que se bifurca en dos, formando un axén central que viaja a través
de la raiz dorsal hacia la médula espinal (~—SNC), y un axo6n periférico que
se extiende hacia la periferia inervando los 6rganos sensitivos receptores, en
donde reciben informacién sensorial para ser trasmitida hacia el axén central
(SNC+). Las neuronas en los DRGs forman subpoblaciones celulares hetero-
géneas que se diferencian por: la morfologia de su soma y sus axones (1-4); su
funcién; la sensibilidad a factores de crecimiento neuronal; y la expresion de
algunos neuropéptidos. En general, se distinguen tres grandes sub-poblaciones
neuronales basadas en las seniales sensoriales que transducen neuronas nocio-
ceptivas, mecanoreceptivas y propioceptivas (Figura 1.2).

= Neuronas nocioceptivas. Tienen como funcién transducir la sensacion de
dolor (nociocepcion). Morfologicamente, presentan somas pequenos, y
axones con calibre reducido y no mielinizados. Estas neuronas expresan
en sus terminales axonales receptores que responden a estimulos de dano
enviando senales de dolor a la médula espinal y el cerebro. La mayoria
de neuronas nocioceptivas expresan el péptido relacionado con el gen de
calcitonina (CGRP) y la sustancia P (un neuropéptido). Estas neuronas
también expresan mayoritariamente el receptor Tropomiosin quinasa A
(TrkA), que responde al factor de crecimiento neuronal (NGF). Las neu-
ronas nocioceptivas no peptidérgicas responden a varios miembros de la
familia de factores neurotréficos derivado de células gliales, incluyendo el
GDNF ( Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor ).

= Neuronas mecanoreceptivas. Se ocupan de transducir sefiales de presion o
distorsion mecénica. Morfolégicamente, son neuronas mas grandes que las
nocioceptivas y sus axones si estan mielinizados. Estas neuronas proyec-
tan axones hacia la periferia, via los nervios cutéaneos, hacia una variedad
de receptores especializados en la piel. Muchas de estas neuronas expresan
el receptor TrkB que responde al factor neurotrofico derivado de cerebro
(BDNF).
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= Neuronas propioceptivas. Estas neuronas transducen las senales asociadas
con el posicionamiento del cuerpo y de la tensiéon y longitud muscular.
Morfologicamente, son las neuronas mas grandes del DRG, proyectan
sus axones hacia la periferia via los nervios musculares inervando en los
husos musculares y el 6rgano tendinoso de Golgi (un érgano tendinoso
humano). Estas neuronas responden a las neurotrofina NT3 via receptores
TrkC, y muchas de ellas expresan el receptor GFRal, que es el receptor
del factor GDNF. Los axones centrales de las neuronas propioceptivas
se proyectan a capas ventrales de la médula espinal donde proveen una
entrada excitatoria a las motoneuronas e interneuronas implicadas en la
locomocion.

Dorsal horn

Nociceptors

Mechanoreceptors

Proprioceptors

Figura 1.2: Organizacién de la médula espinal. Esquema de los circuitos neuronales en
la médula espinal de un ratén en estadio embrionario. Los axones de las neuronas sensitivas
proyectan axones desde el ganglio dorsal en dos direcciones, hacia la lamina especifica de la
médula espinal y hacia los tejidos periféricos. El dolor y la temperatura son recogidos por
las neuronas nocioceptivas (rojas) y la informacién se integra en la lamina I y II. El tacto
se recoge mediante los mecanorreceptores (verde) en los tejidos periféricos que conectan con
la lamina III, IV y V. La propiocepcion es mediada por las neuronas sensitivas (azul) que
proyectan a través de la médula espinal con las neuronas motoras localizadas ventralmente.
Las motoneuronas también conectan directamente con el misculo periférico para dirigir el
movimiento (rosa). Los nimeros romanos indican la lamina de la médula espinal. Reimpreso
con el permiso de Macmillan Publishers Ltd: [NATURE REVIEWS, NEUROSCIENCE] (5),
copyright (2017).
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Células gliales del Sistema Nervioso Periférico

Las células de la glia son células no neuronales que contribuyen a la homeostasis
neuronal. En el sistema nervioso periférico (SNP) las células gliales son las
células satélite, que provén de soporte y protecciéon a las neuronas; y las células
de Schwann, las cuales rodean el ax6n formando la llamada vaina de mielina
(Figura 1.3).

Tejidos
diana S células satélite _
rama dorsal SISte['na
x o Nervioso
e Central
3
células de Gangliode la
Schwann Raiz Dorsal (DRG)

(a) Células gliales en el ganglio de las raices dorsales

Figura 1.3: Células gliales en el ganglio de las raices dorsales. En el sistema nervioso
periférico (SNP) las células gliales son las células satélite y las células de Schwann. Las células
gliales satélite rodean los somas de las neuronas formando una vaina que las separa de las
otras neuronas. Las células gliales de Schwann rodean los axones periféricos para formar una
vaina de mielina gruesa que tiene un efecto aislante sobre los axones, y permite la transmision
de los impulsos nerviosos a grandes distancias.

= Células gliales satélite.

Las células gliales satélite (CGS) rodean los somas de las neuronas sensiti-
vas formando una vaina (Figura 1.4, a). Morfologicamente, se caracterizan
por ser células de forma laminar, irregular y generalmente mononuclea-
res (6, 7). Las CGS de una vaina se unen entre si mediante adhesion y
uniones gap, y se separan de la vaina perineuronal por tejido conjuntivo
(8-10). De esta forma cada soma esta rodeado por su vaina de CGS para
formar una unidad morfoloégica y funcional que mantiene a los somas en
su lugar y los separa de los otros somas (11).

A nivel fisiolégico, existe un soporte tréofico bidireccional entre las CGS
y los somas de las neuronas. Otra caracteristica de estas células es que
regulan la concentracién iénica del espacio extracelular y el reciclaje de
neurotransmisores. Las células satélite son positivas para marcadores mo-
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leculares como la glutamina sintasa (sintesis de metabolitos provisionales
de glutamina), proteinas de la familia S100 que participan de la regula-
cion del calcio intracelular, y la proteina gliofibrilar acida (GFAP) (12),
una proteina fibrosa que forma los filamentos del citoesqueleto celular,
especialmente en las células gliales.

A nivel electrofisiolégico, las CGS exhiben un potencial de membrana
de reposo altamente negativo, y expresan canales de Ca?* y de KT de-
pendientes de voltaje (13-15), sugiriendo un papel en las propiedades
elecrofisiologicas de las neuronas sensitivas.

Células gliales de Schwann.

Cuando un axén requiere ser mielinizado, varias células de Schwann se
adhieren a lo largo del axon (Figura 1.4), y cada una de las células rodea
el ax6n generando una envoltura espiral. Luego, varias capas sucesivas
de la membrana plasmética se afladen y forman las lineas densa mayor y
densa menor de la vaina de mielina; al final del proceso, el citoplasma de
la célula de Schwann se elimina (16).

La vaina de mielina no es continua, durante su formacion las células de
schwann dejan huecos libres de mielina que dejan la membrana axonal
expuesta al espacio extracelular (Figura 1.4, b); estos huecos son denomi-
nados nodos de Ranvier. Una sola célula de Schwann podria ser respon-
sable de la mielinizacién de 0,3-1 mm de la longitud del ax6n, y teniendo
en cuenta que los axones periféricos pueden llegar a medir hasta 1 metro
de longitud, entonces un axén puede tener miles de células de Schwann
rodeando su axon.

Las vainas de mielina estdn compuestas en un 70 % por lipidos (ricos en
colesterol) y 30 % en otras proteinas. Las interacciones entre las neuronas
y las células gliales controlan la localizacién y el espaciado de las vainas de
mielina, asi como el ensamblaje de la maquinaria de transmisién nerviosa
en los nodos de Ranvier. En los nodos de ranvier se congregan los canales
de Na't y las bombas de Na® /K*, indispensables para una apropiada
transmision del impulso nervioso. A nivel electrofisiologico, en las fibras
nerviosas no mielinizadas la velocidad de conduccién del impulso nervioso
es mas lenta (2 m/s) que en las fibras que si lo estan (v,,q., = 120 m/s), esto
se debe a que la mielina acttia como un aislante eléctrico y a que en los
nodos de ranvier se permite que el impulso salte de nodo a nodo.
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Cuerpo

celular neurona Células gliales satélite
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(a) Células gliales satétile en el DRG
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(b) Células gliales de Schwann en el axén

Figura 1.4: Funciones de las células gliales en el DRG. (a) Imagen de una seccién
transversal del ganglio de las raices dorsales de ratén tefiidas con hematoxilina-eosina. Las
células gliales satélite rodean los somas de las neuronas sensitivas formando una vaina que
las separa de otros somas. El niicleo de estas células se tifie de color azul-purpura. Imagen
adaptada de (17). (b) Dibujo representativo de formacion de la vaina de mielina por una
célula de Schwann. Durante la formacién de la mielina las células de Schwann dejan gaps
libres de mielina 6 nodos de Ranvier. La vaina de mielina tiene una forma de envoltura en
espiral creada por el citoplasma de la célula de Schwann. Al final del proceso el citoplasma
de la célula de Schwann se elimina (abajo). Adaptada de (18, 19).

10



1.2 FEl citoesqueleto neuronal

1.2 El citoesqueleto neuronal

El citoesqueleto es un orgénulo celular formada por el entramado tridimen-
sional de proteinas que provee el soporte interno de la célula; organiza sus
estructuras internas; y provee los medios necesarios para el transporte y tra-
fico intracelular. Estas caracteristicas son importantes para la funcion de las
neuronas, y en especial para las neuronas del sistema nervioso periférico, las
cuales pueden extender axones de hasta ~ 1 metro de longitud en el ser hu-
mano. El citoesqueleto neuronal estd compuesto principalmente por tres tipos
de filamentos: los filamentos de actina (microfilamentos), los microttibulos y
los filamentos intermedios (Figura 1.5). Cada uno de estos filamentos tiene una
funcion determinada en la neurona y garantizan una apropiada formacién del
sistema nervioso durante el desarrollo embrionario, y su funcion en la edad
adulta.

Los filamentos intermedios son el componente més abundante en los axo-
nes. Estan formados por tres subunidades: el neurofilamento liviano (NF-L, de
las siglas en ingles neurofilament light), medio (NF-M, de las siglas en ingles
neurofilament medium) y pesado (NF-H, de las siglas en ingles neurofilament
heavy). Los neurofilamentos forman el nicleo del citoesqueleto a lo largo del
axon.

Los filamentos de actina son el segundo componente del citoesqueleto axo-
nal. Los filamentos de actina crean estructuras superiores, haces y redes de
actina, que sostienen y estabilizan la membrana plasmaética del axén o axolem-
ma. A diferencia de los neurofilamentos, que son bastante estables y presentan
una tasa de intercambio baja, los filamentos de actina pueden ser muy diné-
micos en respuesta a las necesidades fisiologicas de la neurona. Esta propiedad
le confiere un papel importante durante el crecimiento axonal en el desarrollo
embrionario o la regeneraciéon axonal.

El dltimo componente son los microtibulos y las proteinas asociadas a mi-
crotubulos (MAPs). Los microtibulos forman estructuras tubulares a lo largo
del axon. Las MAPs se asocian a los microtubulos para interconectar las es-
tructuras de microttbulos entre si y a otros componentes del citoesqueleto,
como los NFs o los filamentos de actina. A continuacién se provee informacion
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detallada de los filamentos de actina y microtibulos, los cuales han resultado
ser relevantes para este trabajo.

Growth cone
1

Figura 1.5: Principales componentes del citoesqueleto neuronal. El citoesqueleto
neuronal estd compuesto principalmente por neurofilamentos, filamentos de actina y micro-
tubulos. Los filamentos de actina y los microtubulos pueden ser muy dinamicos en respuesta
a las necesidades fisiologicas, como por ejemplo durante durante el desarrollo embrionario o
la regeneraciéon axonal, dos etapas en las que la neurona necesita formar un nuevo axén y
dirigirlo a su diana, para lo cual depende del cono de crecimiento, una estructura motil que
se forma en el extremo més distal del axon en crecimiento (growth cone). Barra de escala 20
pm. Reimpreso con el permiso de Macmillan Publishers Ltd: [Nature| (20), copyright (2017).
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1.2 FEl citoesqueleto neuronal

1.2.1 Filamentos de actina

El citoesqueleto de actina esta formado por el entrecruzamiento de haces y
redes de actina que se forman a partir de la organizacion de los filamentos
de actina. Estos filamentos crean el andamiaje que sostiene y estabiliza el
azxolemma; proveen el medio necesario para que ciertos complejos proteicos
interactien; y participa en el transporte axonal interactuando con proteinas
motoras para transportar organulos a cortas distancias.

Formacion de los filamentos de actina

Los filamentos de actina estan formados por actina, una proteina globular de
42 kDa abundante en todas las células eucariotas. En los organismos mamife-
ros existen tres isoformas «, v y 3, de las cuales a y mayoritariamente 3 se
expresan en las neuronas. Actina existe como un monémero globular llamado
actina G, el cual polimeriza y forma los filamentos de actina (actina F). La
polimerizacion de actina ocurre en tres etapas (Figura 1.6). La primera fase es
la formacion de un pequeno agregado constituido por tres mondémeros de acti-
na (fase de nucleacion). Luego, los filamentos crecen por la adiciéon reversible
de mondmeros a ambos extremos del nicleo pero uno de ellos, el extremo (+)
crece cinco a diez veces méas rapido que el otro extremo (-) (fase de elongacion).
En tanto que los filamentos de actina F crecen, la concentracion de los mono-
meros de actina se reducen hasta que se alcanza el equilibrio entre filamentos
y monomeros (fase de estabilizacion). Normalmente, los monémeros de actina
(actina G) tienen acoplado adenosina trifosfato (ATP). Aunque el ATP no es
requerido para la polimerizacién, los monémeros que lo tienen polimerizan mas
rapido que los que tienen unido ADP.

Los filamentos de actina F pueden despolimerizarse y liberar los monoémeros,
permitiendo que los filamentos se desconpongan cuando sea requerido en la
neurona. El ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de actina, asi como
la formacién de haces y redes, y su asociaciéon con otras estructuras celulares,
son reguladas por las proteinas de uniéon a actina (ABPs, por sus siglas en inglés
actin binding proteins), cuya actividad es regulada por medio de varias vias de
transduccion de seniales. Las ABPs se clasifican segiin su funcién en: proteinas
de secuestro o de unién a las subunidades de actina G; proteinas de nucleacion
que inician la polimerizacion de actina; proteinas de union al extremo (+) del
filamento de actina F (capping proteins), las cuales bloquean la polimerizacion
de actina; proteinas que forman los haces y redes de actina o que estabilizan la
actina F; proteinas que regulan el ensamblaje y desensamblaje de los filamentos
de actina; proteinas que transportan cargas a lo largo de los filamentos de actina
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o que transportan filamentos de actina; y proteinas de anclaje que conectan la
actina F a otros componentes celulares (21).

©
nucleo
... o)
@] .
...T. »d._i)» actina F
actina-G ndcleo
- o
et
nucleacién elongacion estado estable

Figura 1.6: Polimerizacion de los filamentos de actina. Los monémeros de actina
acoplados a ATP (actina G, verde) forman lentamente un agregado (violeta) que crece ex-
ponencialmente por la adicién de monémeros a ambos extremos del filamento (fase de elon-
gacion). Al final, los filamentos de actina estan en estado estacionario con la actina G. Los
filamentos de actina presentan una conformacién de doble hélice.

Remodelacion de los filamentos de actina

La remodelacion de los filamentos de actina esta a cargo de proteinas que regu-
lan el intercambio rotatorio de actina en los filamentos (treadmilling) (Figura
1.7). Las proteinas que regulan éste intercambio son cofilina y profilina, las
cuales favorecen la tasa de ensamblaje de los filamentos de actina.

La profilina es una proteina pequena ( ~ 14-19 kDa) que se une a la subuni-
dad ADP-actina G, promoviendo la pérdida de ADP, el cual es rapidamente
remplazado por el ATP, mas abundante que ADP en condiciones fisiologicas.
El complejo profilina-ATP-actina soélo se puede unir al extremo (+) del fila-
mento; al hacerlo, la profilina anade la subunidad y se disocia (Figura 1.7).
La actividad de profilina no incrementa la tasa de ensamblaje del filamento,
pero si provee nuevas subunidades ATP-actina G a partir de las subunidades
liberadas. Como consecuencia, la mayoria de toda la actina G en las células
tiene acoplado ATP.
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extremo(-) extremo(+)
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ciclode la
cofilina

ﬁ" ATP

ADP
ciclode la @ cofilina
profilina N7 profilina

Figura 1.7: Proteinas de unidén a actina que regulan el ensamblaje y desensambla-
je de los filamentos de actina. En el ciclo de la profilina, la profilina se une a ADP-actina
G y cataliza el intercambio de ADP por ATP. El complejo ATP-actina G-profilina se puede
unir al extremo (+) del filamento 6 también puede disociarse. En el ciclo de cofilina , cofilina
se une preferencialmente a los filamentos de actina que tienen actina-ADP (el extremo (-)),
induciendo que los filamentos se fragmenten e incrementando la despolimerizacion al dejar
mas extremos (-).

La cofilina también es una proteina pequena (~ 19 kDa), que se une especifi-
camente a actina F, preferentemente a las subunidades que contienen acoplado
ADP, que son las subunidades mas antiguas en el filamento y estan localizadas
hacia el extremo (-) del filamento. Cofilina se une a dos monémeros de actina
e induce un cambio de la rotacion del filamento, lo destabiliza y fragmenta
el segmento del filamento en pequenias piezas. Al romper el filamento de esta
manera, cofilina genera muchos méas extremos (-) y por lo tanto causa un in-
cremento en el desensamblaje del extremo (-) (Figura 1.7). En este proceso se
liberan subunidades de ADP-actina G, las cuales son secuestradas por profilina
para ser adicionadas al extremo (+). De esta forma cofilina y profilina logran
incrementar la tasa de ensamblaje de los filamentos de actina.

Otra proteina ABP secuestradora del monémero actina G que tiene un papel
importante en este proceso es Timosina-3,. Timosina-3, se une a la subuni-
dad ATP-actina G inhibiendo la adicién de la subunidad a cualquiera de los
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dos extremos del filamento. Timosina-8, actia como un tampoén de la acti-
na no polimerizada para liberarla cuando se necesite. Esta funcion es esencial
para la célula debido a las altas concentraciones intracelulares de actina no
polimerizada (~ 50-200 pm).

Debido a que cofilina juega un papel importante para la dindmica (ensamblaje,
desensamblaje y estabilizacion) de los filamentos de actina, las células tienen
varios mecanismos para regular su actividad. Hasta el momento se conoce que
cofilina es regulada mayoritariamente por la fosforilaciéon de un tnico residuo
[Ser3|, la cual es catalizada (forma inactiva) por las quinasas LIM (Linl11, Isl-1
y Mec-3). Las LIM quinasas son reguladas aguas arriba por miembros de las fa-
milias proteinas Rho kinasa (RhoB) o las proteinas quinasas activadas por p21
(Pak), las cuales son a su vez reguladas por RhoGTP o RacGTP /cdc42-GTP,
respectivamente (22-2/). La cofilina se activa mediante su desfosforilacion ca-
talizada por Slingshot-1L (SSH1L) (25),una fosfatasa especifica neuronal, y
por Chronophin/PDXP (CIN), una fosfatasa general. La actividad de CIN es
regulada por los niveles fisiologicos de ATP, que promueven la interacciéon de
CIN con Hsp90; cuando los niveles de ATP se reducen, CIN se libera y des-
fosforila cofilina (26). Por otra parte, la fosfatasa neuronal SSH1L es regulada
por proteina quinasa D y es desfosforilada por calcineurina, una fosfatasa de-
pendiente de calmodulina/Ca®", una proteina reguladora en la transduccion
de la senal de calcio.

La alteracion de cualquiera de las proteinas implicadas en la regulacion de
la actividad de cofilina puede comprometer la estabilidad del citoesqueleto de
actina y por ende la funcionalidad del axén y la viabilidad de la neurona.

Varios factores pueden iniciar la desestabilizacion del citoesqueleto de actina,
entre los que se incluyen el estrés oxidativo ¢ la formacién de agregados in-
tracelulares. Estos factores podrian causar la alteracion de las proteinas que
regulan la actividad de cofilina y causar por ejemplo la formaciéon de inclu-
siones de actina y cofilina con forma de barras (rods), las cuales hacen parte
del proceso degenerativo en la enfermedad de Alzheimer (27); también pueden
causar arreglos anémalos en la organizaciéon de los filamentos de actina como
ocurre en en la enfermedad de Parkinson (28); y producir la reduccion de la
dindmica de los filamentos de actina como ocurre en la enfermedad Esclerosis
Lateral Amiotrofica (ELA) (29).
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1.2 FEl citoesqueleto neuronal

Iniciacion de las ramas de los filamentos de actina

El punto limitante en la polimerizacion de la actina es la formacién del nicleo
inicial (Figura 1.6). La formacion de éste nucleo es regulado por las protei-
nas nucleadoras de actina: forminas y el complejo ARP2/3. Estas proteinas
controlan donde deben ser construidos los filamentos de actina.

Las forminas dirigen el ensamblaje de filamentos de actina largos, mientras
que el complejo ARP2/3 dirige el inicio de ramas en los filamentos de actina.
El complejo ARP2/3 esta conformado por siete subunidades, dos de las cuales
son proteinas relacionadas con actina (ARP2 y ARP3). El complejo ARP2/3
es un nucleador débil por si s6lo. Para que el complejo se active se necesita una
proteina reguladora y un filamento previamente formado. Una de las proteinas
reguladoras del complejo es la proteina del sindrome Wislott-Aldrich (WASp,
de sus siglas en ingles Wislott-Aldrich syndrome protein). La formacion del na-
cleo inicia con la union de ARP2/3 al filamento de actina previamente formado
(Figura 1.8), en presencia de la proteina activadora (reguladora) el complejo
ARP2/3 cambia su conformacion permitiendo que las unidades ARP2 y ARP3
imiten el extremo (+) del filamento de actina, proveyendo el molde para el
ensamblaje de un nuevo filamento.

(+) Arp2 actina G (+)
Arp3 o%e (+)
(@]
» » R
~~
proteina nueva
adaptadora ) rama
(-) (activadora)
filamento
de actina )

Figura 1.8: Inicio de las ramas de los filamentos de actina por el complejo
ARP2/3. El complejo ARP2/3 se une en la presencia de una proteina activadora cerca
de los extremos (+) del filamento de actina e inicia la formacion de las ramas.

La dindmica de la actina F es particularmente importante para el sistema ner-
vioso durante el desarrollo embrionario y la regeneraciéon axonal. La dindmica
del citoesqueleto de actina permite que el cono de crecimiento, una estructura
motil en el extremo distal de un axén en crecimiento, explore el ambiente y
responda a las senales de guia axonal.
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1.2.2 Dindmica de los microtubulos en el axon

En las neuronas, los microtibulos forman haces tubulares a lo largo del axon y
las dendritas formando rutas de navegacion para proteinas motoras que median
el transporte axonal. Adicionalmente, estas rutas se conectan con otras estruc-
turas del citoesqueleto axonal, como los filamentos de actina, para en conjunto
asegurar la homeostasis axonal. La unidad estructural de los microtiibulos en
las neuronas son las isoformas a- y mayoritariamente g-tubulinalll. Los micro-
tabulos, al igual que en los filamentos de actina, se forman por polimerizacion
de subunidades, las cuales en el caso de los microtibulos son dimeros de a-
B-tubulina. Cuando los dimeros polimerizan forman un filamento denominado
protofilamento, los cuales se ensamblan alrededor de un centro hueco para for-
mar el MT (Figura 1.9).

La formacién del MT se inicia en el centrosoma, localizado en el soma de la
neurona. Desde alli, los dimeros «/B-tubulina se ensamblan produciendo un
arreglo radial de microttibulos con extremos positivos (+, plus end,) hacia la
periferia (Figura 1.9). Los microttibulos en el axén no son continuos pero si
tienen la misma polaridad (minus end— plus end), los microtibulos del axén,
que se crean en el centrosoma presentan diferentes longitudes y posteriormente
son liberados por katanina, una proteina con actividad dependiente de adeno-
sina trifosfato (ATP). Tras su liberacion son transportados hacia el axén en
diferentes direcciones por proteinas quinesinas o dineinas, las proteinas moto-
ras mas importantes asociadas a los microtibulos. Mientras son transportados,
los microtubulos pueden experimentar ciclos de polimerizacion (crecimiento)
y despolimerizacion (acortamiento), un proceso conocido como inestabilidad
dindmica.

La polimerizacién de los microtibulos es catalizada por las proteinas de unién
a microtibulos (MAPs) y la tasa de cambio entre el crecimiento (rescate) y
el acortamiento (catéstrofe) es regulada por medio de la actividad intrinseca
GTPasa de las tubulinas, asi como también de la actividad de proteinas del
extremo final de los microtibulos (+TIPs, de las siglas en inglés plus-end-
tracking proteins) y de proteinas motoras.

18



1.2 FEl citoesqueleto neuronal

Cono de
crecimiento

centrosoma MTs

dendrita

Microtubulo

extremo (+) extremo (-)

Soma
GTP-B-tubulina
& - ensamble tofilament
protofilamento
Ce o® J anm
Ce
il .
wor nucleo catdstrofe rescate
GTP
Ceoe ceOe0e
a1
o desensamble
O.\
GDP-B-tubulina

Figura 1.9: Ensamblaje de los microtiibulos. En el axén y las dendritas, los micro-
tubulos se ensamblan desde el centrosoma, localizado en el soma de la neurona, luego son
liberados para ser transportados hacia el axén maduro o hacia el cono de crecimiento de
un axén o dendrita en crecimiento. Los microtibulos del axén presentan diferentes tamanos
pero la misma polaridad, en cambio los microtibulos de las dendritas presentan una polari-
dad mixta (arriba-izquierda). Mientras los microttabulos son transportados a través del axén
sufren ciclos de crecimiento y acortamiento. El esquema en el centro de la imagen muestra
la dindmica del ensamblaje de los microtubulos. La subunidad GTP-3-tubulina en los extre-
mos de los protofilamentos favorece el crecimiento del microtubulo, en cambio la subunidad
GTP-pB-tubulina en los extremos de los protofilamentos favorece el desensamblaje. La tasa
de cambio entre crecimiento (rescate) y acortamiento (catastrofe) es regulada por proteinas
de unién a microtabulos.

Las propiedades funcionales de los microtibulos pueden ser modificadas por
medio de modificaciones post-traduccionales (MPTs) de la tubulina. Estas mo-
dificaciones pueden generar diferencias quimicas que son suficientes para de-
terminar funciones especificas de los microttubulos en las neuronas (revisado en
(30-32)). Particularmente, en neuronas se ha demostrado un enriquecimien-
to de tubulinas acetiladas, des-tirosinadas y poli-glutamiladas (33-38). Entre
estas modificaciones, la acetilacion y la tirosinacion/destirosinacion de la tu-
bulina han resultado tener un efecto importante para el crecimiento axonal de
las neuronas durante el desarrollo embrionario y para el mantenimiento de la
homeostasis del ax6n maduro.
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20

» a-tubulina tirosinada (Tub-Tyr). La adicion de Tyr tiene lugar sobre el

dimero de «/f-tubulina y es un proceso reversible. El ciclo de tirosina-
ciéon y destirosinacion de la tubulina se inicia por la remocion de un grupo
funcional Tyr en el extremo carboxilo terminal de la a-tubulina (Figura
1.10), mientras que la re-adicion de Tyr, sirve como una modificacion re-
versa y retorna la tubulina a su estado nativo. La enzima que adiciona
Tyr es la Tubulina Tisosina Ligasa (TTL), la cual depende de iones de
Mg?** y ATP para su actividad (39). Las enzimas des-tirosinizantes (p.e.
enzimas carboxipeptidasas) favorecen el estado polimerizado de la tubu-
lina (40) mientras que la TTL trabaja exclusivamente sobre los dimeros
solubles de a//-tubulina.

En neuronas, la tubulina des-tirosinada se distribuye, acumuléndose en
los axones maduros (33, 41), donde parece facilitar el transporte axo-
nal anterogrado (hacia el extremo mas distal del axén) de la proteina
motora quinesina (KIF5)(42). En cambio, la Tub-Tyr se encuentra prin-
cipalmente en los microttibulos recién formados (nuevos) y mas dindmicos
(ty,idamedial /2 ~ 3 -5 min), por lo que resulta indispensable en procesos
dindmicos como el crecimiento axonal, donde se acumula en los conos de
crecimiento (43).

a-tubulina acetilada (Tub-Ace). Al igual que la Tub-Tyr, la acetilacion se
da principalmente sobre el polimero de «/S-tubulina (44). La acetilacion
ocurre en el extremo amino terminal de la a-tubulina (Figura 1.10), el cual
es catalizado por enzimas como el complejo N-acetiltransferasa (ARD1-
NAT1) (45) y el complejo elongador (ELP)(46). Entre las proteinas que
des-acetilan la tubulina esta la histona deacetilasa-6 (HDACG6)(47) y sir-
tuina 2 (SIR2)(48), la cuales también modifican otras proteinas.

La acetilacion, al igual que la tirosinacion, estd enriquecida en la mis-
ma poblaciéon de microtibulos destirosinados (33), esta implicada en el
desarrollo neuronal (34, 49), asi como también promueve la unién de
proteinas motoras como dinefnas (50) y KIF5 (51).
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Figura 1.10: Modificaciones post-traduccionales de la a-tubulina. El esquema mues-
tra el dimero de «/B-tubulina y sus modificaciones post-traduccionales. Los extremos car-
boxilo terminales de las dos sub-unidades se presentan como secuencia de aminoacidos (los
cuales corresponden a la isoforma alA-tubulina, y a la 82-tubulina. Las dos, a- y S-tubulina,
pueden ser modificadas por poli-glutamilacién, poli-glicilacién en diferentes residuos Glu den-
tro de sus extremos terminales. La des-tirosinacién en el extremo carboxilo terminal y seguida
de la eliminacion del pentltimo residuo Glu (lo que genera A2-tubulina), son especificas del
extremo carboxilo terminal de la tubulina. La acetilacién (Ac) del residuo Lys40 esta locali-
zado en el dominio amino-terminal de la a-tubulina. Reimpreso con el permiso de Macmillan
Publishers Ltd: [Nature Reviews Molecular Cell Biology| (52), copyright (2017).

1.3 El crecimiento axonal y el cono de crecimiento

El crecimiento axonal es un proceso importante para la formacion de los cir-
cuitos neuronales durante el desarrollo embrionario. Pero ademés, en el caso
de las neuronas del sistema nervioso periférico (SNP), el crecimiento axonal
es clave durante la edad adulta debido a que las neuronas del SNP pueden
regenerar sus axones y remodelarlos tras ser danados. Esta caracteristica es
intrinseca en las neuronas periféricas, siendo las neuronas del ganglio dorsal
las que poseen la mayor capacidad para regenerar sus axones (53).

El crecimiento axonal es un proceso complejo déonde interactiian varios meca-
nismos moleculares y celulares. Por una parte requiere de una fina coordinacion
entre los componentes del citoesqueleto neuronal y organelas esenciales como
la mitocondria y el reticulo endoplasmético que proveen la energia y el material
necesario como la sintesis de lipidos y proteinas para construir el nuevo axon.
La mitocondria en especial, genera trifosfato de adenosina (ATP), requerido
para la funcién de varias proteinas del citoesqueleto, y contribuye a la regula-
cion del calcio subcelular y la homeostasis redox de la neurona. El calcio (54)
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y las especies reactivas de oxigeno (55) son moléculas reguladoras de la guia
del crecimiento axonal.

Cuando un axén esté creciendo debe recorrer cortas o largas distancias a través
de los tejidos para conectar de forma precisa con el tejido diana. La estructura
responsable para esta importante tarea es el cono de crecimiento. El cono de
crecimiento es una estructura sensitiva y motil, cuya morfologia varia rapida-
mente. Su estructura se reconoce generalmente por dos partes: una estructura
ancha, dispersa y aplanada denominada lamelipodio y una extensiéon de picos
afilados denominado filopodio (Figura 1.11). Teniendo en cuenta la organiza-
cion del citoesqueleto dentro del cono de crecimiento, su estructura se puede
dividir en varias regiones: un dominio central (C) rico en microtibulos, un
domino periférico (P) enriquecido con filamentos de actina y un dominio de

transicion, que consiste en una zona en la interfase del dominio P y el central
C (Figura 1.12).

cuerpo celular
(Soma)

[
Célula
satélite

filopodio

Cono de
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lamelipodio

Figura 1.11: Estructura del cono de crecimiento. Se muestra una imagen de fluores-
cencia de una neurona sensitiva murina en crecimiento (izquierda). La neurona esta tenida
con Faloidina-Rodamina para identificar la actina filamentosa, con anti-g-tubulinalll para
identificar los microtibulos neuronales y DAPI para identificar el niicleo. En el extremo més
distal del axén en crecimiento se encuentra el cono de crecimiento (derecha), una estructura
altamente sensitiva y motil, cuya morfologia se caracteriza por presentar dos partes: una
estructura ancha, dispersa y aplanada denominada lamelipodio; y una extensiéon de picos
afilados denominado filopodio.
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El crecimiento del cono se da en tres fases: primero la protrusion, después la
obstruccion y por ultimo la consolidacion. La protrusion es la extension del
lamelipodio y el filopodio; la obstruccion es la hinchazon del lamelipodio y el
filopodio en tanto que el cono los engulle; y la consolidacion es el estrecha-
miento activo del cono de crecimiento convirtiéndose en el nuevo axén. Estas
tres fases ocurren continuamente en tanto el cono de crecimiento avanza.

El comportamiento del cono de crecimiento es un evento dindmico que se da
por la coordinacién del citoesqueleto de actina y microttibulos. La dindmica de
éstos dos componentes, el ensamblaje-desensamblaje y estabilizacién, permiten
la funcién exploratoria del cono y por ende garantizan la formaciéon adecuada
del axén. El cono de crecimiento puede extenderse, retraerse y girar para ex-
plorar el ambiente y dirigir la direccion del crecimiento. Esta dindmica implica
una continua reorganizacion de los filamentos de actina y los microtibulos en
el cono de crecimiento.
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Figura 1.12: Organizacién del citoesqueleto en el cono de crecimiento. (a) Los
conos de crecimiento varfan en forma y tamano, pero generalmente se logran distinguir
tres dominios: el dominio central (C), un dominio periférico (P) y una zona intermedia
denominada zona de transicion (T).(b) El cono es una estructura expandida y motil que
esta dividida en varias regiones (lineas discontinuas, azul). En el eje axonal, los microtubulos
(microtubulos) (lineas verdes) estan organizados en haces paralelos por las proteinas de
unioén a microtibulos (MAPs) (esferas cyan), mientras que en el dominio C los microtubulos
se dispersan y extienden individualmente a través de la zona T hasta alcanzar el dominio
P, donde se alinean con los haces de filamentos de actina (actina F, lineas rojas) en el
filopodio. En el filopodio, los filamentos de actina estdn organizados en haces paralelos que se
extienden hacia atras a través del dominio P para terminar en la zona T, donde son cortados
en filamentos cortos por un mecanismo atn desconocido. La actina F en el lamelipodio
estd organizado en redes ramificadas. En la zona T y en la periferia del dominio C estan
los arcos de actina (lineas fucsia), compuestas por haces anti-paralelos de actina F y la
proteina motora miosina II (no mostrada en el grafico). Los arcos de actina producen las
fuerzas compresivas en el dominio C que curvan los microtibulos dispersos y facilitan su
agrupamiento en la mureca del cono de crecimiento. Las proteinas motoras suministran al
cono de los materiales y organelas necesarios para la formacion del nuevo segmento axonal
(transporte antertgrado), asi como también transportan vesiculas implicadas en las vias
endociticas (transporte retrogrado).
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1.3.1 Dindmica del citoesqueleto de actina en el cono de
crecimiento

El citoesqueleto de actina es importante para el cono de crecimiento por dos
razones, la primera es que provee las fuerzas para la protrusion del cono a
través de la cual el filopodio y el lamelipodio exploran el ambiente. La segunda
es que genera las fuerzas de traccion en el dominio P del cono, las cuales jalan
el cono de crecimiento hacia delante en contra las adhesiones y dirige el giro
del cono.

En el filopodio, los filamentos de actina se reorganizan constantemente me-
diante la polimerizacion y el reciclaje de los filamentos de actina. El reciclaje
de los filamentos de actina se da por medio de un proceso denominado flujo
retrogrado de actina F, que es la traslocaciéon retrograda de los filamentos del
extremo lider que luego se reciclan por medio de rompimiento y/6 desensam-
blaje gracias a la accion de la cofilina y la profilina (Figura 1.13). El cono de
crecimiento avanza cuando la velocidad de polimerizaciéon de los filamentos de
actina F en el extremo lider excede la del flujo retrogrado (valor promedio 3 -
6pum/min) (Figura 1.13) (56-59). El flujo retrogrado esta dirigido por la pro-
teina motora miosina II, la cual genera fuerzas de traccién que jalan el cono de
crecimiento hacia delante en contra de las adhesiones que lo atan al sustrato,
dirigiendo asi el avance del cono (60).
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Figura 1.13: Dinamica de actina en el cono de crecimiento. El balance entre la poli-
merizacion y el flujo retrogrado de actina F, controla la protrusion del cono de crecimiento.
La actina F es desensamblada en la zona de transicién y es polimerizada en el filopodio del
cono de crecimiento. La fase de protrusion se da cuando la velocidad de polimerizacion de
actina F excede la del flujo retrogrado. Una vez el filopodio reconoce un sustrato adhesivo en
la matriz extracelular, éste se une a él usando proteinas de adhesiéon como las cadherinas, que
a su vez interacttian con los receptores transmembranarios heterodiméricos de a/3-integrina
en el cono de crecimiento. Estos receptores interaccionan con algunas proteinas de unién a
actina (p.e. Vinculina, Talina, Paxilina) para comunicar la actina F con la matriz extrace-
lular. Las proteina quinasa Src y quinasa de adhesion focal (FAK) se unen a las ABPs para
activar la adhesién de otras proteinas adicionales (no se muestra en la figura). Se cree que
la unién de las ABPs restringen el flujo retrogrado y permiten la fuerza de la polimerizacion
de actina para generar la protrusion de la membrana. Adaptado de (59).

La dindmica del cono de crecimiento es controlada a través de la regulacion de
las proteinas que intervienen en la polimerizacién de los filamentos de actina
y en el flujo retrogrado. La polimerizacion de actina en el extremo lider del
filopodio (extremo -+ del filamento de actina) es controlado por las proteinas
que intervienen en la nucleacion de actina: el complejo ARP2/3 y formina. El
complejo ARP2/3 esta concentrado en el dominio C y T del cono, y debido
a que permite la formaciéon de las ramificaciones de los filamentos de actina
es importante para la formacion del lamelipodio y el filopodio del cono (59).
El complejo ARP2/3 es el mayor efector de las proteinas quinasas RAC1 y
CDC42. Estas quinasas activan la proteina adaptadora WASp, sin la cual el
complejo no puede activarse (61, 62).

Formina, promueve la nucleaciéon de los filamentos largos de actina, necesarios
para la formacion del filopodio y posiblemente media la integridad de los haces
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de actina filamentosa en el filopodio (63). Su actividad esta regulada por las
proteinas Rac GTPasas (64).

El flujo retréogrado de actina y el desensamblaje de los filamentos de actina es
regulado a través de proteinas efectoras de la GTPasa RhoA (miembro A de la
familia de genes homologos Ras). Una de las proteinas efectoras es la proteina
quinasa ROCK, que regula la actividad de las proteinas quinasa:

1. MLCK (proteina quinasa de cadena ligera de miosina): La fosforilacion
de MLCK activa miosina Il y promueve su asociacién con los filamentos
de actina dirigiendo el flujo retrogrado de la actina F.

2. LIMK (proteina quinasa con dominio LIM): Cuando LIMK esta activa,
fosforila e inactiva a la proteina ADF'/cofilina, la cual promueve la rotura
de los filamentos.

3. el complejo ERM (ezrina,radixina y moesina): Las proteinas del comple-
jo ERM son proteinas de unién a actina que cuando estan fosforiladas
(activas) atan los filamentos de actina a la membrana celular. Adicional-
mente, la actividad de las proteinas ERM es regulada por receptores de
adhesion especificos del cono de crecimiento como LICAM. Las proteinas
ERM son importantes para la remodelacién de la actina F en respuesta
a factores neurotroficos como las neurotrofinas (factores que favorecen la
supervivencia de las neuronas) y posiblemente para la redistribucion de
los receptores de adhesion del cono al sustrato (65).

1.3.2 Dindmica del citoesqueleto de actina en el axon

El citoesqueleto de actina y su dindmica ha sido estudiado en profundidad en
el cono de crecimiento, sin embargo poco se conocia sobre la dindmica del ci-
toesqueleto de actina en el ax6n. Recientemente, se ha generado conocimiento
novedoso que muestra que el citoesqueleto de actina en el axén es méas di-
namico de lo que se pensaba. Hasta la fecha se han descrito tres estructuras
mayoritarias del citoesqueleto de actina en el axon: ondas(actin waves), anillos
(ring waves) y senderos de actina (trails waves) (Figura 1.14).
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Anillos de actina (rTing waves)

Los anillos de actina forman una estructura cilindrica y periddica debajo la
membrana plasmatica axonal. Cada uno de los anillos esta formado por fila-
mentos de actina F estabilizados por una proteina encapsulante (adducin) y
estan separados entre si mediante los multimeros de espectrina, una proteina
de unioén a actina (66) (Figura 1.14, izquierda). Esta organizacion de la actina
hace que los anillos sean estructuras estables y formen una coraza subplasma-
tica axonal.

Olas(actin waves)

Las olas de actina son estructuras similares a los conos de crecimiento en su
estructura y dindmica. Las olas de actina emergen en la base de las neuri-
tas, migrando lentamente hasta la punta y sobresaliendo sobre la membrana
plasmatica (Figura 1.14, centro) (67-69). Las olas de actina exhiben un mo-
vimiento lento (2-3 pm/min) y periodico con 1-2 olas apareciendo cada hora.
Dentro de la ola de actina, los filamentos de actina se dispersan, orientdndose
con angulos agudos (90-180) hacia el eje méas largo de la ola (69). Los fila-
mentos de actina dentro de la ola presentan intercambio rotatorio direccional
similar a lo que ocurre en los conos de crecimiento, donde los monémeros de
actina (actina G) se adicionan en el extremo lider del filamento y se desen-
samblan en la base. Las olas de actina parecen depender de los microtubulos,
ya que se ha observado como algunos microtubulos individuales se extienden
hasta alcanzar las olas de actina (70). Estos microtubulos estan enriquecidos
en doublecortina (71), una proteina estabilizadora del citoesqueleto que se une
tanto a la actina como a los microttibulos.

Senderos de actina (actin trails)

Los senderos de actina son las estructuras de actina que més recientemente
se han descrito en el axon (72) (Figura 1.14, derecha). Consiste en un feno-
meno que ocurre en ciertos puntos del axén, donde los filamentos de actina
experimentan continuamente polimerizacién y despolimerizaciéon. Estas zonas,
separadas entre si unos 2-3 mum (72), forman un nido para el ensamblaje
rapido de actina F. En este nido, los filamentos largos de actina aceleran bidi-
reccionalmente a lo largo del eje axonal (72).

El ensamblaje de la actina F en los senderos de actina posiblemente se da en
endosomas axonales estacionarios y parece depender de la proteina nucleadora
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de actina formina, pero no del complejo ARP2/3 (72). Al parecer estos puntos
calientes de ensamblaje proveen de actina F a los botones sinapticos (72).
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Figura 1.14: Ensamblajes del citoesqueleto de actina en el axén. Se muestra el
esquema de los tres ensamblajes de actina en el ax6én descritos en el texto: anillos de actina
(izquierda), olas de actina (centro) y senderos de actina (derecha). La flecha negra del centro
indica el movimiento anterégrado de las olas de actina. Las flechas verdes en la derecha
indican la direccién de la polimerizacién de los filamentos de actina.

1.3.3 Microtibulos en el cono de crecimiento

La dinamica (ensamblaje, desensamblaje y estabilizacion) de los microtubu-
los (ver seccion 1.2.2) les permite explorar todo el cono de crecimiento, para
lo cual se organizan constantemente formando varios arreglos: dispersos, en-
lazados y en haces. La principal funciéon de los microtiibulos en el cono esté
relacionada con la trayectoria del cono de crecimiento. Cuando el cono debe
girar, los microtibulos que estan agrupados en el dominio central del cono, se
dispersan y penetran en la zona de transiciéon e invaden el dominio periférico
preferiblemente en la zona por donde se va a producir el giro (73) (Figura
1.15, A). Para que los microtibulos invadan el dominio P, los filamentos de
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actina deben reorganizarse o despolimerizarse en determinadas zonas del cono.
Cuando el cono avanza, el flujo retrogrado de la actina F produce una fuerza
de traccion que los empuja hacia el dominio C del cono (74, 75) (Figura 1.15,
B). Se ha propuesto que los microtubulos podrian usar la fuerzas generadas por
las proteinas motoras como las dineinas y quinesinas para vencer el flujo retro-
grado de la actina F y asi lograr invadir el dominio P (76) (Figura 1.15, C-D).
Las proteinas motoras asociadas a actina (p.e. Miosinall) y a los microtibulos
(dineinas y quinesinas) generan fuerzas dependientes de ATP que regulan la
dindmica de los filamentos de actina y microtubulos asi como su interaccion
entre si en los conos de crecimiento, convirtiéndose entonces en proteinas clave
para la dindmica del cono de crecimiento.

Dos vias de senalizaciéon intracelular han emergido como candidatas para la
regulacion de la dindmica de los microtiibulos en los axones y en el cono de
crecimiento: la familia de proteinas Rho GTPasas, las cuales también partici-
pan en la regulacion del citoesqueleto de actina (77), y la proteina glucogeno
sintasa quinasa-3 (GSK-3), que es una quinasa dentro de la via de senalizacion
WNT (78-80).
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Figura 1.15: Comportamiento de los microtibulos durante las diferentes fases de
la actividad del cono de crecimiento. (A) Durante el avance del cono de crecimiento, las
fuerzas de traccion de dineina permiten que los microttiibulos sobrepasen el flujo retrogrado
de actina permitiendo que éstos microtubulos invadan el dominio periférico y el filopodio.
El recorte de la porcion labil de los microtubulos (azul oscuro) regula la longitud de esa
porcién de microtubulos, mientras que el corte de la porciéon estable de los microtibulos
(azul claro) crea microttabulos cortos y moviles. (B) Cuando el crecimiento pausa, el avance
de los microtibulos resulta en un cono de crecimiento no compartimentalizado en dominios
central y periférico, que es dominado por un haz de microttibulos curvados. (C) Cuando
el axén reanuda el crecimiento, los microtubulos se dispersan rapidamente e incrementa el
corte de los microtuibulos haciendo que més microtibulos cortos sean lanzados lejos del haz.
(D) Durante el giro del cono, las fuerzas generadas por las proteinas motoras quinesina-5 y
quinesina-12 llegan a estar polarizadas hacia el lado del cono opuesto a la direccion del giro,
de esta forma las fuerzas conducidas por dineina permiten la invasién de los microtibulos
solo del lado del cono que va a girar. Las flechas pequenas negras indican la direccién del
movimiento de microtubulos cortos. Las flechas largas rojas indican el flujo retrogrado de
actina. Reimpreso desde Trends in Neurosciences,Vol. 39, Issue 7. Kahn, Olga I and Baas,
Peter W. Microtubules and Growth Cones: Motors Drive the Turn, pag 6, Copyright (2017),
con el permiso de Elsevier (76).
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1.4 Regeneracion y degeneracion axonal en el sistema
nervioso periférico

Durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso, las neuronas periféri-
cas extienden axones bastante largos con la ayuda del cono de crecimiento,
el cual se transforma en una terminal presindptica cuando alcanza su tejido
diana. Luego, los somas cambian el programa de crecimiento axonal a progra-
ma de estabilizacion. El programa de crecimiento axonal se activa nuevamente
solo cuando el axén necesita ser reconstruido tras sufrir un dano fisico (corte
o compresion) o quimico (toxicidad). Este proceso se denomina regeneracion
azonal.

Contrario a la regeneraciéon axonal, las neuronas también pueden sufrir un
proceso de autodestrucciéon axonal, un proceso que puede darse a lo largo de
varias etapas de la vida del sistema nervioso, en las cuales las neuronas o un
segmento del axon debe ser eliminados.

1.4.1 Regeneracion axonal

A diferencia de las neuronas del sistema nervioso central (SNC), las neuronas
del sistema nervioso periférico (SNP) y en especial las neuronas sensitivas,
tienen una alta capacidad intrinseca para regenerar sus axones tras sufrir un
dano. Por ejemplo, en condiciones de in vitro, tras cortar los axones de las
neuronas sensitivas adultas murinas, el ~ 65% de los axones sensitivos son
capaces de regenerar su cono de crecimiento (81). La regeneracion axonal es
un mecanismo importante para el mantenimiento de la funcién axonal en las
neuronas sensitivas debido a que sus axones estdn mas expuestos al dano que
los axones de las neuronas del SNC.

La capacidad regenerativa de las neuronas sensitivas es alta durante el desa-
rrollo embrionario y en edades tempranas, pero ésta decrece con la edad del
organismo dejando a las neuronas més propensas a procesos patolégicos en el
axon, lo cual unido a otros factores como el incremento del estrés oxidativo,
terminaria por afectar la viabilidad de las neuronas (82, 8%).

La regeneracion del axén se da en tres etapas, primero se repara la membrana
axonal en el lugar del dano, luego se crea el cono de crecimiento y finalmente
varios procesos como el transporte axonal y la sintesis de proteinas colaboran
para suministrar el material necesario para la extension axonal (8/-86). Para
sellar la membrana rota, el calcio libre ([Cal?") del espacio extracelular fluye
hacia el interior del ax6n a través de la membrana danada 6 de los canales
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de calcio activados por voltaje (87). Este flujo intrementa los niveles de calcio
libre intracelulares ( [Ca]?™ ) en el lugar del dafio y activa proteinas como las
calpainas, con actividad proteasa, las cuales liberan la tensién de la membrana
permitiendo el acceso de vesiculas lipidicas a la membrana plasmaética (88).
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Figura 1.16: Formacion del cono de crecimiento o del bulbo de retraccién. Tras el
dano axonal, varios procesos ocurren en el sitio del dano, incluyendo la rotura de la membrana
plasmaética axonal; el influjo de iones y calcio; y el desensamblaje del citoesqueleto entre otros.
Aunque el segmento distal se somete a un proceso de degeneracion axonal autodestructivo,
el destino del segmento proximal depende principalmente del tipo de axén y la naturaleza
del dano. En neuronas competentes para regeneraciéon (cémo las neuronas sensitivas), el
cono de crecimiento se vuelve a formar con los componentes del citoesqueleto organizados,
para guiar la extensiéon polarizada del axén. Sin embargo, en neuronas no-competenentes para
regenerar, como ocurre en las neuronas del SNC, los bultos formados después del dafio axonal
se transforman en bulbos de retraccion axonal, caracterizados por presentar microtibulos
desorganizados y otras organelas. Reimpreso desde Neuron, Vol. 90, Issue 3, p437-451. He,
Zhigang and Jin, Yishi.Intrinsic Control of Axon Regeneration,pagina 440, Copyright (2017),
con el permiso de Elsevier (86).
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Una vez se ha sellada la membrana, se ensambla el cono de crecimiento. El
incremento en los niveles de [Ca|*" regula la reorganizacion del citoesqueleto
en el extremo distal del axén produciendo primero una ola de retracciéon de
despolimerizacion de los microtibulos a lo largo del segmento axonal (89-91),y
en paralelo, la despolimerizacion de los filamentos de actina de los complejos de
adhesion al sustrato (92). Luego, la calpaina, activada por los niveles de [Cal;™
rompe localmente las redes corticales de espectrina en el extremo distal axonal
(88, 93). Finalmente, el citoesqueleto de actina y microtubulos se reorganiza
y da forma al cono de crecimiento.

Con el cono de crecimiento formado, el axén puede crecer (extension axonal),
para lo cual el cono es provisto del material necesario (p.e. organelas, proteinas,
vesiculas) gracias a la sintesis local de proteinas en el axén y del transporte
axonal, sin la intervencion del soma (94, 95), al menos durante las primeras
etapas de la regeneracion. Esta caracteristica explica que las neuronas sensiti-
vas logren reparar sus axones, incluso cuando el dafio ocurre a largas distancias
del soma. Entre més largo sea el axén, el transporte axonal demandara una ma-
yor energia para mantener la respuesta regenerativa. Se piensa que la mayoria
de los materiales necesarios para el crecimiento del nuevo axén se transportan
por medio de los microttibulos, debido a que el transporte basado en actina-
miosina no es eficaz para el transporte a largas de distancias. Por otra parte, la
descripcion reciente de las zonas de ensamblaje/desensamblaje de actina F en
los axones (senderos de actina) sugiere un papel mas importante de la actina
en el transporte axonal.

Durante la regeneracién axonal, la dindmica del citoesqueleto de actina, la
sintesis de proteinas y el transporte axonal estan regulados por vias de sena-
lizacién que operan en lo axones y también por los cambios en los niveles de
[Ca]?" . Se ha demostrado que la via de las MAP (proteinas quinasas activadas
por mitogenos), a través de la activacion de DLK-1 (de las siglas en inglés Dual
Leucine-Zipper Kinase), es esencial para la regeneracion axonal y posiblemen-
te funciona como sensor temprano del dafio axonal (96-99). La proteina DLK
parece ser activada por el incremento inicial en los niveles de [Cal?" y viaja

35



Capitulo 1. Introduccion

hacia el soma para inducir una respuesta transcripcional y la alteracion de la
estabilidad de los microtubulos (100, 101).
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Figura 1.17: Provision del material necesario para la extensiéon axonal. Inmedia-
tamente después del darfio, la extension (el crecimiento) del axén regenerado depende del
suministro de materiales desde dos fuentes: (1) En la etapa temprana de la regeneracion,
vesiculas pre-existentes en el segmento axonal proximal podrian fusionarse con el axolemma
(membrana plasmatica axonal) para resellar la membrana y brotar transientemente el axon.
(2) La sintesis local de lipidos y proteinas podrian adicionar el material necesario al extremo
axonal en crecimiento. Sin embargo, esta actividad es muy limitada en las neuronas adultas
del SNC. Para sostener la extensién axonal, el transporte axonal anterégrado de largo ran-
go (soma +— terminal axonal) sirve como la mayor fuente de material (proteinas, vesiculas,
organelas). Reimpreso desde Neuron, Vol. 90, Issue 3, p437-451. He, Zhigang and Jin, Yishi.
Intrinsic Control of Axon Regeneration, pagina 441, Copyright (2017), con el permiso de
Elsevier.
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1.4.2 Degeneracion axonal

La degeneracién axonal es un mecanismo neuronal de autodestruccién axonal
estrictamente controlado que hace parte de varios procesos en los que un seg-
mento del axén debe ser eliminado. En cada uno de estos procesos, las seniales
que inducen la degeneracién pueden ser varias y los eventos morfolégicos que
ocurren durante el proceso degenerativo son bastante similares, estos ultimos
son: el desensamblaje de microtibulos, la formaciéon de swellings, y la fragmen-
tacion del citoesqueleto axonal, que termina con la eliminaciéon de los restos
del axon fragmentado (102, 103).

Uno de estos procesos degenerativos, la limpieza axonal o axonal prunning, tie-
ne lugar durante multiples etapas del desarrollo del sistema nervioso humano.
En este proceso, el sistema nervioso sufre una eliminaciéon progresiva de las
sinapsis y las terminales axonales para crear una especificacion de los circuitos
neuronales (104-106). Otros procesos degenerativos axonales relacionados con
el dafio axonal externo y enfermedades neurodegenerativas son la degeneracion
Walleriana y el fenémeno del dying back o marcha hacia atras.

Degeneracion Walleriana

Otra situacién que involucra la degeneracién axonal es cuando el axon es lesio-
nado a causa de un corte o por el bloqueo del transporte axonal, 6 la alteracion
quimica de su microambiente. En este caso, el segmento axonal distal al sitio
de la lesiéon degenera de forma anterograda. Este tipo de degeneracion se de-
nomina degeneracion Walleriana, y los eventos moleculares y morfologicos que
forman parte de él pueden durar entre 12-24 horas en condiciones de in vitro
(107, 108), y entre 24-48 horas en condiciones de in vivo (109). Durante este
tiempo, proteasas activadas por [Ca|** cortan el axon y la vaina de mielina for-
mando fragmentos axonales que luego son recogidos por macréfagos, los cuales
cooperan con las células de Schwann para proveer factores troficos y moléculas
que actiian como senales para la guia del axén, en el caso de que el axén sea
competente para regenerar (109-112).

En los tltimos anos ha emergido un modelo molecular propuesto en Wang y col.
(113) y Conforti y col. (114) para la degeneraciéon Walleriana (Figura 1.19).
En ausencia de dafno, la neurona presenta un balance de los niveles de un factor
de supervivencia, la proteina Nicotinamida mononucleotida adenililtransferasa
(NMNAT) con sus distintas isoformas (115-118) (Figura 1.18).
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Figura 1.18: Compartimentalizacion de las enzimas biosintéticas de NAD™ en las
neuronas. Varias isoformas del factor de supervivencia NMNAT estan distribuidas en varios
sitios de la neurona. Las isoformas NMNAT1, NMNAT2, NMNAT3 son proteinas endégenas
que estén localizadas en el nucleo, el citoplasma y la mitocondria respectivamente, esta dis-
tribucién es paralela a la de otras enzimas metabolizantes de NAD ™. La proteina WLDS, se
encuentra en axones con mucha més concentracion que en el ntcleo. En condiciones normales
el transporte axonal anterégrado mediado por quinesinas asegura una continua provisiéon de
los factores de supervivencia al axéon. Reimpreso y adaptado con fines de ilustraciéon desde
Nature Reviews Neuroscience, Vol. 15, No.6, p394-409. Conforti, Laura and Gilley, Jonathan
and Coleman, Michael P. Wallerian degeneration: an emerging axon death pathway linking
injury and disease,pagina 398, Copyright (2017), con el permiso de Nature Research.

La actividad enzimética de NMNAT2 mantiene altos los niveles de la coenzima
nicotinamida adenina dinucledtido en su forma oxidada, NAD™, que mantiene
bajos los niveles de [Cal®**T a través de la regulacion de la entrada y salida
de [Ca]*T de los almacenes intracelulares tales como el reticulo plasmético
(119-122) y la mitocondria (123-125). La regulacion a la baja de los niveles
de [Ca]*" en el axoplasma previene la activacion de las proteinas proteasas
dependientes de [Ca]** como las calpainas (111, 126-128), evitando su actua-
cion sobre las proteinas del citoesqueleto como la espectrina, preservando asi
la estructura y la integridad del axén.

Cuando se presentan alteraciones patologicas en el axén como el bloqueo del
transporte axonal 6 el dano mecénico, se produce una disminucién de los niveles
de NMNAT2 y NAD™ en el axon. La reduccion en los niveles de NAD™ regulan
a la alta los niveles de [Ca|*" en el axoplasma, lo cual se acompania de un
incremento en la entrada de [Cal?*' desde el espacio extracelular a través de
canales, y la consecuente liberacion de [Ca|** de los almacenes internos. El
incremento de [Ca®T]; activa las calpainas, las cuales inician una degradacion
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proteolitica de las proteinas del citoesqueleto axonal y la posterior destrucciéon
del axon.

La actividad de NMNAT?2 puede ser promovida por la proteina de degeneracion
Walleriana lenta (WLDS, por sus siglas en inglés Slow Wallerian degeneration
protein) (129, 130), la cual comparte el dominio para la sintesis de NAD™
(118, 131). Existe evidencia de que la proteina WLDS podria aumentar los
niveles de NMNAT?2 ¢ sustituirla, manteniendo asi los niveles de NADT dénde
sea necesario. Ademas WLDS también podria aumentar la actividad de las
otras isoformas, como por ejemplo NMNAT3, localizada preferentemente en la
mitocondria (116).

39



Capttulo 1. Introduccion

Palmitoylation

Pathway activators
= Transection or crush
* Vincristine

@ Vinblastine

Initiation
VT@
AV
5 a
R

A

protease

* MPP*
 Rotenone

o Translation Mitochondrion,
inhibitors S
= Energy deprivation =
* NGF withdrawal J
W—mPTP

— Putative core events

Execution

Core event, exact
site in pathway
unknown

—— G

— Calpains

== Putative modifying =1
signals
%< Degradation or

turnover

e

Figura 1.19: Mecanismo molecular emergente para la degeneracion Walleriana.
Ruta molecular especulativa de los eventos que ocurren durante la degeneracién Walleriana
y la degeneracion axonal sensitiva WLDS propuesta por (114). A la izquierda se listan
varias senales de estrés, que se presumen podrian activar esta ruta (El factor de crecimiento
nervioso [NGF]| activa una ruta posiblemente paralela que implica la senalizacion de un
receptor de muerte celular y la activacién de caspasa que es requerida para el prunning
azonal). Esta ruta esta relacionada con los eventos que ocurren en un segmento central del
axén que debe ser eliminado y no corresponde a la degeneracién axonal del sitio cercano del
dano. Se propone que el niicleo de la ruta, consistente de una fase de iniciacién y una fase
de ejecucion, recibe la entrada adicional de otras senales modificantes. Algunas moléculas
y seniales se pueden asignar a la fase de inicio o ejecucién con algo de certeza, sin embargo
es dificil asignar algunos participantes, como SARMI, la cual se cree contribuye al niicleo
central, y la mitocondria con las especies reactivas de oxigeno (ROS), la cual puede actuar en
cualquiera de las dos fases. Estos participantes se muestran provisionalmente influenciando
los pasos en ambas fases, aunque posiblemente actien en un tnico punto. Se propone que
la regulacién de la actividad y sustitucion de NMNAT?2 representa un nodo temprano en
la ruta y en el punto en el que WLDS y/6 la sobre expresion de las isoformas de NMNAT
6 la pérdida de PHR1 probablemente actian para retardar la degeneracion. La NMNAT?2
endogena estd predicha inhibir la ruta en axones sanos, y la pérdida de esta proteina podria
actuar como un iniciador de la activaciéon de la ruta en situaciones en las que el suministro al
axon falla. CRMP2, collapsin response mediator protein2); DLK,de las siglas en inglés dual
leucine zipper kinase; GSK38, glycogen synthase kinase 33; IKK, inhibitor of nuclear factor-
k-kinase; JNK, JUN amino-terminal kinase; MORN4, MORN repeat-containing protein 4;
MPP+, 1-methyl-4-phenylpyridinium; mPTP, mitochondrial permeability transition pore;
SCG10, superior cervical ganglion 10. Reimpreso y adaptado con fines de ilustracion desde
Nature Reviews Neuroscience, Vol. 15, No.6, p394-409. Conforti, Laura and Gilley, Jonathan
and Coleman, Michael P. Wallerian degeneration: an emerging axon death pathway linking
injury and disease,pagina 398, Copyright (2017), con el permiso de Nature Research.
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El fenomeno de dying back

La degeneracion de las fibras nerviosas puede ocurrir en la edad adulta del
organismo como parte de la patologia de enfermedades que afectan al sistema
nervioso (neuropatias). Este tipo de degeneracion tiene un patron dying back
o de muerte hacia atrds (102), el cual consiste en una regeneracion retrograda
que se inicia en la sindpsis o en el extremo mas distal de axones sensitivo-
motores, y que generalmente ocurre de forma anticipada a la pérdida del soma
de la neurona (132, 133) (Figura 1.20). Este tipo de fenémeno es patogénico
y puede comprometer la supervivencia neuronal, y por ende puede ocasionar
graves defectos en la funcion neuronal de los dos sistemas nerviosos central y
periférico.

Este fenémeno se ha observado como parte de los mecanismos neurodegenera-
tivos de varias enfermedades humanas como Alzheimer(134 ), Parkinson (135),
Huntington (136), Esclerosis lateral amiotrofica (ELA) (137, 138) y ataxia de
Friedreich (139).

El fenémeno de dying back inicia con una degeneracién axonal distal en la
sinapsis, causando la denervaciéon de los tejidos diana, continuando con una
degeneracion retrograda del axéon que es mas lenta que la observada en la de-
generacién Walleriana, y que a diferencia de ésta se dirige hacia el soma de
la neurona (137, 138). Una de las caracteristicas mas importantes de éste
fenémeno es que la degeneracion se presenta anticipadamente a la manifesta-
cion clinica de los sintomas de la enfermedad neurodegenerativa. El proceso
degenerativo del axén, al igual que en la degeneracién Walleriana, incluye el
desensamblaje de microtibulos, la formacién de hinchazones axonales, y la
fragmentacion del citoesqueleto axonal, que termina con la eliminacion de los
restos del segmento del axén (102, 103). Sin embargo, diversos estudios en
modelos animales para las enfermedades neurodegenerativas como ELA, han
permitido conocer mejor cuales son los eventos moleculares que provocan la
degeneracion en la sinapsis. Una de las teorfas propone que la acumulaciéon de
complejos proteicos insolubles en la sinapsis causarfa un microambiente toxico
que podria interrumpir el suministro de moléculas necesarias para el mante-
nimiento del axén, promoviendo a la denervacién de los tejidos mientras que
el soma permanece intacto (140). Otra teoria propone que la acumulacion de
neurofilamentos impide un correcto transporte retrogrado en el axén, alteran-
do la homeostasis axonal y provocando la pérdida del soporte mecanico del
axon (141, 142). Ademés, la alteracion del transporte anterogrado bloquea el
suministro de factores neurotréficos derivados del tejido inervado induciendo
el fenomeno de dying back (138).

41



Capttulo 1. Introduccion

Por otra parte también se han propuesto teorias enfocadas en la susceptibilidad
a la degeneracion axonal de cierto tipo de neuronas. Por ejemplo, las diferencias
en el ratio de inervacion y el calibre axonal parecen influir la degeneracién de
las motoneuronas, las cuales presentan grandes tamanos y las altas demandas
metabolicas (143, 144).

Otras teorfas estan relacionadas con la alteracion de los niveles de expresion
de proteinas asociadas con la gufa y el crecimiento axonal. Por ejemplo, en
las sinapsis musculares de las neuronas motoras (uniones neuromusculares 6
NMJ, por las siglas del inglés Neuromuscular Junctions) se ha encontrado
altos niveles de la proteina semaforina-3a (Sema3A), la cual es una proteina
senalizadora de repulsion durante la guia axonal. Altos niveles de esta proteina
podria provocar la denervacion de las sinapsis musculares e iniciar un proceso
degenerativo retrogrado (145-147).

El actual conocimiento de los eventos moleculares que subyacen bajo el proceso
de degeneracién axonal en el fenémeno de dying back parecen ser similares en
algunos puntos a los de la degeneracion Walleriana, sin embargo la evidencia
sugiere que existen ciertos eventos moleculares especificos asociados con en el
fenémeno de dying back las cuales podrian determinar el inicio de la degene-
raciéon en las diferentes neuropatias.
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Figura 1.20: Degeneracion axonal en el fenémeno de dying back. En un sistema
nervioso sano, el transporte axonal anterégrado (soma — extremo distal) y retrégrado (soma
— extremo distal del ax6n) mantiene un suministro continuo de proteinas y biomoléculas, que
garantiza el mantenimiento de las sinapsis de las neuronas del DRG (neuronas sensitivas) y las
neuronas motoras (uniones neuromusculares 6 NMJ, por las siglas del ingés Neuromuscular
Junctions) en sus tejidos diana. En el fenémeno de dying back, ocurre una degeneracion
progresiva retrograda que podria iniciar con la degeneracién en las sinapsis que causa una
denervacion de los tejidos diana, seguido de una degeneraciéon axonal y una eventual pérdida
del soma. Las flechas azules y rojas indican la direccién de la transmisién sindptica. Las
flechas negras indican la direccion del proceso degenerativo en el fenémeno de dying back.
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1.5 Enfermedades del sistema nervioso periférico: la ataxia
de Friedreich

El sistema nervioso central y periferico (SNP) de ser humano pueden verse
afectados por diversos trastornos que afectan las fibras nerviosas. El trastorno
del sistema nervioso se conoce como neuropatia, y si ésta ocurre particularmen-
te en los nervios periféricos se denomina neuropatia periférica. Las neuropatias
periféricas pueden ser mononeuropatias si el trastorno afecta un tnico nervio,
y polineuropatias si afecta a varios.

Dentro de los factores que pueden causar las neuropatias periféricas estan las
enfermedades cronicas como la diabetes, procesos inflamatorios, sustancias neu-
rotoxicas y causas genéticas hereditarias. Una de las neuropatias periféricas
hereditarias es la ataxia de Friedreich.

En el ano 1863, Nikolaus Friedreich (1825-1882) diagnostic6 por primera vez
la condicién, que ahora es denominada ataxia de Friedreich (FRDA, OMIM
229300). La FRDA es una enfermedad de herencia autosémica recesiva cu-
ya prevalencia es de unos 4,7 casos por 100,000 habitantes en Espana, y se
considera la ataxia hereditaria mas comuin en la poblacion caucasiana (148,

149).

1.5.1 Caracteristicas clinicas y neuropatologia de la enfermedad

La edad promedio de aparicion de los sintomas de la FRDA son los 11 anos,
y generalmente antes de los 25 anos. Los sintomas clinicos en pacientes FRDA
pueden incluir una ataxia progresiva con marcha alterada; dismetria; disartria;
disfagia; pérdida severa de la sensibilidad propioceptiva y superficial; debili-
dad y atrofia en las extremidades; pérdida del tono muscular, espasticidad, o
una combinacién de ambos; reflejos deprimidos; reflejos extensores plantares;
pérdida visual; déficit auditivo y la presencia de una neuropatia axonal sensi-
tiva. La FRDA se caracteriza por presentar velocidades de conduccién motora
dentro de los valores normales.

Aproximadamente el 85 % de los pacientes mueren por causa de una cardio-
miopatia hipertrofica, y aproximadamente el 25 % desarrollan diabetes melli-
tus, como causa de un efecto combinado entre la deficiencia de la insulina y
la resistencia a insulina (150). En lo que respecta a la progresion del desorden
neurolégico, éste se considera variable, los pacientes siempre terminan necesi-
tando sillas de ruedas entre los 15-20 anos desde la aparicién de la enfermedad
(151, 152).
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Existen otras variantes de la FRDA que se consideran atipicas, pero son cau-
sadas por mutaciones en el mismo gen FRDA. La primera de este tipo es una
FRDA de aparicién tardia con un inicio de la enfermedad superior a los 25
anos, y con una progresion més lenta y con menor frecuencia de los defectos
esqueléticos (pie cavo y escoliosis). La segunda variante es una FRDA que se ca-
racteriza por presentar reflejos de estiramiento conservados, de aparicién mas
tardia y con menor incidencia de los defectos esqueléticos y cardiomiopatia,
ademas de conservar el reflejo muscular profundo (153, 154).

Los pacientes FRDA, presentan una neuropatia axonal sensitiva caracterizada
por una degeneraciéon primaria en las raices dorsales de los ganglios dorsales
(DRG) con la pérdida selectiva de las neuronas sensitivas grandes, encargadas
de la propiocepcion o sentido del posicionamiento (neuronas propioceptivas)
(150) (Figura 1.21). El proceso degenerativo continua con la degeneracion axo-
nal de las columnas posteriores, los tractos espinocerebelares, los tractos corti-
coespinales, y las fibras largas mielinizadas de los nervios periféricos localizados
en el sistema nervioso central (SNC) (155) (Figura 1.21).
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Figura 1.21: Zonas del sistema nervioso alteradas en ataxia de Friedreich
(FRDA). Se ilustra las zonas del sistema nervioso central (SNC)y periférico (SNP) afectadas
por la ataxia de Friedreich: El primer sitio de afectacion es el ganglio de la raiz dorsal (DRG)
que alberga los somas de las neuronas sensitivas. Posteriormente, las columnas posteriores,
los tractos espinorecerebelosos y corticoespinales en el SNC.

En el SNC, la columna de Clarke localizada entre el asta anterior y posterior
estd atrofiada. En la columna de Clarke reside un grupo de interneuronas, las
cuales intervienen en la coordinacion y la regulacion de la actividad motora. Sin
embargo, las neuronas motoras residentes en el asta anterior estan intactas. En
el bulbo raquideo, los nucleos gracilis y cuneatus, donde terminan las colum-
nas dorsales de la médula espinal, estan atrofiados, indicando una degeneracion
trans-sindptica. Los tractos corticospinales estan severamente afectados en las
porciones distales sugiriendo un patrén degenerativo de tipo dying back. En el
cerebelo, donde tiene lugar el procesamiento de la informacion propioceptiva y
el ajuste de los movimientos finos, el niicleo dentado esté severamente afectado
vy hay pérdida de células de Purkinje acompanada de una pérdida de células
piramidales en la corteza cerebral. Adicionalmente, investigaciones recientes
sugieren una atrofia de materia gris subcortical en el ganglio basal, el mesen-
céfalo y el tdlamo. Se ha observado el déficit de funciones cognitivas de orden
superior, incluida la planificacion motora (156) y el control cognitivo (157),
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lo cual puede ser explicado por la combinacién de transtornos cerebelosos y
cerebrales (158).

Varios estudios apoyan la hipdtesis de que la axonopatia caracteristica de la
ataxia de Friedreich ocurre mediante el fendmeno de dying back, que afectaria
a los nervios sensitivos y a los tractos centrales espinorecebelosos y corticospi-
nales. En pacientes FRDA, se ha observado una pérdida preferentemente distal
de fibras nerviosas (159, 160) y la pérdida de fibras mielinizadas (150, 161) en
el nervio sural, un nervio sensorial localizado en una regién de la pantorrilla.
La hipomielinizacién se podria asociar a la falta de interacciéon entre los axo-
nes y las células de Schwann, lo que sugiere una contribuciéon mixta de varios
factores en la axonopatia de la FRDA (161).

El estudio patologico del DRG y de biopsias del nervio sural de pacientes FRDA
descrito por Koeppen y Mazurkiewicz (150), muestra que en el DRG, en tanto
que la enfermedad progresa la destrucciéon de las neuronas sensitivas del DRG
se manifiesta por una proliferacién de las células satélite y la formacion de
nodulos residuales. En el nervio sural, que esta localizado mucho mas lejos del
DRG que las raices dorsales, se observo la persistencia de axones delgados, una
reducciéon de las vainas de mielina y una reduccion significativa de las células
de Schwann. Estas observaciones sugieren que la mejor interpretacion de la
patogénesis de la neuropatia sensitiva en la FRDA es la combinacién de un
retraso en el desarrollo de las neuronas sensitivas o hipoplasia neuronal, una
mielinizacién ineficiente y una axonopatia progresiva lentamente superpuesta.

1.5.2 Patogénesis molecular de la ataxia de Friedreich

La ataxia de Friedreich (FRDA) es una enfermedad neurodegenerativa causada
por mutaciones en el gen que codifica para la proteina mitocondrial frataxina
(FXN)(162). La FRDA es una enfermedad con un patrén de herencia auto-
somica recesiva. El 98 % de los pacientes presentan dos alelos que contienen
una expansion patolégica de un triplete (guanina-adenina-adenina) en el in-
tron 1 del gen FXN (162),localizado en el cromosoma 9 (9q21.11) (163-165)
(Figura 1.22). Cuando la secuencia del trinucle6tido GAA es mayor de aproxi-
madamente 60 repeticiones, se forman complejos de triple hélice del ADN, que
promueven la desacetilacion de las histonas durante el proceso de la transcrip-
cion del mRNA (166) bloqueando la expresion de la frataxina (167, 168).
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Figura 1.22: Gen que codifica para frataxina (FXN). El gen FXN que codifica para
frataxina est4 compuesto por 6 exones: 1-5a (rojo). Los exones 5b y 6 (verde) hacen parte de
dos transcritos alternativos que codifican para dos isoformas de frataxina. El intrén 1 contiene
el elemento Alu (amarillo) en cuya secuencia se encuentra la expansion del triplete guanina-
adenina-adenina (GAA). La expansion contiene entre 6 y 36 repeticiones en la poblacion
sana, mientras que en los pacientes FRDA puede contener hasta 1700 repeticiones, lo cual
resulta en un bloqueo de la transcripcion de la proteina y consecuentemente la reducciéon
severa en los niveles de frataxina. Adaptado desde (169).

Normal

En los pacientes de FRDA, la expresion de frataxina se conserva en un nivel
bajo, pero nunca llega a ser nula, de hecho, la ausencia total de frataxina resulta
ser letal para embriones murinos de los modelos murinos para FRDA (170).
Un pequenio porcentaje de pacientes (2 %) tienen una expansion del triplete
GAA en uno de los alelos y una mutacion puntual en el otro (170, 171).

El debut y la progresion de la enfermedad es inversamente proporcional con el
numero de las repeticiones del triplete GAA. A mayor nimero de repeticiones
mas temprana es la edad de aparicién de la enfermedad.
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Estructura de fratazina

La frataxina es una proteina pequefia mitocondrial de ~ 21 kDa, es codificada
por el genoma nuclear. La frataxina esta altamente conservada y distribuida
de forma ubicua en organismos procariotas y eucariotas (172, 173).

En la célula, la frataxina es sintetizada como un precursor de 210 aminoacidos
(~23 kDa) conteniendo una etiqueta mitocondrial en su extremo amino ter-
minal y luego, en la mitocondria, se obtiene una forma intermedia (42-210aa,
19 kDa) y la forma madura (81-210 aa, 14,2 kDa) al ser procesada por una
peptidasa de procesamiento mitocondrial (MPP) (17/). En la mitocondria,
frataxina (81-210 aa, 14,2 kDa) se localiza en la matriz mitocondrial donde se
asocia con la membrana interna mitocondrial.

La estructura tridimensional de frataxina estd compuesta por dos hélices «
terminales que forman un plano, sobre cinco hojas 8 que forman un segundo
plano. Otra hoja (8 intersecciona los dos planos para formar una estructura ti-
po sandwich (175, 176). La secuencia proteica de frataxina contiene una gran
cantidad de residuos conservados (Asp,D; Glu,E), localizados entre la primera
hélice y el borde de la hoja -1 (177). Esta cresta acida semi-conservada genera
una superficie cargada negativamente que cuenta para casi un cuarto del area
total accesible de frataxina. Varios estudios han demostrado la importancia de
esta region para la funcion de frataxina (178) y particularmente en el caso de
la FRDA se han observado varias mutaciones de éstos aminoacidos en los pa-
cientes FRDA. En la parte central de frataxina se han descrito las mutaciones:
L106S, I154F, L156P, W173G, L182H, L182F y H183R; en la superficie car-
gada negativamente se ha descrito la mutacion D122Y; y en el plano formado
por las hojas 8 se ha descrito la mutaciones G130V, W155R y R165C (171,
179-181).

El RNAm de frataxina esté expresado predominantemente en tejidos con una
alta tasa metabolica como por ejemplo el corazoén, el higado, misculo esque-
lético y el pancreas (162). Los niveles de expresion de frataxina es alta en el
sistema nervioso, sin embargo éstos niveles se reducen de forma gradual ob-
servandose los mayores niveles de expresion en el sistema nervioso periférico y
los menores en el sistema nervioso central. Mientras que frataxina tiene altos
niveles de expresion en los ganglios de las raices dorsales (DRG), seguido por
la médula espinal, en el cerebelo y el cerebro se detectan menores niveles de
expresion (162), el cerebro es por tanto, el tejido que presenta los valores més
bajos de expresion.
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(a) Estructura de frataxina (b) Superficie molecular

Figura 1.23: (a) Diagramas Ribbon que muestran el plegamiento de la frataxina, un sand-
wich compacto a/83, con las hélices « en color turquesa y la hojas 8 en verde. Las hojas
£155 forman un plano de hojas [ anti-paralelo que interactia con las dos hélices, al,a2.
Las dos hojas son anti-paralelas entre si y al plano de las hojas 5. Una segunda hoja 3, mas
pequeiia esta formada por el extremo C terminal de las hojas 85, y las hojas 86 y 87. (b)
Figura que muestra la superficie molecular de frataxina. La molécula esté orientada como
se muestra en (a). Se muestran los 12 residuos acidos (Asp,D; Glu,E) que hacen parte de la
cresta acida semi-conservada que genera una superficie cargada negativamente. Extraido de
Dhe-Paganon y col. (177).

Funcion de frataxina

Una larga linea de evidencia demuestra que frataxina (FXN) participa en la
biosintesis de los centros de hierro-azufre (Fe/S), en el metabolismo del hierro
y en la proteccion contra el estrés oxidativo. Los centros de Fe/S (ISC, de las
siglas en inglés Iron Sulfur cluster) son cofactores de proteinas y son requeri-
dos para varios procesos biologicos en los organismos eucariotas tales como la
fosforilaciéon oxidativa. En los organismos eucariotas, la via biosintética de los
ISC esta localizada en la matriz mitocondrial y es responsable de la sintesis
de los ISC: [2Fe-2S| , [4Fe-4S], asi como también distribuyen estos ISC a las
proteinas que los requieren (182).

Varios estudios apoyan la funcién de frataxina como una proteina activadora
alostérica del complejo multicomponente biosintético de los ISC en los organis-
mos eucariotas. El niicleo del éste complejo biosintetico estd compuesto por la
proteina NFS1 (proteina cisteina desulfurasa, donadora de azufre), la proteina
mitocondrial ISD11 ( donadora de azufre), y la subunidad catalitica ISCU2
(andamiaje sobre la cual se ensamblan nuevos centros). Recientemente se ha
propuesto que la proteina ACP ( acyl carrier protein) como un componente
funcional esencial para el complejo biosintético de los ISC en los organismos
eucariotas (182-184). La FXN se une al complejo como una proteina dona-
dora de Fe. La ACP, al igual que FXN, esta localizada en la mitocondria e
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interviene en la via de sintesis de 4cidos grasos mitocondrial (FASmt) y ayuda
a organizar otras proteinas importantes para la produccién de energia. En la
mitocondria ACP funciona como una subunidad requerida para el complejo I
(NADH: ubiquinona oxidorreductasa) de la cadena de transporte de electrones
(CTE) que contribuye a la produccion de ATP (185-187). Recientemente Cory
y col. (182) han presentado la estructura cristalografica y electro- microscopica
del complejo biosintético formado por NFS1-ISD11-ACP que forma el nicleo
del complejo de ensamblaje de los ISC en el ser humano y que se ensambla con
ISCU2 y FXN. Los autores también proponen que el ensamblaje del complejo
NFS1-ISD11-ACP ha adoptado una arquitectura particular en los organismos
eucariotas que les permite a FXN y ACP controlar la biosintesis de los ISC
(182).

En el caso particular de FXN, sorprendentemente se ha observado que la forma
intermedia (FXN*27219) y la forma madura (FXN8'=21%) de FXN tienen pro-
piedades funcionales diferentes. Por una parte FXN*2-210 presenta tendencia
a formar oligbmeros que almacenan hierro como mineral férrico estable, mien-
tras que FXN81=210 o5 yuna proteina monomérica que solo puede donar hierro
ferroso pero no puede almacenarlo. Las dos isoformas pueden donar hierro pa-
ra la sintesis de los ISC, pero la forma monomérica FXN81=210 eg incapaz de
mantener la sintesis de los ISC en condiciones oxidantes. Ademas, las dos iso-
formas exhiben diferentes sitios de unién a las otras proteinas que forman el
complejo biosintético de los ISC (188). En el caso de la biogénesis de los ISC,
se ha propuesto que una disminucién en la expresion de frataxina afectaria la
actividad de los complejos I, IT (succinato deshidrogenasa) y I1I (complejo cito-
cromo bc;) de la CTE que contienen ISC, y también la actividad de proteinas
mitocondriales que requieren de ésta fuente de hierro e ISC la ferrocatalasa
(protoporfirina + Fe™ <« heme B + 2 H") y la aconitasa mitocondrial (189).

Se piensa que en la ausencia de FXN;, el hierro no puede ser incorporado en los
ISC quedando libre en una forma reactiva que se acumula incrementando la
sensibilidad de las células al estrés oxidativo, y exponiéndolas atin més a toxi-
nas endogenas y ambientales (190). Sin embargo, el fenotipo de acumulacion
de hierro en modelos murinos y pacientes FRDA continua siendo motivo de
controversia. Por ejemplo, la ausencia de frataxina en pacientes FRDA causa la
acumulacion de hierro en el niicleo dentado 6 en las células gliales del ganglio
dorsal (DRG) (191, 192), y maés recientemente Chen y col. (193) mostraron
por primera vez evidencia directa de la acumulaciéon de hierro ferroso (Fe™?)
y hierro férrico (Fe™) en el cerebro de un modelo murino en el que los niveles
de Fxn fueron reducidos en el sistema nervioso usando el sistema AAV (virus

adenoasociados) y CRISPR/Cas9 (193, 194).
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Otros estudios sugieren que el hierro no es el tnico metal con el cual frataxina
puede interactuar, estudios de frataxinas bacterianas y el modelo de Drosophila
para la FRDA sugieren que frataxina podria interactuar con otros metales como
cobre (Cu®"), Europio (Eu®"), Manganeso (Mn*") y Zinc (Zn*") (175, 195).
Estos metales son importantes para la mitocondria porque los requiere para
varias de sus funciones fisiologicas, y ademés todos ellos incluyendo el hierro,
son importantes para la estructura y la funciéon de las proteinas (catalisis,
transferencia de electrones, union de ligandos).

Una larga linea de evidencia obtenida a partir de pacientes FRDA, y el silen-
ciamiento de frataxina en lineas celulares y modelos murinos muestran que el
déficit de frataxina causa una disfuncién en la CTE, sin embargo esta afecta-
cién es variable y ha mostrado ser dependiente del tipo celular. Por ejemplo,
el estudio en biopsias de corazon de pacientes FRDA revelaron un déficit de
la actividad de los complejos I, IT y 111, pero no se observaron alteraciones en
otros tejidos incluido el tejido nervioso (196, 197). La actividad de los com-
plejos II, IIT y IV resulto estar afectada en linfoblastos derivados de pacientes
FRDA, sin embargo en neuronas y miocardiocitos derivados de células madre
pluripotentes de pacientes FRDA no se observo alteracion de la CTE (198). El
analisis del tejido cardiaco del modelo murino YG8R. para la FRDA mostro
una afectacion de los complejos I, II, I1I, que no siempre resulté ser signifi-
cativo (199). Por otra parte, en nuestro laboratorio el anéalisis protedémico del
ganglio dorsal del ratén Y G8R ha revelado una disminucién de cuatro subuni-
dades implicadas directamente en el flujo de electrones del niicleo catalitico del
complejo I (NDUFA10, NDUFAF7, NDUFS1, NDUFA10) (200). También se
observé la disminuciéon dos componentes del complejo I caracterizadas por ser
proteinas Fe/S (NDUFS3 y NDUFS1) (200).

El analisis de la CTE en modelos celulares con silenciamiento de frataxina han
mostrado resultados variables de la afectacién de los complejos. Por ejemplo,
el silenciamiento de oligodendroglioma producieron defectos en la actividad de
las enzimas aconitasa y adrenoxina que requieren ISC (201). El silenciamiento
de frataxina en una linea celular murina hibrida como motoneuronas (NSC34)
produce la inhibicién de la actividad del complejo I de la CTE (202). Ademés,
en nuestro laboratorio el silenciamiento de frataxina en células de neuroblasto-
ma humano mostré la pérdida significativa de la actividad del complejo IV de
la CTE asociada a una menor presencia del complejo IV y la despolarizacion
mitocondrial (169, 203).

Una de los aspectos mas llamativos es la sensibilidad que produce el déficit de
frataxina al estrés oxidativo. Varios estudios en modelos celulares y animales
muestran que el déficit de frataxina produce un incremento en las especies
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reactivas de oxigeno (ROS) (200, 203-209), generado por las alteraciones de
la CTE o la acumulacion de hierro (210, 211). Las ROS pueden interferir y
destruir estructuras celulares y moléculas como lipidos, proteinas y material
genético (ADN, ARN) incluyendo el ADN mitocondrial (ADNmt). Se ha ob-
servado que los pacientes FRDA son susceptibles a deleciones y mutaciones en
el ADN mitocondrial (ADNmt) (212), lo cual podria incrementar aun maés los
niveles de estrés oxidativo en la célula debido a que varias de las enzimas de
la cadena respiratoria estan codificadas por este material genético.

En las células FRDA el incremento del estrés oxidativo afecta la estabilidad del
citoesqueleto de actina (213) y microtubulos (214, 215). Esta afectacion esta
relacionada principalmente con el hecho de que las proteinas del citoesqueleto
son més sensibles a la oxidacion por el alto contenido de grupos tiol (-SH) que
contienen, haciendo que las proteinas del citoesqueleto sean oxidadas segtun
la cantidad y la posiciéon de los grupos tiol que contienen en sus secuencias.
Los estudios en células FRDA han revelado que las proteinas del citoesquele-
to de las células deficientes para frataxina son particularmente sensibles a la
oxidacién debido a un incremento de la glutationilaciéon de la tubulina y la
actina (213, 214). La glutationilaciéon es una forma de oxidacion reversible cu-
ya funcién es la proteccion del aminoacido cisteina de las proteinas, las cuales
contienen un grupo tiol en su cadena lateral susceptible a oxidacién y que tie-
ne un importante papel estructural en las proteinas. Especificamente, Sparaco
y col. (214) mostraron mediante estudios inmunohistoquimicos en la médula
espinal de pacientes FRDA existia un incremento de los niveles de la tubu-
lina tirosinada en las motoneruonas que coincidian con un incremento de la
glutationilacion de los microtibulos y una distribucién patologica de la forma
fosforilada del NF-H, revelando una posible relacion entre el desbalance redox
y la alteracion de las modificaciones post traduccionales de los microtibulos
en las neuronas FRDA.

Recientemente, Piermarini y col. (215) mostraron que el silenciamiento de fra-
taxina en una linea celular hibrida como motoneuronas (NSC34) puede causar
un incremento en la glutationilaciéon de la a-tubulina, el cual los autores re-
lacionan con una disminucién de la polimerizacién de los microtubulos, una
disminucion del ratio de tubulina tirosinada/destirosinada, y una disminucioén
de los microttibulos estables. En el caso de la actina, Pastore y col. (213) ob-
servaron que los fibroblastos de pacientes FRDA experimentan un incremento
del estrés oxidativo con un déficit significativo del ratio de glutation y la forma
oxidada disulfuro de glutation (GSH/GSSG). La alteracion del ratio se rela-
ciono con un incremento de la glutationilaciéon de varias proteinas que incluian
a la actina. Adicionalmente, en este trabajo se observo una disminucion de la
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fluorescencia de la actina filamentosa en fibroblastos de los pacientes FRDA, lo
cual los autores consideran una consecuencia del desensamblaje de los filamen-
tos de actina probablemente inducida por la oxidacion de actina (213). Estas
observaciones sugieren que la dindmica de las proteinas del citoesqueleto estan
siendo alteradas como consecuencia del desbalance redox en las células FRDA
producido por el déficit de frataxina.

Estudios previos han demostrado que la funcién de frataxina es importante
para la morfologia y la funciéon mitocondrial, la cual es a su vez indispensable
para la funciéon celular, y especialmente la funcién neuronal. Amorés (169)
demostré que el déficit de frataxina causa una disfuncién mitocondrial en un
modelo celular deficiente para frataxina, dicha disfuncién esté caracterizada
por un incremento en los niveles de estrés oxidativo; alteraciones en la mor-
fologia mitocondrial, especificamente caracterizada por el hinchamiento de las
mitocondrias y crestas desorganizadas; una depolarizacién de la mitocondria; y
una reduccion de la capacidad tamponadora de calcio mitocondrial (169, 203).
Por otra parte Moliner (200) mostré que el déficit de frataxina en las neuro-
nas del ganglio dorsal del modelo murino YG8R para la FRDA, produce una
disfuncion mitocondrial axonal caracterizada por presentar mitocondrias méas
redondas y més interconectadas entre si, y distribuidas de forma aberrante a lo
largo de las neuritas; también observé una despolarizacién de la mitocondria;
un incremento en la produccion de las especies reactivas de oxigeno;un fallo en
la energética mitocondrial; y un fallo en la capacidad tamponadora del calcio,
que provoca un incremento en los niveles de calcio intracelular mantenida en
el tiempo.

Como podemos observar el déficit de frataxina puede ocasionar graves conse-
cuencias para las células FRDA relacionadas con la disfuncién mitocondrial que
causa un incremento del estrés oxidativo, un fallo en el suministro energético
para la célula, y particularmente la alteracion del balance de los iones de calcio
Ca?* intracelulares debido a que éstos impactan casi todos los aspectos de la
vida celular, desde los cambios conformacionales de proteinas hasta diversos
procesos celulares como el crecimiento y gufa axonal; la regeneracién axonal;
la autofagia; y la muerte celular programada (apoptosis), entre otros.
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Nuevas isoformas para fratazina

En la FRDA, se han descrito la existencia de variantes transcripcionales que co-
difican isoformas de FXN que tienen una localizacion extramitocondrial (216,
217). Entre estas variantes dos exhiben especificidad de tejido y se piensa que
pueden tener un papel en los mecanismos patologicos de la FRDA (217). Estas
dos variantes codifican para la Isoforma II y III de FXN, la secuencia de es-
tas dos isoformas pierden la etiqueta mitocondrial. Especificamente, mientras
la variante transcripcional que codifica para la isoforma candnica contiene el
exén 1 (ahora denominado exénlA)-exén5, el transcrito que codifica para la
isoforma II de FXN pierde el exén 1A, y contiene el exénlB 6 el ex6nlB per-
diendo 18 nucleotidos del extremo 5del transcrito (exonlBA18). La variante
transcripcional que codifica para la isoforma III contiene el transcrito canénico
sin el exén3(Aexon3) (217).

Estudios de fibroblastos y linfocitos de pacientes FRDA han revelado una dis-
tribucién compartimentalizada de las isoformas, mientras la isoforma I de FXN
6 isoforma canodnica (exonlA; 14,2 kDa) se localiza predominantemente en la
mitocondria, la isoforma II (transcrito conteniendo exonlAA141; 14,9 kDa) se
localiza en el citoplasma y la isoforma III (18kDa) en el nticleo (217). Ademas,
el anélisis de la expresion de la isoforma II y III en tejidos relevantes para la
FRDA mostraron que la expresion de la isoforma I1 parece limitarse al cerebelo,
la médula espinal y a los ganglios de las raices dorsales y que la expresion de la
isoforma III se limita al corazon. Estudios adicionales in vitro revelaron que las
isoformas I1 y III son funcionales, logrando formar un complejo de ensamblaje
de los ISC (217). El papel de éstas isoformas en la patologia de la FRDA es
actualmente un campo bastante llamativo dado el potencial que tiene para el
entendimiento de los mecanismos moleculares subyacentes a la fisiopatologia
de la enfermedad.

1.6 Modelos murinos para el estudio de la ataxia de
Friedreich

Los modelos murinos representan una herramienta importante para el estudio
de la fisiopatologia de la ataxia de Friedreich. En el caso de la FRDA, los
esfuerzos por generar un modelo murino 6ptimo que redina tanto la progresion
de los sintomas en los tejidos afectados como los mecanismos celulares alterados
en la enfermedad, han resultado ser infructuosos.

El primer modelo murino creado fué un modelo knockout para el gen de la
frataxina murina (Fzn~/7), localizado en el cromosoma 19, 19 C1; Gene 1ID:
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14297. Este modelo resulto ser letal a nivel embrionario (E6.5), lo cual demostro
la importancia de la funcion de frataxina para el desarrollo embrionario (170).
Posteriormente se han generado modelos knockout condicionales especificos
de tejido usando varios sistemas, como por ejemplo el modelo que crearon
Puccio y col. (218) usando el sistema Cre-LoxP y con los promotores MCK
(de las siglas en inglés muscle creatine kinase) y NSE (de las siglas en inglés
neuron specific enolase). En este modelo se eligié delecionar la frataxina en
los mismos tejidos afectados en los pacientes como son el corazoén y el sistema
nervioso, y es reconocido como un modelo neurolégico progresivo y especifico
para la FRDA. Este modelo reproduce las caracteristicas fisiopatologicas y
bioquimicas mas importantes de la enfermedad humana como la hipertrofia
cardiaca y ataxia progresiva especifica con pérdida de la propiocepcion, pero
presentan una excesiva agresividad y signos no especificos de la FRDA, lo cual
es una desventaja.

Luego, Simon y col. (219) generaron un nuevo modelo knockout condicional
inducible con el sistema Cre-LoxP bajo el promotor PrP (proteina prionica).
En este caso se induce la delecion de frataxina de forma tejido especifica en
ganglio dorsal, médula espinal y cerebelo. Este modelo se caracteriza por pre-
sentar un dafio especifico en los cuerpos celulares de las neuronas sensitivas
largas o propioceptivas, en las raices del ganglio dorsal, una degeneraciéon de
las columnas posteriores de la médula espinal (traslucidas debido a la desmieli-
nizacién), una pérdida de las fibras nerviosas y lesiones severas en las neuronas
de la columna de Clarke, pero también presenta otros signos no caracteristicos
de la FRDA (219).

Recientemente Chen y col. (193) han generado un nuevo modelo knockout
condicional para la FRDA. Este modelo se gener6 mediante la reduccién de
los niveles de Faxn de forma selectiva en sistema nervioso del ratén usando una
estrategia de CRISPR /Cas9 y el sistema de liberacion de virus adeno asociados
(AAV) (193, 194). Esta estrategia permite realizar modificaciones genémicas
especificas y estables en tejidos especificos in vivo (194). Esta estrategia con-
siste en la inyeccion de dos vectores en los ratones recién nacidos, uno de éstos
vectores es el virus que libera la nucleasa SpCas9 y el otro libera el RNA de
guia unico (sgRNAs) que dirige el gen diana de interés. Este modelo Fxn-
sgRNA (ratones inyectados con el vector Fxn-sgRNA AAV) se caracteriza por
presentar un deterioro de la funcién neuronal severo a tan solo cuatro meses
de edad (193). El fenotipo de este modelo es méas pequeno y corcovado que el
del ratéon control, coincidiendo con lo observado en el modelo condicional de
Puccio y col. (218). Estos ratones también resultaron ser menos motiles que
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los ratones control, con reflejos aberrantes y una coordinacion sensorimotora
deteriorada (193).

También se han desarrollado modelos murinos basados en la mutaciéon que
contienen el 98 % de los pacientes FRDA, que es la expansion del triplete GAA
en el primer intréon del gen que codifica para frataxina. Uno de estos modelos
es el modelo KIKI que contiene la expansion (GAA),3 en el primer intrén
del locus de la frataxina murina en homozigosis y que luego se cruzé con el
modelo knockout completo de la frataxina murina para obtener un modelo en
heterocigosis llamado KIKO (220). Estos modelos presentan entre el 66-83 % y
un 25-36 % de la expresion de la proteina frataxina comparado con el control,
respectivamente. El modelo murino KIKO no reproduce el fenotipo cardiaco o
neurologico caracteristico de la FRDA, debido a que posiblemente los niveles
de expresion de frataxina superan el umbral patologico que es el 25 %.

La expansion de la repeticion de GAA en el primer intrén del gen de FXN
caracteristica de la FRDA es una mutacién dindmica, lo que complica su re-
produccién en los modelos murinos. Para reproducir un contexto genémico de
la mutacion caracteristica de la FRDA se han generado modelos basados en la
expansion. El ratén denominado YG8R es uno de estos modelos. En concreto
es un ratéon knockout para el gen Fzn, que presenta una letalidad embrionaria,
rescatado con un YAC que contiene el gen FRDA humano con la expansion
GAA. Este modelo fué obtenido a partir del cruce de sus antecesor YG8 que
contenia una expansion GAAgq 199 con el knockout completo de frataxina mu-
rina. La presencia de las repeticiones GAA en el mismo contexto gendémico
que presentan los pacientes FRDA, bloquea la transcripciéon de la frataxina
humana (FXN) produciendo cantidades reducidas de frataxina humana, pero
suficientes para rescatar la letalidad embrionaria. La expresion de frataxina
es mayor en el cerebro, seguido del cerebelo y disminuye gradualmente en la
médula espinal, los ganglios dorsales y las raices del ganglio dorsal (200). Es-
te modelo YG8R humanizado exhibe sintomas neurolégicos progresivos que
se asemejan a los observados en pacientes FRDA, especificamente presentan
un fenotipo progresivo leve, con un ligero impedimento en la coordinacion y
defectos locomotores, también presentan una moderada degeneracién de las
neuronas sensitivas grandes del ganglio dorsal, en el cual se observan vacuolas,
signos de cromatolisis (un conjunto de fenémenos que aparecen cuando una
neurona recibe una lesion) y una disminucion de la actividad de la proteina
aconitasa; y eventuales signos de estrés oxidativo (159, 221, 222).

Ademas el estudio de ultraestructural de las raices del ganglio dorsal y los axo-
nes sensitivos en el cultivo primario del ganglio dorsal revelaron una disrupcion
de las capas de la vaina de mielina, acompafiada de signos de degeneracién axo-
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nal y la aparicion de vacuolas en el compartimento adaxonal (139). En general,
este modelo presenta una afectaciéon de la estructura distal de los nervios, par-
ticularmente el ganglio dorsal, las raices dorsales y el huso muscular que es
consistente con el fen6meno de muerte hacia atras descrito en pacientes FRDA

(139).

Debido a que la presencia de una expansion GAAgg, 190 en el modelo YG8R se
consideraba sub-6ptima se desarroll6 un nuevo modelo para la FRDA denomi-
nado Y G8sR. Este modelo contiene una sola copia del transgén humano para
FXN y una sola expansion del triplete GAA, la expansion contenia 120 repe-
ticiones en el ratén fundador. La repeticion GAA permanece como una tnica
unidad después de la transmision pero exhibe variaciéon inter-generacional y
somatica en el tamafio de la expansion, sugiriendo que éstos ratones pueden
llegar a contener méas de ~ 200 repeticiones (17). Este modelo presenta déficit
progresivo del comportamiento. Estas alteraciones incluyen una disminucién
de la coordinacién motora, la actividad locomotora, la habilidad de coordina-
cion y alteraciones del paso (17). Este modelo también exhibe intolerancia a la
glucosa a los 12 meses de edad, observandose un efecto mas pronunciado en los
machos. Actualmente, este modelo humanizado representa uno de los modelos
més convenientes para la investigacion de los mecanismos y la terapia de la

FRDA (17).

Los ratones Y G8sR (machos y hembras) presentan una expresion de frataxina
humana reducida en el cerebro (16 %), en el cerebelo (70 %) y en el higado
(24 %) (17). El modelo YG8sR también presenta una reduccion de la actividad
de la proteina aconitasa en el cerebro, y la presencia de vacuolas en el DRG
(17), similares a las observadas en el modelo YG8R (199).
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Hipotesis y Objetivos

La formacidn, el crecimiento y el mantenimiento de las redes
azonales, durante el desarrollo y la edad adulta de las neuronas, de-
pende totalmente de la bioenergética mitocondrial y la homeostasis
del calcio. Estos procesos estdn estrechamente relacionados con la
requlacion del citoesqueleto de actina, microtibulos, y con el trifico
de vesiculas. La deficiencia en frataxina conlleva un incremento del
estrés oxidativo y cambios en la homeostasis del calcio. Teniendo
en cuenta lo anterior, este proyecto de tesis basa sus objetivos en
la siguiente hipotesis.

2.1 Hipoétesis

La deficiencia en frataxina conlleva una disfuncién mitocondrial asociada a un
metabolismo anormal de calcio en la mitocondria y la generacién de estrés
oxidativo, que a través de la alteracion del citoesqueleto de actina y/6 micro-
ttbulos provocan una dindmica del cono de crecimiento anormal que conduce
a la neurodegeneracion de la ataxia de Friedreich.
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2.2 Objetivos

Los mecanismos que controlan la remodelaciéon de los componentes del cito-
esqueleto, la formaciéon del cono de crecimiento y su avance tienen una im-
portancia particular para las neuronas, porque la afectaciéon de estos procesos
impacta directamente la capacidad de las neuronas adultas para mantener y
reparar redes neuronales exactas. El objetivo principal de la tesis es establecer
la relacion entre el mecanismo de neurodegeneracion en la ataxia de Friedreich
con la alteracion del citoesqueleto de actina y/6 microtubulos. Los objetivos
especificos son:

1. Estudio in vitro de la dindmica del crecimiento axonal en neuronas del
ganglio dorsal del modelo murino YG8R. para la ataxia de Friedreich.

a) Estudio de la morfologia del cono de crecimiento.

(py

Estudio de la forma del cono de crecimiento.

o

)
)
) Estudio de la longitud de las neuritas.
d)

Dinémica del citoesqueleto de actina en los conos de crecimiento de
neuronas del DRG.

e) Dindmica de los microttibulos mediante el estudio de la tubulina
tirosinada y la tubulina acetilada en las neuritas de las neuronas del
DRG.

2. Dinamica del crecimiento axonal en neuronas de la raiz del ganglio dorsal
del modelo murino Y G8sR para la ataxia de Friedreich: Estudios in vitro
con condiciones de in vivo realizando un seguimiento mediante time lapse.

a) Estudio de la morfologia de los conos de crecimiento.
b) Analisis de los patrones de movimiento de los conos de crecimiento.

¢) Analisis de la velocidad de crecimiento, longitud y trayectoria.
3. Estudio de la degeneracion y regeneracion axonal en la neuropatia axonal
sensitiva de la ataxia de Friedreich en un modelo de dano axonal in vitro

(axotomia).

a) Fenoémeno de dying-back: estudio de cambios estructurales como la
fragmentacion y retracciéon axonal.
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b) Regeneracion axonal de las neuronas sensitivas adultas.

61






Capitulo 3

Material y métodos

3.1 Material Biolégico

3.1.1 Animales

Los animales fueron alojados en grupos bajo condiciones estandar de alber-
gue con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, con alimentos y agua ad libitum.
Los procedimientos animales fueron aprobados por el Comité Etico de Experi-
mentacion Animal del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC),
el Instituto de Biomedicina de Valencia, el Centro de Investigacion Principe
Felipe y la Universidad de Brunel-UK (United Kingdom).

Los experimentos se llevaron a cabo con las siguientes cepas de raton:

1. B6.Cg-Fzn'™!M* Tg(FXN)YG8Pook/J: Raton homocigoto para una
mutacion en el gen Fan (knock-out para el alelo de Fzn;Fzn-) y hemici-
goto para el transgén YG8 (construccion que incluye dos copias del gen
FXN con 82 y 190 repeticiones del triplete GAA respectivamente). Los
ratones se adquirieron en The Jackson Laboratory (stock no. 008398 Bar
Harbor, Maine). Los ratones YG8R, que no expresan frataxina murina,
presentan unos niveles bajos de expresion de la frataxina humana, pe-
ro suficiente para ser compatible con la vida. Un estudio previo desveld
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diferencias en los niveles de expresion en distintos tejidos neuronales, pre-
sentandose los niveles mas bajos de frataxina humana en las raices del
ganglio dorsal, seguido de los ganglios dorsales, después los cordones pos-
teriores y el tronco del encéfalo (200). Se utilizaron ratones con 24 meses
de edad.

2. Cepa control C57BL/6J: Raton control con fondo puro C57BL/6J. Se
utilizaron ratones con 24 meses de edad.

3. Fxn'™Mkn Tg(FXN)YG8Pook/2J: Ratén homocigoto para una mu-
tacion en el gen Fxn (knock-out para el alelo de Fan; Frn-) y hemicigoto
para el transgén YGS8s (una copia del gel FXN con ~250-300 repeticio-
nes del triplete GAA), denominado Y G8sR. Comparado con el raton
YGS8R, el ratén YG8sR expresa una menor cantidad de frataxina hu-
mana. Se utilizaron ratones con 2, 6 y 9 meses de edad.

4. Cepa control Frn'™M Tg(FXN)Y47Pook/J: Ratén homocigoto
para una mutacion en el gen Fzn (knock-out para el alelo de Fzn;Fin-) y
hemicigoto para el transgén Y47R (construccion que incluye el gen FXN
con ~9 repeticiones normales del triplete GAA). Se utilizaron ratones con
2,6 y 9 meses de edad.

3.1.2 Sistema de cruces y alojamiento de la colonia

Modelo YG8R para la FRDA

Los ratones YG8R se generaron partir de la generacién inicial de un ra-
ton transgénico que se le introdujo un YAC que contenia el gen FXN hu-
mano con la expansion de la repeticion de GAA (YGS), seguido del cru-
ce con el ratéon Frn*/~ para generar el raton YG8R que contiene una so-
la copia del transgén sobre un fondo Fyn=/~ (Fan~/~;FXN*)(221) (Figura
3.1). El modelo murino YG8R FRDA se amplificé realizando el cruce en-
tre ratones (Fan~/~;FXN*/~), obteniendo ratones YG8R. con una copia del
transgén YG8 (Fan~/~;FXN*/~) y ratones con dos copias del transgén YG8
(Fen=/= ,FXN*/*) denominados YG8YGSR. En este trabajo se utilizo tinica-
mente el raton YG8R. (Frn~™/~;FXN*/~). Como linea control de éste ratén se
utilizo la cepa pura de raton C57BL/6J, que es el fondo genético sobre el que
se realiz6 el modelo YG8R.
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El namero de ratones YG8R en la descendencia presenta ratios mendelianos
correctos, con un tiempo de vida normal de dos anos de edad (200), de acuerdo
con la descripcion del modelo hecha por su autor Al-Mahdawi y col. (222).

FXN GAA190
YAC

kY

YG8 FXN%EXN®0; Fxn'/* WT Fxn'l-

YG8 EXN “9%FXN°C; Fxn'-  WT Fxn'/-

!

YG8R FXN GAA190; X\ GAA 90 ; Fpy/-

Figura 3.1: Esquema que muestra la estrategia de cruces para la obtencién del
modelo murino YG8R para la FRDA. Los ratones YG8R se generaron partir de la
generacion inicial de un ratén transgénico que contenia el cromosoma artificial de levaduras
(YAC, de las siglas en inglés yeast artificial chromosome) conteniendo el gen FXN humano
con la expansion de la repeticion de GAA (YG8), seguido del cruce con el ratéon Fzn™/~ para
generar el ratén Y G8R. que contiene una sola copia del transgén sobre un fondo Fan™/~.
Adaptado de (223).
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Modelo YG8sR para la FRDA

Los ratones YG8sR se generaron a partir de la descendencia normal del ra-
ton Y G8R. Inicialmente, Virmouni y col. (17) encontraron un ratén fundador
dnico que contenia una tnica secuencia del triplete GAA de 120 repeticiones.
A partir de este raton fundador Virmouni y col. (17) establecieron una nue-
va linea de ratones transgénicos que contienen un YAC conteniendo el gen
humano FXN con una expansion de ~200 repeticiones del triplete GAA so-
bre un fondo genético predominantemente C57BL/6J. El mayor tamano de
esta expansion podria generar una mayor afectacion del raton. Este modelo
se amplificoé cruzando los ratones YG8sR con una tnica copia del transgén
YG8s (Fan=/7;FXN*) y los ratones Y47R que contienen una tnica copia
del transgén YGS8 conteniendo 9 repeticiones normales del triplete GAA so-
bre un fondo Fzn~/~. En este trabajo se utilizo Ginicamente el ratéon YG8sR.
(Fen=/=;FXN*/~). Como linea control de éste ratén se utilizé el raton Y4TR,
con una Unica copia del transgén Y47.

3.1.83 Sistema de genotipado

La identificacién de la descendencia de los dos modelos, YG8R e YG8sR, y
los ratones control, YA7TR y C57BL/6J, se realiz6 mediante el tatuado de las
falanges.

Para el genotipado de los ratones, se obtuvo el ADN gendémico a partir de
fragmentos de cola de raton postnatal (~1 cm) usando el siguiente procedi-
miento. El fragmento se lis6 en el tampon de lisis [Tris 100 mM; EDTA pH
8, 5 mM; SDS 0.2 %; NaCl 200 mM| suplementado con 10 mg/mL proteinasa-
K mediante incubacién a 55°C durante toda la noche. Luego, las muestras
se homogenizaron y centrifugaron a 13.000 rpm a temperatura ambiente. Se
adiciono isopropanol (ratio 1:1 con el tampoén de lisis) al sobrenadante, se ho-
mogenizd y se centrifugd a 13.000 rpm durante 5 minutos. El pellet, se lavo tres
veces con etanol 70 % centrifugando a 13.000 durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Tras los lavados, el pellet se dejo secar al aire libre durante 2 minu-
tos y se resuspendio en el tampon TE [Tris 10 mM;EDTA 0.1 mM]| mediante
incubacion a 55°C durante 15 minutos, y manualmente por pipeteo. Finalmen-
te, la muestra se centrifug6 a 13.000 rpm durante 5 minutos y se recogi6 el
sobrenadante que contiene el DNA gendémico purificado y se almacend a 4°C
hasta su posterior uso.

Para la descendencia del cruce YG8RxYGS8R se realizaron dos reacciones de
PCR:
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» Reaccion de PCR multiple del exon 4 de la frataxina murina (Fan) para
determinar la presencia del alelo normal y /o del alelo delecionado (Figura
3.2) (170).

= Reaccion de PCR para detectar la presencia del transgén de la frataxina
humana YG8 (FXN) (Figura 3.3).

A
1 kb
H
EXON 4 H . Exh
E H S Xb B E Xh S
-l 1 1 & 'y 1 AJ
- - —— - -
exon 3 P1 P3 P4 7 exon 5
520 bp o Wild-type allele
7
> ’ >
'Loxp LoxP / H
|r r 7 H B
EXh
E 2l e L - .
E P‘Z- exon 5 Targeting vector
LoxP LoxP H
B
E

H
E H S Xb B F rﬁl S E Xh
Ly - M 1 fh i L 3 - i ded
: F = exon 5 |
exon 3 P1 3 P2 Mutant allele (Frdade!%)
245 bp

Figura 3.2: Sitios de hibridacién de las parejas de oligonucledtidos utilizados para la de-
teccion del alelo salvaje (rectangulo verde) y del alelo delecionado (rectangulo purpura).
El oligonucledtido P3 forward hibrida antes del sitio LoxP, el oligonucleétido WT?2 reverse
hibrida antes del ex6n 4 y el oligonucleétido P2 reverse hibrida después del sitio LoxP y
antes del cassette PGK-Neo insertados en el inicio del exén 4. Por lo tanto, el par P3-WT2
(rectangulo verde) amplifica el alelo normal que contiene el exén 4 y no presenta sitios LoxP
ni cassette PGK-Neo. El par P3-P2 (rectangulo purpura) amplifica el alelo delecionado que
contiene los sitios LoxP y el cassette PGK-Neo. Adaptado desde (170, 200).
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FRDA we——

9GAA
YAC 37FAL2
00 GAA
= 700 GAA PCR product
Kl
by Tty Dashp
0 GAA URAZ

230 GAA YEp24 clone

Pop-in / Pop-oul | Homologous recombination

190 GAA
1o C) I A
RE T

Figura 3.3: Estrategia genética para aumentar las repeticiones GAA en el intrén 1 de la
FXN humana para conseguir el YAC utilizado para generar el ratén transgénico YG8 (219).
Los oligonucleétidos iniciadores GAA-F y GAA-R hibridan en el brazo derecho e izquierdo
del YAC, respectivamente, (circulo rosado) amplificando el gen completo de la frataxina
humana junto con las repeticiones del triplete GAA. Adaptado de (199, 200)

Para determinar el niimero de copias del transgén YGS en los ratones se realizo
una PCR a tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR), utilizando la tecnologia
Universal Probe Librery de Roche. Como método de cuantificacion se realizo
una curva patrén, con concentraciones conocidas: 6.25, 12.5, 25 y 50 ng/ul, a
partir del ADN genémico de un ratén YG8R con una sola copia en hemizigosis
del transgén YGS8 (200). El sistema de PCR a tiempo real utilizado fue el
7900HT Fast Real Time PCR System, el programa de PCR el 7500 Fast (40
minutos) y el software 7500 V2.0.4 (Applied Biosystems).

Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados en la técnica de la PCR y
qPCR estén en la Tabla 3.1. Los reactivos y los programas del termociclador
se han obtenido de la tesis de Molla y col. (200) (Tablas 3.2,3.3,3.4,3.5).
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Nombre Especie Secuencia 5’—3’ Y(I‘OC)
P3-forward ratén CTGTTTACCATGGCTGAGATCTC 63.7
WT2-reverse ratén TACCATGGCTGAGATCTCAGGC 67.1
P2-reverse ratén CGCCTCCCCTACCCGGTAGAATTC 73.3
GAA-R hum. GATCTAAGGACCATCATGGCCACACTTGCC 77.3
GAA-F hum. GGGATTGGTTGCCAGTGCTTAAAAGTTAG  71.5
FRDA-hum-rev  hum. CTCAAGGTCCCGCACTTG 63.7
FRDA-hum-dir  hum. CCCCTGATTTGCTGTATGCT 63.9

Tabla 3.1: Oligonucledtidos empleados. Se indica el nombre, la secuencia y la tempera-
tura de anillamiento de los oligonucledtidos empleados en las diferentes reacciones de PCR

y PCR a tiempo real.

A B

Componente Volumen Componente Volumen
DNA 9] DNA 9 1l
gendmico(80ng/ ul) H genomico(80ng/ ul) i
dNTP mezcla (20 mM) 0.5 ul dANTP mezcla(20mM) 0.5 ul
P2-reverse (10 uM) 0.5 pl GAA-R(10uM) 0.5 ul
P3-forward (10 uM) 0.5 pl GAA-F(10uM) 0.5
WT2-reverse (10 puM) 0.5 pl

Tampoén reaccion 10x Tampoén reaccion  10x

(sin MgCly) 250l (sin MgCly) 25
DNA-polimerasa- DNA-polimerasa-

Biotools (1U/ ul) 0.5 pl Biotools (1U/ pl) 0-5ul
H50 csp 25 pul 18 pl H50 csp 25 pul 18.5 pul

Tabla 3.2: Reactivos y volamenes utilizados en las PCR. (A)Amplificacion multi-
ple del alelo normal y/o el alelo delecionado de la frataxina murina. (B) amplificaciéon del

transgén YGS8.
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A B
Fases T (°C) Tiempo T (°C) Tiempo
Desnat.inicial 96 1 95 3’
Desnaturalizacién 94 30” 94 30”
Anillamiento 60 30” 60 30”
Elongacion 72 1 60 2’
Elongacion final 72 10° 72 20
Mantenimiento 4 Indefinido 4 Indefinido

Tabla 3.3: Programas del termociclador utilizados en las PCR. (A) Amplificaciéon
multiple del alelo normal y/o el alelo delecionado de la frataxina murina. (B) amplificacion
del transgén YGS8. Los pasos de desnaturalizacién, anillamiento y elongacién se repiten 35
veces en ambos programas.

| Componente Volumen ||

DNA gendémico patrén o muestras 1l

TagMan Fast universal PCR Master 10 1l

Mix (2x) a
FRDA-hum-rev(10 pM) 0.4 ul
FRDA-hum-dir(10 M) 0.4 pl

Sonda Tagman n°9 Roche 0.2 ul

H50 csp 25 ul 8 ul

Tabla 3.4: Reactivos y volamenes utilizados en la PCR a tiempo real para la
amplificaciéon y cuantificacion del transgén YGS8. (B) amplificacion del transgén YGS8.

| Fases T (°C) Tiempo ||
Desnat.inicial 95 207
Desnaturalizaciéon 95 30”7
Elongacion 60 307

Tabla 3.5: La tabla muestra el programa del termociclador para la amplificaciéon
del transgén YG8 por PCR cuantitativa. El ciclo de desnaturalizacion a elongacién se
repite 40 veces.
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3.1.4 Anticuerpos y sondas

En la tabla 3.6,3.7 se muestran los anticuerpos primarios y en la tabla 3.9
se muestran las sondas usadas en las técnicas de inmunofluorescencia (IFI) y
western blot (WB) a lo largo de este trabajo. Se muestran las caracteristicas
de los anticuerpos primarios y sondas usados, asi como también las condiciones
en las que se han utilizado.
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Anticuerpo Detalles de la proteina identifi- Casa comercial Dilucién Dilucién
P cada IFI WB
. . Subunidad g de la tubulina, micro- Sigma-Aldrich .
anti-S-TubulinalIl tabulos T2200 1:1000
anti-Peripherin W&SE?EQEQEO intermedio POy e oo AB1530 1:2000
. Reconoce la isoforma a-tubulina . .
msﬁ-?omﬁ%_mﬁmm-of cuando el aminoacido Lys-40 esta Sigma-Aldrich 1:10000 1:2000
Tubulin . T7451
acetilado
. . Reconoce la isoforma a-tubulina . .
m:ﬁ-Hv%o@EmﬁoQ-Q- cuando el aminoacido Lys-40 esté Sigma-Aldrich 1:10000 1:2000
Tubulin . T7451
acetilado
S Reconoce las seis isoformas de la ac-  Sigma-Aldrich .
anti-actin tina, A2066 1:2000
Reconoce la cofilina total. La cofilina
anti-cofilin es una protefna de union a la actina 0 opsiss0 11900 1:1000
que despolimeriza los microfilamen-
tos.
Reconoce GAPDH, proteina ubicua
intracelular que hace parte de la ruta Santa  cruz  se-
Anti-GAPDH (6C5) glicolitica, transcripcién, apoptosis, 1:1000

estrés oxidativo y transporte del ER
al Golgi

32233

Tabla 3.6: Anticuerpos primarios empleados
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Anticuerno Detalles de la proteina identifi- Casa comercial Dilucién Dilucién
teuerp cada ’ IFT WB

Goat anti-Rabbit IgG

(H&L) Secondary An- IgG de conejo, conjugado con fluo- )

tibody, Alexa Fluor@®) rocromo alexa fluor 488 Molecular Probes 1:2000

488 conjugate

Goat anti-mouse IgG

(H&L) Secondary An- IgG de raton, conjugado con fluoro- . .

tibody, Alexa Fluor@®) cromo alexa fluor 488 Molecular Probes —1:2000

488 conjugate

Goat anti-Rabbit IgG

(H&L) Secondary An- IgG de conejo, conjugado con fluo- )

tibody, Alexa Fluor®) rocromo alexa fluor 633 Molecular Probes —1:2000

633 conjugate

Goat anti-mouse IgG

(H&L) Secondary An- IgG de raton, conjugado con fluoro- )

tibody, Alexa Fluor®) cromo alexa fluor 633 Molecular Probes 1:2000

633 conjugate

Rabbit anti-Rat IgG Se- .

condary Antibody, Te- WM:MMHMMM“HMME_&@QO con fluoro- Molecular Probes  1:2000

xas Red conjugate

Goat anti-Mouse IgG, IgG de ratoén, conjugado con peroxi-

(H&L) Chain Specific & » COTIUE p Millipore 1:5000

K . dasa
Peroxidase Conjugate
Anti-rabbit IgG,HRP- IgG de conejo, conjugado con pero- Cell Signaling 1:5000

linked Antibody

xidasa

Tabla 3.8: Anticuerpos secundarios empleados
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3.2 Meétodos

3.2.1 Cultivo primario de las neuronas de la raiz del ganglio
dorsal (DRGSs)

Se diseccionaron aproximadamente 50 ganglios dorsales (DRGs) de toda la
columna vertebral y fueron depositados en medio Leibovitz’s L-15 (Sigma Al-
drich) a 4°C (hielo). Posteriormente, los DRGs fueron incubados con colage-
nasa 2mg/mL (Worthington Biochemical Corporation, NJ, US) a 37°C en una
atmosfera hiimeda con 5% CO, durante 1 hora. La colagenasa se elimin me-
diante un lavado con medio de cultivo Ham§ F12 (Sigma-Aldrich), luego los
DRGs se incubaron con tripsina 0,25 % (v/v) (Gibco), a 37°C en bano maria
durante 30 minutos. La tripsina fue neutralizada usando medio Ham’s F12 su-
plementado con suero fetal bovino (FBS) inactivado 10 % (v/v) (Sigma). Los
residuos de tripsina se eliminaron mediante un lavado con medio Ham’s F12.
Los DRGs fueron incubados con 1 unidad de DNAsa-1A (Sigma-Aldrich) a tem-
peratura ambiente durante 5 minutos, seguido de una disgregacién mecénica
en 1 mL de medio de cultivo completo [Medio Ham’s F12 suplementado con
L-glutamina 2 mM (Sigma), albumax 35% (w/v) (InvitrogenTM), putrescina
16 pg/mL; progesterona 60 ng/ml, L-tiroxina 400 ng/mL, selenito sédico 38
ng/mL, Tri-iodo-Tironina 340 ng/mL, penicilina 60 pug/mL, streptomicina 100
pug/mL| y suplementado con neurotrofinas [3-NGF murina 10 ng/mL, BDNF
humana 10 ng/mL y NT3 humana 10 ng/mL|. Para la disgregacion mecénica
se utilizaron dos pipetas pasteur de vidrio 150 mm estériles con diferentes dia-
metros y pre-tratadas con Sigmacote (Sigma). Los DRGs se resuspendieron 40
veces con la pipeta de mayor didmetro y 40 veces con la de menor para obtener
una suspensién homogénea.

La suspension celular se cuantifico y se sembro a la densidad celular apropiada
para cada soporte.

Placas de 2/ pocillos

Tras el recuento celular se sembraron las neuronas a una densidad de 1500 célu-
las/pocillo en placas de 24 pocillos sobre cubres de vidrio de 13 mm de diame-
tro, los cuales fueron tratados previamente con poli-DL-Ornitina 0,5 mg/mL
(Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente toda la noche, y con laminina 0,02
mg/mL (Sigma-Aldrich) a 37°C en una atmosfera himeda con 5% CO, du-
rante toda la noche.
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Las neuronas se incubaron a 37°C en una atmoésfera humeda con 5% CO, en
medio de cultivo completo durante 24 horas 6 48 horas.

Placas glass bottom

Las camaras microfluidicas se prepararon previamente siguiendo las recomen-
daciones de la casa comercial (Xona Microfluidics, SND150). Las camaras (Fi-
gura 3.4) se prepararon mediante el sistema de adhesion reversible. Una lamina
cubreobjetos (No.l, grosor lmm) que servird como soporte para el accesorio
suministrado por Xona Microfluidics, se sumerge en agua estéril y se somete
a sonicacion durante 30 minutos. Se sumerge en etanol 70 % (v/v) (preferible-
mente etanol absoluto) y se deja secar en ambiente estéril. La lamina se cubre
con poli-DL-Ornitina 0,5 mg/mL (w/v) y se incuba durante toda la noche en
condiciones de esterilidad. La lamina se lava tres veces con agua destilada es-
téril y una vez mas, permitiendo que el agua actué durante 3 horas. Se elimina
el agua y se deja secar en ambiente estéril. El accesorio se limpia cuidadosa-
mente con celo invisible blanco y luego se esteriliza sumergiéndolo en etanol
70% (v/v) y dejandolo secar en ambiente estéril (alrededor de 1 hora). El ac-
cesorio se presiona sobre la lamina tratada previamente. Se adicionan 200 ul
de laminina 0.02 mg/mL en los pocillos superiores y se incuba la camara a
37°C en una atmosfera humeda con 5% CO, durante toda la noche. Al dia
siguiente, se retira la laminina y se adiciona 150 pl de medio Ham’s F12 en
el pocillo superior izquierdo y 200 ul de medio en el pocillo superior derecho.
Se incuba la cAmara a 37°C en una atmosfera humeda con 5% CO, durante
toda la noche. Al dia siguiente se confirma que la caAmara este bien preparada
verificando que los pocillos inferiores contentan medio.
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Camara Camara
SOMA  AXON

Lamina base de
la cdmara MCF

somas -

accesorio
compartimentalizador

100ng/pl  100ng/ul 25ng/ul  100ng/ul

+mNFG +mNFG +NFG +NFG
+mGDNF  +mGDNF +GDNF  +GDNF
Siembra Cruce de los axones
DIV 0 DIV 3

Figura 3.4: Esquema representativo de una camara microfluidica para cultivos neuronales
(placas microfluidicas). La camara se divide en tres partes, un compartimento donde se
siembran los somas (zona azul), una zona de micro canales por donde los axones a medida
que van creciendo los atraviesas y llegan al tercer compartimento donominado axonal (zona
roja). En el dia de inicio del cultivo, los somas de las neuronas aisladas del ganglio dorsal se
siembran en la camara SOMA. Durante los dias posteriores (DIV1 hata DIV3) se cambia el
medio de cultivo reduciendo secuencialmente la concentracion de neurotrofinas en la camara
SOMA para dirigir el cruce de los axones hasta la camara AXON.

Cultivo primario en las cdmaras microfluidicas

La extraccion de los DRGs y procesamiento se realizd tal como se describe en
el apartado 3.2.1, excepto en el momento de la disgregaciéon que se realizd de
manera diferente. Los DRGs se resuspendieron en 1 mL de medio de cultivo
completo. Para la disgregacién mecéanica se utilizdé una pipeta P1000 conven-
cional, y se resuspendieron 40 veces con la pipeta para obtener una suspensiéon
homogénea. La suspension se centrifugd (59¢ durante 8 minutos) a través de
un gradiente de albumina de suero bovino 15% (v/v, preparada en HBSS(-/-)
en relacion 1:1) para sedimentar las neuronas de la suspension celular. Los
residuos de albumina se eliminaron mediante un lavado con el mismo medio.
Las neuronas se cuantificaron y se resuspendieron 30x10% neuronas en 5 pul
de medio completo suplementado con neurotrofinas [100 ng/mL mNGF y 100
ng/mL mGDNF]|. Las neuronas se sembraron en las camaras microfluidicas
(Xona Microfluidics, SND150) en la zona del soma previamente tratadas con
0,5 mg/mL of poly-DL-Ornitin y 0,01 mg/mL de laminina (Sigma). Las neu-
ronas se mantuvieron a 37°C en una atmosfera hiimeda con 5% CO, durante
7 dias. Durante los primeros cuatro dias el medio de cultivo se cambio serial-
mente disminuyendo la concentracion de las neurotrofinas en la zona del soma
y manteniéndola en la zona del axén: desde el dia O (siembra) hasta el dia 1:
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100 ng/mL en las dos camaras; desde el dia 1 hasta el dia 2: cAmara SOMA, 50
ng/mL; camara AXON, 100 ng/mL; desde el dfa 3 en adelante: camara SOMA,
25 ng/mL; caAmara AXON, 100 ng/mL. A partir del dia 3, el medio de cultivo
se cambi6 cada 48 horas manteniendo la concentracién de neurotrofinas.

3.2.2 Procesamiento de las raices dorsales de los DRGs lumbares
para cortes en criostato

Procesamiento de las raices dorsales de los DRGs lumbares para cortes en crios-
tato. Se extrajeron las astas dorsales de los DRGs lumbares (L4, L5 y L6) y se
fijaron por inmersion con paraformaldehido 4% (p/v) en PBS-1X a 4°C du-
rante toda la noche. Posteriormente, las astas se crioprotegieron por inmersién
en un gradiente de sacarosa (10, 20 y 30% ) a 4°C. Cada una de las inmersio-
nes en sacarosa se realizé hasta que el tejido se hundié completamente en la
solucion. Las muestras se embebieron en la solucion OCT (ThermoScientific)
con una orientacién longitudinal. Los bloques se almacenaron a -80°C hasta su
utilizacion. Para obtener las secciones longitudinales de las raices del ganglio
se obtuvieron cortes longitudinales en el criostato de los tejidos previamente
fijados. El bloque que contenia el tejido se coloco en el soporte para cortar
cubierto con OCT. Se obtuvieron cortes seriados de 7 pm.

3.2.8 Procedimientos de inmunofluorescencia

Inmunofluorescencia para visualizar los conos de crecimiento

Las neuronas se sembraron en placas de 24 pocillos tal como se describe en
el apartado 3.2.1. Los cubres de vidrio se trataron para fijar las células en
diferentes tiempos del cultivo. Para la visualizaciéon de neuronas individua-
les, los cultivos se fijaron después de 24 horas de incubacién. Los cultivos
primarios fueron fijados en paraformaldehido 4 % suplementado con sacarosa
4% a temperatura ambiente durante 15 minutos. Los cultivos fueron lavados
cuidadosamente con PBS-1X 3 veces. Las células fueron bloqueadas y permea-
bilizadas simultaneamente durante 30 minutos [suero fetal bovino (FBS) 10 %
(v/v), TritonX-100 0,1 %]. Se adicion6 el anticuerpo primario S-tubulina IIT ,
diluido en el tampon de bloqueo, y se incubd a 4°C en una cadmara humeda y
en la oscuridad durante toda la noche. Se realizaron tres lavados con PBS-1X,
dejando actuar 5 minutos cada lavado. Se prepararon juntos en tampoén de
bloqueo, el anticuerpo secundario de interés y el conjugado para visualizar la

actina F [Phalloidin-TRITC].
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Inmunofluorescencia para visualizar la actina F/G

Las neuronas se sembraron en placas de 24 pocillos tal como se describe en el
apartado 3.2.1. Los cubres de vidrio se trataron para fijar las células en dife-
rentes tiempos del cultivo. Para la visualizacién de neuronas individuales, los
cultivos se fijaron tras 48 y 72 horas de incubacion para analizar el citoesque-
leto de actina (actina filamentosa y globular). Los cultivos primarios fueron
fijados en paraformaldehido 4 % suplementado con sacarosa 4 % a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Los cultivos fueron lavados cuidadosamente con
PBS-1X 3 veces. Las células fueron bloqueadas y permeabilizadas simultanea-
mente durante 30 minutos [suero fetal bovino (FBS) 10% (v/v), TritéonX-100
0,1 %].

Para la deteccion doble de la actina filamentosa (actina F) y la actina glo-
bular (actina G), se prepararon juntos en tampoén de bloqueo, el anticuerpo
secundario de interés y los conjugados para visualizar la actina F y actina G
[1:200, Phalloidin-TRITC (Red) (Sigma-Aldrich); 1:200, DNasa I conjugada
con Alexa Fluor 488|, se adicionaron e incubaron a temperatura ambiente en
camara htimeda y en la oscuridad durante 1 hora. Todos los cubres se montaron
sobre portaobjetos con medio de montaje DAPI-Fluoromont-GOR (Southern-
Biotech).

Inmunofluorescencia para visualizar las modificaciones post-traduccionales de
la tubulina

Las neuronas se sembraron en placas de 24 pocillos tal como se describe en
el apartado 3.2.1. Para la visualizaciéon de la tubulina acetilada y tirosinada
total integrada en los microtiibulos sin las subunidades de tubulina que no ha
sido polimerizada, se usé un procedimiento de extraccién y fijacion simultaneo,
basado en el protocolo descrito por (224) y la adaptacion descrita por (225).
Para la visualizaciéon de neuronas individuales, los cultivos se dejaron tras
48 y 72 horas de crecimiento. Las células fueron simultdneamente fijadas y
permeabilizadas durante 15 minutos usando el tampon PHEM [Pipes 60 mM,
Hepes 25 mM, EGTA 5 mM, y MgCl 1 mM (Sigma-Aldrich)| suplementado
con glutaraldehido 0,25 %, paraformaldehido 4 % y sacarosa 4 %. Para detener
la accién de la extraccion se realizaron tres lavados de PBS-1X y se adiciono
cloruro de amonio 50 mM a temperatura ambiente y se dej6é actuar durante 5
minutos. Se eliminaron los residuos con tres lavados de PBS-1X. Las células
fueron simultaneamente bloqueadas y permeabilizadas a temperatura ambiente
en una solucion de FBS 10% y TriténX-100 0,1 % durante 30 minutos. Los
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cubres de vidrio se trataron para fijar las células en diferentes tiempos del
cultivo.

Los anticuerpos primarios (-Tubulinalll, a-Tubulina-tirosinada, c-Tubulina-
acetilada), diluidos en la solucion de bloqueo [FBS 10 % y TritonX-100 0,1 %],
se adicionaron e incubaron a 4°C en una camara hiimeda y en oscuridad durante
toda la noche. Se realizaron tres lavados con PBS-1X, dejando actuar 5 minutos
cada lavado. Los anticuerpos secundarios, diluidos en el tampoén de bloqueo,
se adicionaron y se incubaron a temperatura ambiente en cdmara htimeda y
en la oscuridad durante 1 hora. Como anticuerpos secundarios se usaron los
anticuerpos anti mouse o anti rabbit conjugados con Alexa Fluor 488 (1: 1,000,
para todas las tubulinas) 6 Alexa Fluor 633 (1: 1,000, para S-Tubulinalll).
Finalmente, todos los cubres se montaron sobre portaobjetos con medio de
montaje DAPI-Fluoromont-G(SouthernBiotech).

3.2.4 Inmunofluorescencia en tejidos de las raices dorsales del
ganglio dorsal

Se obtuvieron cortes de 7 ym de las raices del ganglio dorsal embebidas en
solucion OCT con una orientacion longitudinal (apartado 3.2.2). El portaob-
jetos que contiene las muestra se descongela a temperatura ambiente durante
5 minutos. Para eliminar los residuos de OCT se lavo la muestra tres veces
con PBS-1X frio. El tejido se permeabiliz6 con una soluciéon TritonX-100 0,5 %
(v/v), PBS-1X y se dejé actuar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Se realizaron tres lavados con PBS-1X, dejando actuar 5 minutos cada lavado.
Los anticuerpos secundarios, diluidos en el tampén de bloqueo, se adicionaron
y se incubaron a temperatura ambiente en cdmara humeda y en la oscuridad
durante 2 horas. Los anticuerpos primarios (1:200 S-Tubulinalll, 1:50 p-cofilina
[Ser-3|, 1:100 cofilina), diluidos en la solucion de bloqueo [BSA 1%; FBS 5 %;
TriténX-100 0,2 %], se adicionaron e incubaron a temperatura ambiente en una
camara htiimeda y en oscuridad durante 2 horas. Como anticuerpos secundarios
se usaron los anticuerpos anti-mouse o anti-rabbit conjugados con Alexa Fluor
488 (1: 250, para p-cofilina [Ser-3|, cofilina) 6 Alexa Fluor 594 (1: 250, para
B-Tubulinalll). Finalmente, todos los cubres se montaron sobre portaobjetos
con medio de montaje DAPI-Fluoromont-G (SouthernBiotech).
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3.2.5 Ensayos time lapse

Se aislaron las neuronas sensitivas del ganglio dorsal segin lo descrito ante-
riormente y se sembraron en las placas glass bottom tal como se describe en
el apartado 3.2.1. Las neuronas se mantuvieron a 37°C en una atmosfera hu-
meda con 5% CO, durante 14-16 horas. Antes de comenzar el experimento se
cambio el medio por medio fresco y se permiti6é a las células ajustarse a las
nuevas condiciones de incubacién en el microscopio durante 15 minutos. Los
experimentos time lapse se adquirieron con un microscopio invertido adaptado
para experimentos de célula viva (Axiovert 200 M, Zeiss) con un objetivo seco
LD Achroplan 40x/0.60 (Zeiss). A lo largo de una hora se fueron adquiriendo
iméagenes cada 30 segundos con el software AxioVision (Zeiss) de los conos de
crecimiento.

3.2.6 Andlisis de la expresion de proteinas por Western blot

Obtencion de los extractos de proteina totales

Por cada raton se diseccionaron aproximadamente 50 ganglios dorsales (DRGs)
y sus raices de toda la columna vertebral de cada cepa de ratéon (control
C57BL/6J n=4; YG8R n=4). Para el analisis de western blot, los tejidos se
suspendieron en 200 ul de tampoén de lisis [Tris-HCI pH 7,4 50 mM, TritonX-
100 1%, MgCl 1,5 mM, NaF 50 mM, EDTA 5 mM, ortovanadato de sodio
1 mM, PMSF 0,1 mM, DTT 1 mM , inhibidores de proteasas y de fosfata-
sas (Roche)]. Todas las muestras se homogeneizaron mecanicamente de forma
simultanea con el equipo TissueLyser II (QIAGEN) usando esferas de hierro
(5mm). Se aplicaron cinco ciclos de 50 Hz durante 30 segundos intercalados con
30 segundos en hielo. Los lisados tisulares se centrifugaron a 14,000 rpm du-
rante 15 minutos a 4°C. Los extractos proteicos se cuantificaron con el reactivo

de Bradford (Bio-Rad).

Electroforesis en geles desnaturalizantes

Los extractos proteicos se resuspendieron en tampén de carga de proteinas 5x
[Tris-HC1 250 mM pH 6.8, SDS 10% (p/v), azul de bromofenol 0,5% (p/v),
glicerol 50% (v/v) y DTT 500 mM]. Entre 30 y 40 ug de las proteinas se
desnaturalizaron hirviendo las muestras durante 5 minutos antes de cargarlas
en el sistema de electroforesis Miniprotean Electroforesis System (BioRad).
Las proteinas se cargaron en geles de 12 % (p/v) de poliacrilamida. La primera
fase de entrada y concentracion de las muestras en el gel se realiz6 a un voltaje
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constante de 120 V. La segunda fase de separacion de las proteinas se realizo
a un voltaje constante de 200 V. La electroforesis se realiz6 en un tampoén
Tris-Glicina [Tris 25 mM, Glicina 192 mM y SDS 0,1% (p/v)].

La transferencia de las proteinas se realiz6 a una membrana de nitrocelulosa
(GE Healthcare) durante 1 hora a 100 V constantes a 4°C en un tampoén
de transferencia Tris 25 mM, Glicina 192 mM y Metanol 20% (v/v). Para
comprobar la eficiencia de la transferencia, las membranas se lavaron levemente
con agua ultrapura y se tifleron con solucién de rojo Ponceau [Ponceau S
0,1% (p/v), acido acético 5% (v/v)] durante 10 minutos. Posteriormente, las
membranas se lavaron con agua miliQ y se incubaron con solucién de bloqueo
(proteinas fosforiladas: BSA 5% (p/v) en TBS-T [Tris HCl 20 mM pH 7,5,
NaCl 150 mM, Tween-20 0,1 % (v/v)]; el resto de proteinas: leche desnatada
5% en TBS-T). Luego se incubaron con los anticuerpos primarios especificos
diluidos en la solucién de bloqueo durante toda la noche a 4°C y en agitacion.

Al dia siguiente la membrana se lava tres veces con TBS-T durante 10 minu-
tos y se incuban con los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados
con el enzima peroxidasa durante 1 hora a temperatura ambiente y en agi-
tacion. Tras lavar tres veces las membranas con TBS-T durante 10 minutos,
las proteinas se detectaron mediante quimioluminiscencia, usando el reactivo
ECL Plus Western Blotting Detection System (GE Healthcare). La imagen se
obtuvo mediante el lector LAS-3000 (FUGIFILM).

La densitometria de las bandas se midi6 utilizando el software Fiji/ImageJ(N.I.H).
Cada una de las proteinas cuantificadas por inmunodeteccion consta al menos
de tres réplicas experimentales biologicas (ratones N=3). La densiometria de
las proteinas detectadas se normaliz6 con la densiometria de la gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) correspondiente y se calculo el porcentaje
de expresion de la proteina con respecto al control C57BL/6J, incluido en cada
una de las membranas analizadas. Para obtener los niveles de actividad de las
proteinas fosforiladas, se dividi6 la densitometria de la proteina fosforilada en-
tre la de la proteina total. Las medias de los porcentajes de expresiéon de cada
proteina se compararon con la prueba t-student.
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3.2.7 Axotomia in vitro

Se realizo el cultivo primario en las cAmaras microfluidicas descrito previamente
en el apartado 3.2.1. La axotomfia in vitro consiste en cortar axones, y se realiz6
mediante succiéon por vacio durante 5 segundos con una pipeta de vidrio fina
estéril (Figura 3.5). Tras la axotomia, la camara axonal se lavo con medio
de cultivo Ham’s F12 para eliminar los residuos axonales, y se reemplaz6 con
medio de cultivo completo fresco suplementado con las neurotrofinas [3-NGF
murina 100 ng/mL y GDNF murina 100 ng/mL en la zona del axon; 5-NGF
murina 25 ng/mL y GDNF murina 25 ng/mL en la zona del soma]. Luego, los
cultivos se mantuvieron a 37°C en una atmosfera humeda con 5 % CO, durante
2 dias adicionales. Las imagenes de las camaras SOMA y AXON se adquirieron
en diferentes etapas del cultivo: en el quinto dia in vitro (antes de la axotomia),
y tras la axotomia a las 4 horas y a las 48 horas. La adquisicién de las imagenes
se realizdé con un microscopio invertido adaptado para experimentos de célula
viva con contraste de fases (Axiovert 200 M, Zeiss) utilizando objetivos 20x o
40x.
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Siembra Axotomia Fijacion
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Figura 3.5: Esquema utilizado para realizar la axotomia in vitro en las camaras
microfluidicas. La camara microfluidica esta formada por una zona donde se siembran los
somas de las neuronas sensitivas (azul) conectada a otra zona mediante microcanales en
donde van a crecer los axones de las neuronas (zona roja). El cultivo de las neuronas del
DRG en las camaras microfluidicas se mantuvo a 37°C en un incubador humidificado 5%
COz2. El medio de cultivo se suplemento con -NGF y GDNF murina de la siguiente formas:
Dia 0-1, 100 ng/mL (en las dos camaras); Dia 1-2, 50 ng/mL (camara de los somas) y 100
ng/mL (cAmara axonal); Dia 3 en adelante: 25 ng/mL (camara de los somas) y 100 ng/mL
(camara axonal). Después del dia in vitro 3 (DIV3), el cultivo se incubo durante 48 horas
adicionales sin cambiar el medio. En el dia DIV5 se realizé la axotomia aplicando succién
durante 5 segundos con una pipeta de vidrio fina. Posteriormente, los cultivos se incubaron
por 48 horas mas (DIV7). En el DIV7, los cultivos se fijaron y se procesaron para estudios
de inmunofluorescencia. Durante el cultivo, se adquirieron imégenes en contraste de fases en
cuatro puntos claves del experimento. En el DIV5: antes y después de realizar la axotomia;
4 horas tras haber realizado la axotomia.

3.2.8 Andlisis de imagen para el estudio de la longitud de las
neuritas y el drea del cono

Para cuantificar la medida de la longitud de las neuritas se adquirieron iméa-
genes confocales de neuronas marcadas para detectar S-tubulinalll y actina F
(Phalloidin-TRITC) (apartado 3.2.3). Las imégenes confocales fueron adqui-
ridas en una posicién representativa en el eje Z con un microscopio confocal
Leica TCS SP8 con dos objetivos HCX PL APO CS 20x/0.70 DRY y HC PL
APO CS2 40x/1.30 OIL. Luego, las imagenes se procesaron en el software Fi-
ji/ImageJ (N.I.H) con el pluggin NeuronJ (226) para obtener la medida de la
neurita mas larga de cada una de las neuronas registradas.
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La medida del area de los conos de crecimiento se realiz6 con el software LAS
AF-Advanced Fluorescence (Leica). Se utilizo la herramienta poligono para
seleccionar manualmente el cono de crecimiento més grande de cada una de las
neuronas. Para la seleccion del cono se sigui6 el contorno del filopodio. En total
se evaluaron entre 20-40 neuritas por cada una de tres replicas experimentales
biologicas (ratones N=3).

Las diferencias entre las medidas de la longitud de la neurita méas larga de los
dos genotipos se analizo con la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov
debido a que la distribucién de estos datos no pasan los test de normalidad
(Shapiro Wilk, D’Agostino Pearson). Ademas esta prueba estadistica es usada
comunmente para analizar las diferencias entre poblaciones de la longitud de
las neuritas (227, 228). Las diferencias entre genotipos de las medidas de area
del cono se analizaron con la prueba U de Mann Withney, que es una prueba
no paramétrica. Se usa en este caso porque la distribucién de estos datos no
pasaron los test de normalidad (Shapiro Wilk, D’Agostino Pearson) y debido
a que las areas de los conos del ganglio dorsal son bastante heterogéneas.

3.2.9 Andlisis de nimero de conos y tipos de conos

El niimero de conos de crecimiento por neurona se obtuvo mediante inspeccién
visual de las imégenes confocales de neuronas marcadas para visualizar la (-
Tubulinalll y la actina F. En total, se inspeccionaron entre 10 y 30 neuronas
de tres experimentos independientes por genotipo (YG8R, control C57BL/6J).
Las diferencias entre genotipos se analizaron usando la prueba no paramétrica
Mann Whitney para comparar la distribuciéon de los dos grupos de datos no
apareados. Los conos se clasificaron también segin la forma como dispersos,
retraidos o colapsados. En este caso las diferencias entre las distribuciones de
éstos datos se analizaron mediante la prueba Chi cuadrado (X?).

3.2.10 Cuantificacion de la fluorescencia de actina F y actina G

Para evaluar la intensidad de la fluorescencia de actina F y G en los conos
de crecimiento se adquirieron series de imagenes en el eje Z (Z-stacks) (10-15
secciones de 0,29 pm). Las imagenes se adquirieron con el microscopio con-
focal Leica TCS SP8 usando un objetivo HC PL APO CS2 40x/1.30 OIL y
manteniendo constantes la intensidad de los laseres, la amplificacién y la reso-
lucion [1024x1024|. Estas condiciones se establecieron después de revisar todas
las muestras del ratéon control. Cada una de las series contenian 100 pm del
segmento axonal més distal de una neurona y su cono de crecimiento.
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Para analizar las relaciones de la intensidad de la fluorescencia las series se
procesaron con el software Fiji/ImageJ(N.I.H). Primero se crearon los stacks
para cada una de las senales (actina F, actina G) y se obtuvo la méaxima
proyeccion de la sefial. Para cuantificar la senal de actina F y actina G éstos se
seleccionaron manualmente siguiendo el contorno del filopodio. Para obtener
la medida en el segmento axonal, se selecciono manualmente un area de ~50
pm? desde la base del cono. La medida de la intensidad de fluorescencia que
se escogio fue la suma de valores de los pixeles (RawIntDen).

El ratio de actina F /G se calculd para 43-72 conos y segmentos axonales de tres
replicas biologicas (ratones N=3) . El ratio se calculo dividiendo la intensidad
actina F por la de actina G. Luego, se obtuvo un valor promedio para el
ratio de cada uno de los tres experimentos independientes, y finalmente éstos
tres valores se promediaron para obtener un tnico valor por genotipo. Las
medias del ratio para los dos genotipos se compararon con la prueba t-student
con la correcciéon de Welch, debido a que la varianzas de los dos grupos son
distintas. Para analizar si las diferencias en el ratio correspondian a diferencias
significativas en la intensidad de actina F o actina G, también se compararon
las medias obtenidas para estas dos intensidades con la prueba t-student con
la correccion de Welch.

3.2.11 Medida de la intensidad de fluorescencia de las
modificaciones post-traduccionales de tubulina

Para evaluar la intensidad de fluorescencia de microtubulos acetilados y tirosi-
nados se adquirieron series de imégenes en el eje Z (~10 secciones de 0,35 um
de grosor). Las imagenes contenian la neurona completa o las neuritas mas lar-
gas de la neurona. Las imagenes fueron adquiridas con el microscopio confocal
Leica TCS SP8 usando un objetivo HC PL. APO CS2 40x/1.30 OIL y mante-
niendo constantes la intensidad de los laseres, la amplificacion y la resolucion
[1024x1024].

Para analizar las relaciones de la intensidad de la fluorescencia las series se pro-
cesaron con el software Fiji/ImageJ(N.I.LH). Primero se crearon los stacks para
cada una de las senales (tub-Tyr, tub-Acet) y se obtuvo la méxima proyeccion
de la senal. Para cuantificar la sefial se seleccioné6 manualmente ~50um? del
segmento central de las neuritas. La medida de la intensidad de fluorescencia
que se escogi6 fue la suma de valores de los pixeles (RawIntDen).

Para analizar las relaciones de la intensidad de la fluorescencia se obtuvieron
los valores para la maxima proyecciéon de la sefial de tub-tirosinada y tub-
acetilada de 38-43 neuronas por cada uno de tres replicas biologicas (ratones
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N=3) por genotipo (YG8R, control C57BL/6J). Las medias se compararon con
la prueba t-student.

3.2.12 Andlisis de los pardmetros morfométricos del cono

Para analizar la morfologia del cono de crecimiento se obtuvieron imagenes
de contraste de fases con condiciones de célula viva y se procesaron con el
software Fiji/ImageJ(N.I.LH). Se seleccion6 manualmente el cono de crecimiento
siguiendo el contorno del filopodio y se obtuvieron los valores para diferentes
parametros morfométricos:

» Area: representa la extension de la forma del cono, a=(m*r?).

= Didmetro de Feret: este parametro representa la distancia entre dos lineas
paralelas tangenciales al contorno del cono. Pueden determinarse varios
didmetros de Feret de acuerdo a la direccién con la que se tracen las
tangentes. En el caso del cono, las lineas tangenciales se trazan por los
dos puntos paralelos mas alejados entre si dentro de la forma seleccionada.

= Circularidad: este pardmetro indica que tan circular es la forma del cono.
Este parametro se calcula con la formula circ=(4m x area/perimetro?).
Un valor de 1.0 indica un circulo perfecto, y en tanto el valor se aproxima
a 0 indica un incremento de la forma elongada.

= Redondez: este parametro indica que tan redonda es la forma del cono.
Este parametro se calcula con la formula red= (4 x rea/m * ejemayor?).

= Solidez: este pardmetro refleja que tan convexa es la forma del cono. Este
parametro se calcula con la formula s=(rea/areaconveza).

Para analizar las diferencias de los pardametros morfologicos entre genotipos
(YGS8sR, control Y47R) se analizaron un total de 105-179 conos de crecimiento
de tres replicas biologicas (ratones N=3). Las comparaciones de las distribucio-
nes de los datos entre el genotipo YG8sR y control Y47R se realizé6 mediante
la prueba no paramétrica de Mann Whitney debido a que las distribuciones de
estos datos no pasaron las pruebas de normalidad (Shapiro Wilk, D’Agostino
Pearson).
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3.2.13 Andlisis manual del movimiento del cono

El experimento time lapse de los conos de crecimiento (seccion 3.2.5) se pro-
cesaron en el software Fiji/ImageJ(N.I.LH) con el pluggin MTrackJ (229). Este
pluggin permite seguir paso a paso una particula o una posiciéon de interés en
todas las imégenes que forman el time lapse y obtener varios parametros como
la distancia recorrida, velocidad de desplazamiento y dngulos de giro.

Para homogenizar la orientacion inicial de todos los conos de los experimentos,
en la primera imagen de cada uno de los archivos time lapse, cada cono se
orient6 de tal forma que quedara en una posicién vertical y apuntando hacia la
derecha en el caso de que estuviera girando. Luego, para obtener los parametros
se marcé la posicion central de la base del cono cada 5 minutos (10 frames)
durante 1 hora. Estas condiciones se escogieron basandonos en el trabajo de

(250).

Para analizar los parametros de movimiento del cono (distancia recorrida, ve-
locidad de desplazamiento y angulos de giro) de crecimiento entre genotipos
(YGS8sR, control Y47R) se analiz6 el movimiento de al menos 25 conos de
crecimiento de tres replicas biologicas (ratones N=3) por cada uno de los ge-
notipos. Las distribuciones de los datos se compararon mediante la prueba no
paramétrica de Mann Whitney debido a que éstos no pasaron las pruebas de
normalidad (Shapiro Wilk, D’Agostino Pearson).

3.2.1} FEstudio de la dindmica del cono de crecimiento mediante
el Andlisis de Componentes Principales (PCA)

La dindmica de la morfologia del cono de crecimiento es compleja y dificil de
cuantificar. El tamafo, forma, posicién del cono de crecimiento cambian en
tan solo minutos (231, 232) y refleja el comportamiento del citoesqueleto de
actina y microtibulos en el cono, asi como también la homeostasis axonal. Para
caracterizar la dindmica del cono de crecimiento implementamos un método
propuesto previamente por Goodhill y col. (281). Para lograr este objetivo
hicimos una colaboracién con el Centro de Excelencia e Innovacion Tecnologica
de Bioimagen, Conselleria de Sanitat (CEIB-CS).

La metodologia incluy6 varias fases (Figura 3.6, a), la primera fué la obtencion
de las imagenes segmentadas a partir de todos los archivos time lapse. Para al-
canzar este objetivo se desarrollo una plataforma personalizada en el software
MATLAB (The MathWorks, Inc.) en la que se procesaron todos los archivos
time lapse de forma semi-automatica, requiriendo alrededor de ~ 1 hora el
procesamiento de cada uno de los archivos (Figura 3.6, b). Con las iméagenes
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segmentadas, los contornos de los conos se estimaron y almacenaron como una
lista de coordenadas (x,y). Luego se obtuvieron nuevos pares de coordenadas
(x,y) que representaban cada uno de los contornos como un tGnico punto en un
espacio de 500 dimensiones. A continuacion, se aplico el Andlisis de Componen-
tes Principales (PCA) para obtener las direcciones de los patrones principales
en el espacio.

El PCA es un procedimiento estadistico que permite la reduccién de la di-
mension de un conjunto de datos formado por un nimero elevado de variables
relacionadas, para obtener un ntimero menor de variables nuevas y representa-
tivas 6 componentes principales. Las nuevas variables contienen la mayor parte
de la variabilidad presente en el conjunto de datos, siendo combinaciones li-
neales de las variables originales y ortogonales entre si. La transformacion de
los datos realizada con PCA al nuevo sistema de coordenadas, agrupa la ma-
yor varianza de los datos en la primera nueva variable transformada 6 primera
componente principal, la segunda, tercera y asi sucesivamente.

Este analisis nos permite obtener un entendimiento cuantitativo de la dindmica
morfologica del cono de crecimiento y el comportamiento del cono (251).
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Figura 3.6: Procesamiento de las imagenes de los experimentos time lapse.(a)
esquema que resume los pasos del procesamiento de los experimentos time lapse (izquierda)
para obtener imagenes segmentadas de los conos de crecimiento (centro). Las imagenes seg-
mentadas se usan para la extraccion del contorno (derecha) de los conos de crecimiento.(b)
Muestra la plataforma creada para el procesamiento semi-automéatico de los experimentos
time lapse. 1. Se abre la primera imagen del experimento time lapse. La aplicacién aplica un
método de normalizaciéon para mejorar el contraste de las imagenes: ajusta la intensidad de
la imagen en un rango especifico (0.3-0.5);3. Si el primero método no funciona, se usa este
botén para buscar de forma automética un mejor rango de ajuste supervisado por el inves-
tigador. El rango se puede ajustar manualmente (3a); 4. Se confirman los falsos positivos y
se eliminan; 5. Se muestra la imagen segmentada final (arriba-izquierda) y la superposicién
de la imagen segmentada sobre la original (derecha). La imagen segmentada se rota dejando
la base del cono perpendicular al eje x (abajo). La imagen segmentada se almacena como
coordenadas horizontales y verticales. En este punto, la imagen se puede describir mateméti-
camente como una matriz o un arreglo bidimensional (2D); 6. Al final del proceso se aplican
los parametros establecidos a todas la secuencia de imagenes de cada uno de los experimentos
time lapse. La plataforma permite procesar y obtener un archivo time lapse en 1 hora.
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3.2.15 Andlisis de los patrones de movimiento de los conos de
crecimiento mediante tensores

El analisis tensorial ha sido un area relativamente nueva en el procesamiento
de imagenes y senales. En la parte central de este tipo de anélisis se encuentra
el concepto de tensor, el cual provee al analista de estructuras que separan las
dimensiones espaciales del tiempo, y por lo tanto constituyen la manera natural
de almacenar secuencias de imagenes que se correlacionan en el tiempo.

Por una parte, en (231) se evidencia la aplicacion de anélisis de componentes
principales (PCA, principal component analysis) en la deteccion de patrones
de movimiento principales. Esta técnica esta basada en analisis matricial, y no
puede manejar estructuras espacio-temporales como las secuencias de imégenes
de células vivas. En este caso, las imagenes (que son estructuras espaciales en
2 dimensiones) son convertidas en vectores (estructuras de 1 dimension), des-
truyendo asf las correlaciones espaciales que son relevantes para el subsecuente
analisis.

Por otra parte, los tensores son generalizaciones multidimensionales del con-
cepto de vectores y matrices, y dado que la estructura espacial de 2 dimensiones
en las imégenes es conservada, también es posible de conservar las correlaciones
espacio-temporales en una secuencia de imégenes. Similarmente al caso matri-
cial, existe un tipo de analisis multilineal de componentes principales (MPCA
multilinear principal component analysis) que es usado para encontrar patro-
nes de movimiento principales en una secuencia de imégenes. Particularmente
en el drea de biologia celular, no existen referencias de la aplicacion de éstas
técnicas numéricas para el analisis de los conos de crecimiento.

Las ventajas de la aplicacién de este tipo de herramientas para el procesa-
do de imagenes radican primero en la compresion y sintesis de la informacion
experimental, y segundo en la automatizacion del andlisis. Primero, la com-
presion de la informacion es fundamental cuando se cuenta con una enorme
cantidad de datos experimentales. Para ejemplificar, en el caso tratado en esta
disertacion, se realizaron 171 experimentos en el que cada uno consta de 120
imégenes, para un total de 20520 muestras de la evoluciéon espacio-temporal
de los conos de crecimientos de las neuronas sensitivas. Sin una herramien-
ta matematica para la compresion de informacion se hace imposible realizar
el anélisis en tiempo real. Segundo, la automatizacién del analisis es también
crucial para acelerar las conclusiones cuando hay tareas que son repetitivas e
involucran una gran cantidad de informacién. Por ejemplo, en esta disertacion
se trataron modelos ratones de diferentes edades y se encontraron los patro-
nes de movimiento principales para los tres casos. El analisis es similar, pero
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las muestras experimentales son diferentes, y el diseno de un coédigo que lee
automaticamente las carpetas de los datos experimentales, y realiza el analisis
secuencial e independientemente para los tres casos acelerd el desarrollo de las
conclusiones.

3.2.16 Andlisis del crecimiento y regeneracion axonal en las
camaras microfluidicas

Para cuantificar el crecimiento axonal y la respuesta regenerativa de las neuro-
nas sensitivas en las caAmaras microfluidicas se analizaron las imagenes adquiri-
das con las condiciones previamente descritas (apartado 3.2.16) con el método
basado en computador descrito previamente por (233).

En total, se adquirieron al menos 50 imagenes de diferentes campos en la zona
soma y la zona axon de tres replicas experimentales (ratones N=3) por geno-
tipo (Figura 3.5). Las medidas se obtuvieron para dos etapas del experimento:
antes (bDIV) y 48 horas después (DIV7) de haber cortado los axones. Para
obtener la medida del area cubierta por la red axonal, el area fragmentada y
un indice de degeneraciéon axonal, las imégenes se procesaron con el moédulo
Analyze particles del software Figi/ImageJ (N.I.LH) (226). Los pasos estableci-
dos para el procesamiento de estas imégenes para obtener la cuantificacion se
basaron en el método propuesto por (233) (Figura 3.7). Este proceso consistio
en extraer, de forma aleatoria, diez regiones cuadriculadas [700x700 pixeles|
desde las imagenes adquiridas en diferentes campos de la zona axén de tres
replicas experimentales ( en total 30 regiones a partir de N=3 ratones) por ge-
notipo. Para comparar el area total ocupada por la red axonal, los fragmentos
y el indice de degeneraciéon axonal se analizaron 30 campos aleatorios de tres
replicas biologicas (ratones N=3) por genotipo (control Y47R, YG8sR) y edad
(2,6,9 meses).
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Original Mejorar contorno

Particulas

Figura 3.7: Pasos para realizar las medidas del area axonal en las caAmaras mi-
crofluidicas. Las secciones cuadriculadas de las imégenes originales de la zona axon (a) se
ajustaron con el software Fiji/ImageJ(N.I.LH) para incrementar el contraste de la red axonal
(b). Luego, se obtuvieron imégenes binarias (c¢) para obtener medidas del area total ocupada
por la red axonal (suma total de pixeles) y el area ocupada por los fragmentos de la red

axonal (area total de las particulas detectadas). Barra de escala 50 pm.

Luego, todas las iméagenes de cada genotipo se agruparon en un stack y se
manipularon para aumentar el contraste y la resolucién usando los siguientes

pasos y parametros en el modulo de procesado:

= Radio 0.2 pixeles Procesar todas las imagenes

= Filtros:Media
Radio 0.2 pixeles
Procesar todas las imégenes
= Substraer fondo:
Radio rolling ball: 5 pixeles
Fondo claro Paraboloide deslizante
Procesar todas las imégenes
= Incrementar contraste
Pixeles saturados: 0.3 %
Normalizar

Ecualizar histograma.
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Procesar todas las imégenes

Posteriormente se utilizo el software Fiji/ImageJ(N.I.H) para obtener imégenes
binarias de la red axonal siguiendo los siguientes pasos y pardmetros:

= Threshold
Método: Otsu
» Modo de presentacion Blanco y Negro (B&W)

= Fondo claro Los valores se ajustan manualmente en orden de eliminar el
fondo inespecifico.

Debido a la variaciones de la escala de grises de las imagenes, éstas se agruparon
en funciéon del contraste y se aplico el programa threshold global de Otsu a
cada grupo de imagenes. Las imagenes binarias se procesaron con el moédulo
particle analyzer para obtener medidas del area ocupada por los fragmentos de
la red axonal (area total de las particulas detectadas). Este analisis se realizo
con los siguientes pasos y parametros:

Tamario de las particulas: 20-10000 Unidades en pixeles

Circularidad: 0.5-1.0

Excluir analisis en los bordes: si

Adicionar al manager

Para cuantificar el area total ocupada por la red axonal en las imagenes binarias
se utilizo la herramienta ROI manager para obtener la suma total de pixeles
(RawIntDen). Con estos datos se calculo el indice de degeneracion que consistio
en dividir el area ocupada por los fragmentos de la red axonal entre el valor
del area total ocupada por la red axonal. La significancia de las diferencias
entre genotipos y edades se evalué mediante la prueba ANOVA simple y el
test post-hoc de Holm-Sidak para las comparaciones multiples.

3.2.17 Andlisis estadistico

Toda la estadistica de los datos se analizdé con el sofware GraphPad Prism 6
para windows (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) y Statgraphics
Centurion XVI V 16.2.04 (Statpoint Technologies, Inc. The Plains, Virginia).
Las graficas de los datos se realizaron con el sofware GraphPad Prism 6.
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Cada experimento se replicé al menos tres veces usando muestras biologicas o
cultivos neuronales obtenidos a partir de tres animales diferentes por genotipo
y edad (N=3). Para realizar las réplicas experimentales el sacrificio, el cultivo
primario neuronal y los experimentos se realizaron con los dos genotipos al
mismo tiempo en paralelo.
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Resultados

La regulacion de la dindmica de la actina y microtibulos es
necesaria para la formacion, el crecimiento y la regeneracion del
axon. A diferencia de otras enfermedades neurodegenerativas, el
proceso neurodegenerativo presente en la fisiopatologia de la FRDA
no ha sido asociado con la alteracion del citoesqueleto en los conos
de crecimiento neuronales ni con la dindmica del citoesqueleto de
actina. Para determinar si estas caracteristicas se presentan en
modelos murinos para la FRDA, se siguid el siguiente razonamiento
experimental.

4.1 Estudio in vitro de la dinamica del crecimiento axonal en
neuronas del ganglio dorsal del modelo murino YG8R
para la ataxia de Friedreich

4.1.1 Las neuronas del DRG del modelo YG8R presentan un
menor numero de conos de crecimiento y una morfologia
aberrante

Los somas de las neuronas del DRG adultas tienen la capacidad de crear una
nueva red axonal en tan solo pocas horas. Durante esta etapa, los conos de
crecimiento son la estructura que refleja la capacidad neuronal para crear un
nuevo axon y una nuevas dendritas. Para evaluar si el déficit de frataxina afecta
el crecimiento axonal de las neuronas sensitivas adultas, analizamos los conos
de crecimiento en el cultivo primario del DRG. En concreto fueron objeto de
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estudio la cantidad, el tamano, la forma del cono de crecimiento en las neuronas
del DRG tanto del modelo YG8R como su control. Las neuronas se marcaron
con un anticuerpo anti S-tubulinalll y con el conjugado Phalloidin-TRITC,
para detectar la actina F. El nucleo se tini6 con DAPI. El ntmero de conos
de crecimiento por neurona se identificdé visualmente y se cuantifico manual-
mente a partir de las imagenes de fluorescencia usando el software Fiji/ImageJ
(N.ILH). En el ganglio dorsal hay subpoblaciones neuronales que se distinguen
entre si por su morfologia (pseudopolar, bipolar, multipolar), para este estudio
las neuronas se seleccionaron aleatoriamente sin tener en cuenta su morfologia
(Figura 4.1).

Las neuronas del genotipo YGS8R presentaban un ntimero reducido de conos de
crecimiento en comparacion con el genotipo control C57BL/6J (Figura 4.1).
Al analizar la morfologia de los conos observamos una variaciéon de las formas
y los tamanos entre los dos genotipos. Por lo cual clasificamos los conos de
crecimiento segin su forma para determinar si la morfologia estaba afectada
por el déficit de frataxina. Se identificaron tres formas de conos, descritas
previamente en la literatura (234 ), basandose en la estructura molecular de
los microtubulos y la actina filamentosa (actina F):

Conos Dispersos Aparecen como estructuras anchas con una red de micro-
tubulos bien organizada.

Conos Retraidos Presentan una forma de flecha en la que los microtibulos
son visibles.

Conos Colapsados Se caracterizan por tener una forma circular y por incluir
microttibulos sinusoidales y enrollados.

Para la cuantificacion de los conos de crecimiento segiin su forma, los conos de
crecimiento se clasificaron en dos grupos: dispersos, y retraidos 6 colapsados.
El hecho de agrupar los retraidos y colapsados se debe a que la distincion
entre estas formas requiere la deteccién de tubulina no polimerizada (234).
El resultado que se observd fue un incremento significativo en el numero de
los conos retraidos y colapsados y una reducciéon en el ntimero de los conos
dispersos en nuestro modelo en comparacién a los observados para el ratéon
control C57BL/6J (valor p<0.001) (Figura 4.2), indicando que la morfologia
de los conos de crecimiento estaba alterada en nuestro modelo.
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Figura 4.1: Anélisis del nimero de conos de crecimiento en los genotipos YG8R
y control C57BL/6J. (a-f) Iméagenes confocales de 3 subtipos de neuronas sensitivas para
los dos genotipos, YG8R y control C57BL/6J (neurona de tipo bipolar (a), tipo pseudopolar
(b) y de tipo multipolar (c)). Las neuronas se detectaron con anti-S-tubulinalll (verde).
Las imégenes fueron obtenidas a partir del cultivo primario del DRG con un tiempo de
cultivo de 24 horas. Los recuadros blancos indican los conos de crecimiento. (g) Gréfico
que muestra todos los datos obtenidos para el namero conos de crecimiento por neurona en
los dos genotipos y el valor de la media (linea roja). Se puede observar como las neuronas
sensitivas del genotipo YG8R presentan menos conos de crecimiento por neurona que las del
genotipo control (valor p=0.0013). La comparacién entre genotipos de los nimeros de conos
de crecimiento por neurona se realizé6 mediante la prueba de Mann Whitney, ** valor p<0.01
(n=108 células de tres experimentos independientes).
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Figura 4.2: Analisis morfologico del cono de crecimiento en las neuronas del
DRG. Las imégenes confocales muestran un ejemplo de cada una de las morfologias del
cono de crecimiento descritas: dispersa (a,d), colapsada (b,e) y retraida (c,f). Las imagenes
fueron obtenidas a partir del cultivo primario de las neuronas del DRG a las 48h de cultivo.
La S-tubulinalll (verde) se concentra en el dominio central del cono y la actina filamentosa
(rojo) se concentra en el filopodio. (g) Porcentajes obtenidos en la cuantificacion de los conos
de crecimiento (dispersos y colapsados 6 retraidos) para el genotipo YG8R y el genotipo
control. (n=150-200 neuronas de tres experimentos independientes). La comparaciéon entre
poblaciones de conos de crecimiento dispersos o retraidos/colapsados de cada genotipo se
realizo mediante la prueba Chi cuadrado x?, **** valor p<0.001 (n= 100 neuronas de tres
experimentos independientes).
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4.1.2 El déficit de frataxina afecta el drea del cono de crecimiento
y la longitud de las neuritas en las neuronas adultas del

DRG

La morfologia del cono de crecimiento esta directamente relacionada con la
funcionalidad del cono de crecimiento. La funcién del cono de crecimiento es
fundamental para el crecimiento y gufa axonal, por lo cual pensamos que las
neuronas del DRG de nuestro modelo podrian tener alterados estos procesos.
Para determinar si el tamafio de los conos de crecimiento estaba afectado en
el genotipo YG8R, se cuantifico el area de los conos de crecimiento. El area
de los conos de crecimiento en el genotipo YG8R resulto ser significativamente
menor que la observada para el genotipo control a las 24 horas de cultivo
(Figura 4.3). En el grafico de frecuencias que muestra los datos obtenidos a
las 24 horas de cultivo, se puede observar que un 92,6 % de las neuronas del
genotipo YG8R formaron conos con areas entre 0-100 pum? en comparacion
con el 86,5% de las neuronas del genotipo control C57BL/6J, indicando que
los conos de crecimiento de las neuronas YG8R del genotipo YG8R son mas
pequenos que los del control.
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Figura 4.3: Efecto del déficit de frataxina en el area y la morfologia de los
conos de crecimiento La grafica muestra las frecuencias relativas obtenidas para el area
de los conos de crecimiento de las neuronas sensitivas de los dos genotipos tras 24 horas
de cultivo. En las graficas de frecuencias se puede observar como los conos de crecimiento
de las neuronas sensitivas del genotipo YG8R son significativamente mas pequetios que los
observados en el control a 24 horas de cultivo (**p=0.0058). La comparacion de las areas
de los conos entre genotipos se realiz6 mediante la prueba de Mann Whitney, (n=150-200
células de tres experimentos independientes).

Basandonos en estas observaciones y debido a que la morfologia del cono de
crecimiento esta directamente asociada con la longitud del ax6n y las neuritas,
evaluamos si la extension de las neuritas también estaba afectada. Para cuan-
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tificar la longitud de las neuritas se selecciond la neurita més larga de cada
neurona tras 24 horas de cultivo. La comparaciéon de la longitud de las neuri-
tas mostrd una diferencia significativa entre los dos genotipos (Figura 4.4). Las
neuronas del genotipo YG8R exhibieron neuritas mas cortas que las del raton
control, evidenciando una vez més que el déficit de frataxina produce cambios
intracelulares que terminan por afectar el crecimiento axonal.
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Figura 4.4: Longitud de las neuritas en las neuronas del DRG del genotipo YG8R
esta reducida. (a) Imagen confocal de una tipica neurona sensitiva adulta del ratén control
C57BL/6J tras 24 horas de cultivo. Las neurona fue tefiida para marcar la S-tubulinalll. Se
sefiala la neurita mas larga en color fucsia y algunos conos de crecimiento. (b) Grafica que
muestra las las frecuencias relativas (fracciones) de todos los datos obtenidos para la longitud
de las neurita mas larga en los dos genotipos. La distribucién de frecuencias muestra cémo la
mayoria de las neuronas del genotipo YG8R extienden neuritas con longitudes de 50 hasta
200 pum, mientras que, en el control, la mayoria de las neuritas presentan longitudes de 150
hasta 500 pm (*p=0.0468). La comparaciéon entre las distribuciones se realiz6 mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov, (n=128-160 células de tres experimentos independientes).

4.1.83 El déficit de frataxina altera la dindmica de la actina en las
neuronas sensitivas adultas

Nuestros resultados muestran claramente que la morfologia de los conos de
crecimiento en nuestro modelo esta afectada. Siendo que la morfologia del
cono es un claro indicador de su funcionalidad, y que dicha funcionalidad esté
determinada por la arquitectura del citoesqueleto de actina y de microtubulos,
investigamos si la dindmica de la actina y de los microtiibulos estaba afectada
en nuestro modelo. La dinamica de la actina en el cono de crecimiento garantiza
la formacion de los filamentos de actina (actina F) por la polimerizacion de
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la actina globular (actina G). En este sentido, se analizo la intensidad de la
fluorescencia de la actina F y la actina G en el cono de crecimiento y en la
seccion mas distal de las neuritas (Figura 4.5, Figura 4.6).

actina F actina G merge

Figura 4.5: Expresion de la actina F/G en los conos de crecimiento de las neu-
ronas de la raiz dorsal del modelo C57BL/6J. Se us6 el conjugado Alexa Fluor 488
DNase I y Faloidina-TRITC para detectar, respectivamente, los niveles endoégenos de actina
filamentosa (rojo) y actina globular (verde) en los conos de crecimiento de las neuronas del
DRG; se us6 anti-S-tubulinalll como marcador neuronal. Las im4genes en merge muestran
las regiones de colocalizaciéon de la actina F' y G en los conos de crecimiento, asi como también
exhiben las diferencias de su distribucién y expresiéon en el cono. Barra de escala 5 ym.
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actina F actina G

5pm

Figura 4.6: Expresion de la actina F/G en los conos de crecimiento de las neuro-
nas de la raiz dorsal del modelo YG8R. Se usé el conjugado Alexa Fluor 488 DNase [ y
Faloidina-TRITC para detectar los niveles enddgenos de actina filamentosa (actina F, rojo)
y actina globular (Actina G,verde) en los conos de crecimiento de las neuronas del DRG;
se us6d anti-B-tubulinalll como marcador neuronal; DAPI se us6 para teiiir el nucleo. Las
imégenes en merge muestran la colocalizacién de la actina F' y G en los conos de crecimiento
(amarillo), asi como también exhiben las diferencias de su distribucién y expresion en el
cono. Barra de escala 5 um.

La dindmica de la actina result6 estar alterada en el modelo YG8R. El ratio de
la intensidad de la actina F en relacion a la actina G para el genotipo YG8R
resultd estar incrementado en los conos de crecimiento. Comprobamos que el
incremento del ratio se debia a un incremento en la intensidad de la actina
F y la actina G en relacion a la obtenida para el genotipo control C57BL/6J
(Figura 4.7). De esta forma demostramos que la dinamica de la actina esta
alterada en nuestro modelo debido a un incremento de la actina filamentosa y
la actina globular en los conos de crecimiento.

104



4.1 Estudio in vitro de la dindamica del crecimiento axonal

4- p=0.027 p=0.022
—_ 25- _
o
E g 2.0-
]
5 £ 157
(%} 4
e S 10,
2 o
s =
& S 05
0.0-
C57BL/6J YG8R C57BL/6J YG8R
(a) Ratio actinaF/G neuritas (b) Ratio actinaF/G conos
actina F actina G
ns. actina F actina G
p=0.356 s
40007 3000+ p=0590 .
- =
E E — p=0.015
B @ 3000 ns. G ©
$s p=0.978 $ S 20004
g2 0978 g2
o § 20004 s 8
T 2 T2
P $ 5 10004
QO — [
g @ 1000 g [
Z z
i o4
C57BL/6J YG8R C57BL/6J YG8R C57BL/6J YG8R C57BL/6J YG8R
(c) Niveles de actina F/G neuritas (d) Niveles de actina F/G conos

Figura 4.7: Efecto del déficit de frataxina en los niveles de actina F y actina G.
(a,b) Media de los ratios de la intensidad de la actina F/G relativa al area en el extremo
mas distal de las neuritas y en los conos de crecimiento (b). (¢,d) Niveles de la intensidad
de la actina F y actina G relativos al area en el extremo mas distal de las neuritas (b) y
en los conos de crecimiento (d). La comparacion del ratio y los niveles de intensidad entre
las células control se realizé mediante el test t-student con la correccion de Welch’s.* valor
p<0, 05 (n=34-42 células de tres experimentos independientes).Las barras de error indican
el error estandar de la media.

4.1.4 El déficit de frataxina altera la dindmica de los
microtubulos en las neuronas del DRG adultas

En los dltimos afios han aumentado los estudios que sugieren una asociaciéon
entre la alteraciéon de la regulaciéon de la dindmica de los microttbulos con
la neurodegeneracion (52, 234, 235), siendo el transporte axonal el principal
mecanismo afectado. En nuestro laboratorio Molla y col. (236) confirmé la
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acumulacion de la mitocondria y neurofilamentos (NF160, SMI32, RT97 y pe-
riferina) a lo largo del axon en esferoides axonales en las neuronas sensitivas del
raton YG8R, sugiriendo un bloqueo del transporte mitocondrial. Ademés tam-
bién se confirm6 una gran acumulaciéon de marcadores del transporte axonal
rapido anterogrado de vesiculas (8-APP y sinaptofisina), que colocalizan con
la mitocondria acumulada, en las neuronas sensitivas del raton YG8R (200,
236). Estos resultados sugerian que el transporte axonal en el raton YG8R
estaba afectado. Para definir si el déficit de frataxina alteraba la dinamica de
los microtibulos y por ende, el transporte axonal, estudiamos la dinamica de
los microtibulos en las neuronas del DRG usando dos aproximaciones: primero
estudiamos la distribucion y la intensidad de a-tubulina acetilada (Tuba-Acet)
y a-tubulina tirosinada (Tuba-Tir) mediante inmunofluorescencia en el cultivo
primario del DRG, y luego comparamos por western blot los niveles de Tuba-
Acet y Tuba-Tir en los tejidos de DRG y raices del ganglio dorsal de ratones
YGS8R y control C57BL/6J.
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B-tubulina II1 a-tubulina acetilada merge

(a

(b)
(e) (f)

(2) (h)

Figura 4.8: Distribuciéon neuronal de los microtiabulos acetilados en las neuro-
nas del DRG del genotipo control(C57BL/6J). Imégenes de neuronas del DRG en
diferentes estados de crecimiento, inmadura (a-c), intermedia (d-f) y madura (g-i), marca-
das con anticuerpo anti-g-tubulinalll y anti-a-tubulina acetilada. Se puede observar cémo
la acetilacién (a-tubulina acetilada) se distribuye a lo largo de las neuritas estando menos
concentrada en el extremo mas distal de las neuritas. El nicleo se marco con DAPI (azul).
Las neuronas se mantuvieron en cultivo por 72 horas. Barra de escala 50 ym. Las imagenes
muestran la maxima proyeccion de Z-stacks (10 a 15 secciones de 0,29 pum de grosor).

)
)

(d

(1)
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[B-tubulina II1 a-tubulina acetilada merge

(b)

(d) (e)

(2) (h)

Figura 4.9: Distribuciéon neuronal de los microtibulos acetilados en las neuronas
del DRG del genotipo YG8R. Iméagenes de neuronas del DRG en diferentes estados de
crecimiento, inmadura (a-c), intermedia (d-f) y Madura (g-i), marcadas con anticuerpo anti-
SB-tubulinalll y anti-a-tubulina acetilada. Se puede observar como la acetilacion (a-tubulina
acetilada) se distribuye a lo largo de las neuritas estando menos concentrada en el extremo
mas distal de las neuritas. El nicleo se marco con DAPI (azul). Las neuronas se mantuvieron
en cultivo por 72 horas. Barra de escala 50 ym. Las imagenes muestran la maxima proyeccién
de Z-stacks (10 a 15 secciones de 0,29 pym de grosor).
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[B-tubulina II1 a-tubulina tirosinada merge

(d) (e) (f)

(2) (h)

Figura 4.10: Distribuciéon neuronal de los microtibulos tirosinados en las neuro-
nas del DRG del genotipo control (C57BL/6J). Iméagenes de tres neuronas del DRG en
diferentes estados de crecimiento (de arriba a abajo: inmadura, intermedia y madura) mar-
cadas con anticuerpo anti-S-tubulinalll y anti- a-tubulina tirosinada. El nticleo se marco con
DAPI (azul). Las neuronas se mantuvieron en cultivo por 72 horas. Barra de escala 50 pm.
Las iméagenes muestran la maxima proyeccion de Z-stacks (10 a 15 secciones de 0,29 um de
grosor). Se puede observar como la tirosinacién (« -tubulina tirosinada) de los microtubulos
se distribuye lo largo de las neuritas incluyendo los conos de crecimiento.
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[B-tubulina 111 a-tubulina tirosinada merge

(b)

(d) (f)

(2) (h)

Figura 4.11: Distribucién neuronal de los microtabulos tirosinados en las neu-
ronas del DRG del genotipo YG8R Imagenes de tres neuronas del DRG en diferentes
estados de crecimiento (de arriba a abajo: inmadura, intermedia y madura) marcadas con
anticuerpo anti-g-tubulina III y anti- o -tubulina tirosinada. El nicleo se marco con DAPI.
Las neuronas se mantuvieron en cultivo por 72 horas. Barra de escala 50 ym. Las imagenes
muestran la maxima proyeccion de Z-stacks (10 a 15 secciones de 0,29 um de grosor). Se pue-
de observar cémo la tirosinacion ( a-tubulina tirosinada) de los microtubulos se distribuye
lo largo de las neuritas incluyendo los conos de crecimiento.

Al estudiar la distribucién de las modificaciones post-traduccionales de los
microttibulos en el raton YG8R y control C57BL/6J, se observd que los micro-
tabulos acetilados estaban localizados preferentemente en el axén y ausentes
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en los extremos distales de las neuritas (10-20 pm desde el extremo mas dis-
tal) (Figura 4.8; Figura 4.9). En el caso de los microttibulos tirosinados, el
patron de localizaciéon abarca todos los compartimentos neuronales: cuerpo ce-
lular, axon y neuritas, incluyendo los conos de crecimiento (Figura 4.10; Figura
4.11). Estas distribuciones de la fluorescencia de los microtubulos acetilados y
tirosinados coinciden con la reportada previamente por Lim y col., Bouquet
y col. (237, 258).

Una vez descrito el patrén de expresion comprobamos si existia diferencias
en el modelo de déficit de frataxina, realizando un analisis cuantitativo de la
cantidad de microtibulos en las neuritas de nuestros modelos. Se cuantifico
la intensidad de la fluorescencia de la a-tubulina acetilada y tirosinada en
experimentos independientes usando el software de analisis de imagen LAS
Image Analysis. Se obtuvieron series-Z de neuronas completas para el genotipo
control C57BL/6J (Figura 4.8, 4.10) y para el genotipo YG8R (Figura 4.9,
Figura 4.11). El proceso consistié en delimitar de forma precisa las regiones
distales del axén que excluian el cono de crecimiento. Se analizaron entre 38
y 40 neuronas por genotipo y se conservo el area seleccionada en 50um?. Los
resultados no mostraron diferencias significativas, sin embargo se observd que
la acetilacion tendia a estar incrementada en las neuritas del modelo YG8R
con respecto al control C57BL/6J, mientras que la tirosinacion tendia a estar
reducida (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de los microtibu-
los acetilados y tirosinados. La grafica de barras representa los valores obtenidos de la
intensidad media relativos al area. Se puede observar una tendencia de incremento de la
a-tubulina acetilada. La comparacién entre genotipos se realizé mediante el test t-student.
(n=38-43 neuronas de tres experimentos independientes). Las barras de error indican el error
estandar de la media.
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El anélisis por western blot los niveles de acetilaciéon y tirosinacién de los mi-
crotibulos desde tejidos de ganglio dorsal de ambos ratones, donde se localizan
los somas de las neuronas, y de las raices del ganglio dorsal que corresponde a
los axones (Figura 4.13), mostré que los niveles de acetilacion de los microti-
bulos estaban incrementados de forma significativa en las raices de los ganglios
dorsales de nuestro modelo. En cambio, los niveles de tirosinacién no cambia-
ron significativamente entre los genotipos. Con estos resultados mostramos que
el déficit de frataxina alteraba la dindamica de los microtibulos en los axones
de las neuronas adultas del DRG incrementando los niveles de la acetilacion
de los microtubulos.

Control(C57BL/6)) YG8R Control(C57BL/6J) YG8R
Acet-aTuba |~ T e o — | 50kDa Acet-aTuba | = S o w— — - - |50kDa
Tyr-aTuba | == e —_— S ——— | 50 kDa Tyr-aTuba T — ———— - " |50kDa
GADPH | e o = o e o o | 37D, GADPH | -G — - —— 37kDa
(a) DRG (soma) (b) Raices
DRG(soma) Raices del ganglio dorsal
_ n.s. n.s. .
=4 p=0653 p=0.714 35 =0.030
E E — E 8 n.s. —
BT T p=0.098
s E 1.0+ S E 1.0 A
Eg E<
o O o O
T o T w©
g F 0.5 g @ 0.5
2% 22
‘3 3
0.0- = 0.0-
Tyr atubulin Acet gtubulin Tyr atubulin Acet gtubulin
@B C57BL/6J @B YGSR @l C57BL/6J @8 YGS8R
(c) (d)

Figura 4.13: Los niveles de expresion de la a-tubulina acetilada esta incrementada
en las raices de los ganglios dorsales del ratéon YGS8R. El analisis por western blot
de la expresion de la a-tubulina acetilada y tirosinada en el DRG y las raices de los ganglios
dorsales confirmé el incremento significativo de la acetilaciéon en las raices de los ganglios
dorsales del ratén YG8R. Las diferencias entre genotipos se determino mediante la prueba
t-student. Significatividad *p<0.05.
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4.1.5 Activacion de la cofilina en las neuronas del DRG y su
influencia en la dindmica del citoesqueleto

Nuestros resultados muestran una clara afectacion de la morfologia de los conos
de crecimiento en las neuronas del DRG del modelo YG8R asociado a un
incremento de la actina F y la actina G. Para indagar sobre los mecanismos
moleculares que podrian estar asociados al incremento de los niveles de actina
F en los conos de crecimiento, decidimos estudiar la expresiéon de proteinas
especializadas que regulan la longitud, y la remodelacion de los filamentos de
actina, especificamente la familia ADF /cofilina (actin depolimerizing factor).

Cofilina se une especificamente a los filamentos de actina, y los desestabili-
za rompiéndolos en pequenas piezas favoreciendo aun mas el ensamblaje de
filamentos. Lo mas interesante de ADF'/cofilina es que su actividad estéa regu-
lada por varios mecanismos que incluyen fosforilacién, la unién de fosfolipidos
de membrana, los niveles de pH local y estrés oxidativo (239). Debido a que
estd bien descrito que las células de FRDA presentan un incremento en el es-
trés oxidativo (169, 236), pensamos que era muy probable que la regulacion
de la cofilina estuviera alterada en las neuronas del DRG del modelo YG8R.
Para confirmar si la regulacion de la cofilina estaba alterada en las neuronas
del DRG del modelo YG8R, analizamos por western blot, en tejido de DRG
y raices del ganglio dorsal, los niveles de activaciéon de cofilina-1 mediante la
detecciéon de la cofilina-1 total y fosforilada. Estos resultados muestran una
disminucion significativa de la p-cofilina-1 (forma inactiva) en las raices de los
ganglios dorsales (Figura 4.14) asociado a un incremento de la cofilina-1 total
(forma activa). Estos resultados podrian dar una explicacion al incremento de
actina filamentosa observado en los conos de crecimiento, posiblemente debido
a la sobreactivacion de la cofilina-1.
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Figura 4.14: El déficit de frataxina incrementa los niveles de de cofilina-1 en
las raices de los ganglios dorsales. El anéalisis por western blot de la expresiéon de la
cofilina en el DRG y las raices de los ganglios dorsales mostré una disminucién significativa
p-cofilina-1 en las raices de los ganglios dorsales del raton YG8R que estaba relacionada con
un incremento significativo de la cofilina-1 total.Las diferencias entre genotipos se determino
mediante la prueba t-student. Significatividad *p<0.05; **p<0.01.

Para confirmar estos resultados, quisimos analizar por inmunofluorescencia la
localizacion y distribucion de cofilina en los axones del asta dorsal de nues-
tros modelos. Con este propoésito, se obtuvieron secciones longitudinales del
asta dorsal (7 pum de grosor), y se marcaron para identificar la S-Tubulinalll,
cofilina-1, p-cofilina-1 y el nicleo de las células circundantes (Figura 4.15. Ob-
servamos que cofilina-1 se expresa de forma abundante en los axones y se dis-
tribuye uniformemente a lo largo del axoplasma tanto en el control C57BL/6J
como en el YG8R (Figura 4.15, a, d), sin presentar cambios evidentes en los
niveles de expresion entre los dos genotipos. La p-cofilina-1, presenta una dis-
tribucién parecida entre ambos genotipos, con una expresion restringida puntos
especificos y regiones a lo largo de los axones (Figura 4.15, g). Este patron de
expresion es similar al observado en otros tipos de tejido nervioso como los
axones del nervio facial de raton (240). Donde si que observamos diferencias
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fue en los niveles de expresion, ya que en los axones del asta dorsal del ra-
ton YG8R resulto evidente la disminucion en p-cofilina-1 (Figura 4.15, g, j),
coincidiendo con los resultados obtenidos por western blot.
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Cofilina-1 S-Tubulina I11 merge
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Figura 4.15: Analisis de la expresion cofilina en el asta dorsal del ratén YGS8R.
Se utilizaron cortes longitudinales del asta dorsal (7 um grosor) de los dos genotipos para
analizar la distribucion de cofilina-1, cofilina-1 fosforilada y A-Tubulinalll en la raiz del
ganglio dorsal que corresponde a la rama sensitiva. Las imagenes muestran que una senal
abundante de cofilina-1 que se distribuye a lo largo de los axones. La senal de cofilina-1
fosforilada es menos abundante y esta concentrada en ciertos puntos a lo largo del axén
(flechas blancas) y en ciertas estructuras que rodean a los axones, presumiblemente células
de Schwann. Los nucleos de las células glia axonales aparecen en azul. Escala 50 pm.
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4.1.6 Andlisis del sistema de regulacion de la Cofilina

La actividad de cofilina es regulada negativamente por la fosforilacién del ami-
noécido Ser3 por LIM quinasas (Lin-11, Isl-1, y Mec-3), y es reactivada median-
te su desfosforilacion por las fosfatasas slingshot o chronophin (CIN/PDXP),
permitiendo que cofilina se una y rompa los filamentos de actina (actina F),
regulando el ciclo de polimerizacion/despolimerizacion de actina (Figura 1.7).
El balance entre la fosforilacion y desfosforilacion de cofilina es importante pa-
ra permitir la motilidad del cono de crecimiento y la dindmica de la extension
de las neuritas.

Para determinar si la reduccion de p-cofilina-1 causada por el déficit de fra-
taxina en las raices de los ganglios dorsales de nuestro modelo se debe a la
alteracion de proteinas que fosforilan/desfosforilan a cofilina-1, decidimos eva-
luar en tejido de DRG y la raices del ganglio dorsal los niveles de expresion de
la quinasa LIMK-1 en su forma basal y fosforilada Phospho-LIMK-1 [Thr508],
y la fosfatasa CIN/PDXP (Figura 4.16, a, b). La cuantificacién de los niveles
de chronophin (CIN/PDXP) mostré un incremento significativo con respecto
al control C57BL/6J en los ganglios dorsales y un incremento en las raices,
aunque esta diferencia no fuera significativa (Figura 4.16, c). Por otra par-
te, los niveles de LIMK-1 estaban reducidos significativamente en las raices
de los ganglios dorsales del raton YG8R (Figura 4.16, d) sin presentar cam-
bios significativos en el DRG. Por tultimo, los niveles de activacion de LIMK-1
(Phospho-LIMK-1 [Thr508|) resultaron estar incrementados en las raices de
los ganglios dorsales de forma significativa, lo cual contradice reduccion de la
inactivacion de cofilina.

Estos resultados exhibian un desajuste de la regulaciéon de la actividad de las
proteinas que regulan la fosforilaciéon de cofilina, sin embargo, no resulté claro
que la disminucion de los niveles de fosforilacion de la cofilina se debieran a la
alteracion de CIN/PDXP y LIMK-1. Consideramos que se necesita un estudio
mas profundo de los mecanismos que regulan la actividad de cofilina para
entender como el déficit de frataxina produce la reduccion de su fosforilacion.
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Figura 4.16: Regulacién de la actividad de cofilina. El analisis por western blot de la
expresion de la fosfatasa Chronophin/PDXP y la quinasa LIMK-1 en el DRG y las raices de
los ganglios dorsales mostroé un incremento significativo de Chronophin/PDXP en el DRG
del ratén YG8R y una disminucién significativa de la expresiéon de LIMK-1 en las raices
del ganglio dorsal del raton YG8R. La actividad de LIMK-1, medida en los niveles de la
proteina fosforilada (P-LIMK-1) resulté estar incrementada significativamente en las raices
del ganglio dorsal del raton YG8R. Este incremento de la actividad de LIMK-1 se confirmo
al calcular el ratio de P-LIMK-1/LIMK-1 en las raices del ganglio dorsal del ratén YGS8R.
Las diferencias entre genotipos se determino mediante la prueba t-student. Significatividad

*p<0.05.
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4.1.7 Regulacion del proceso de desensamblaje de la actina

Con los resultados obtenidos hasta el momento observamos una clara afecta-
ciéon de la dindmica de los filamentos actina debido al déficit de frataxina en las
raices de los ganglios dorsales, y que podria deberse a una sobre-activaciéon de
cofilina. Dado que cofilina controla la tasa de ensamblaje/desensablaje de los
filamentos de actina, quisimos investigar si este proceso se veia afectado por
una alteracion en los niveles de expresion de las proteinas que directamente
intervienen en el ensamblaje de los filamentos de actina. Existen dos clases
de proteinas nucleadoras de actina, la familia de proteinas formina y el com-
plejo ARP2/3. La formina dirige el ensamblaje de filamentos largos de actina
mientras que el complejo ARP2/3 dirige el de redes ramificadas, estructuras
importantes para la formacién de la lamelipodio y el filopodio, y la protusion
de los conos de crecimiento.

Se realizé un analisis por western blot de la expresion del complejo ARP2/3
en tejidos de DRG y raices del ganglio dorsal de los ratones control C57BL/6J
e YGS8R. En el caso de los DRG no se logro obtener senal, posiblemente debi-
do a bajos niveles de expresiéon de éste complejo en el soma de las neuronas.
Los niveles de expresion del complejo ARP2/3 mostraron un incremento sig-
nificativo en las raices del ganglio dorsal del raton YG8R comparados a los
del control C57BL/6J. Estos resultados sugieren que la desestabilizacion del
citoesqueleto de actina, debido al déficit de frataxina, podria deberse a un
desajuste en los niveles de expresion de las proteinas que regulan la tasa de

ensamblaje/desensamblaje de los filamentos de actina, tales como cofilina y el
complejo ARP2/3.
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Control(C57BL/6)) YGSR 1
ARP2/3 | wwwm v gy wn o | 20 kDa
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Figura 4.17: Niveles de ARP en las raices del DRG. El anilisis por western blot de la
expresion del complejo ARP2/3 en las raices de los ganglios dorsales mostré un incremento
significativo en el ratén YG8R. Las diferencias entre genotipos se determino mediante la
prueba t-student. Significatividad **p<0.01.

119



Capitulo 4. Resultados

4.1.8 Estudio del perfil proteémico de los ganglios dorsales del
raton deficiente en frataxina YG8R: proteinas del
citoesqueleto y el transporte axonal

Nuestros resultados mostraban que el déficit de frataxina en los ratones YG8R,
alteraba la estructura y la dindmica del citoesqueleto de actina y microtibulos
en los axones de las neuronas del DRG. Tal como observamos, esta altera-
cién podria deberse a una desregulacion en los niveles de expresion de algunas
proteinas reguladoras del proceso. El problema es que la regulaciéon no solo
viene dada por las proteinas integradas en este estudio, ya que es mucho més
complejo de lo expuesto en esta tesis. Por lo tanto, basandonos en un analisis
comparativo del perfil proteémico mediante 2D-DIGE de los ganglios dorsa-
les del modelo murino YG8R y el control C57BL/6J con 24 meses de edad
(200), se realiz6 un anélisis para identificar proteinas implicadas en la dinami-
ca del citoesqueleto, el crecimiento y el transporte axonal. El estudio, realizado
previamente en nuestro laboratorio, identificd 964 proteinas diferenciales que
correspondian a 495 genes. De forma interesante, todas las proteinas identifica-
das resultaron estar reducidas en los ratones deficientes para frataxina YG8R
con respecto al control C57BL/6J.

Andlisis bioinformdtico de la expresion de proteinas del citoesquelto neuronal

Para relacionar las proteinas de interés en procesos celulares especificos se uti-
lizaron las herramientas de PANTHER (http://www.pantherdb.org) y Pain-
tOmics (http://www.paintomics.org). Estas herramientas permiten identi-
ficar las proteinas dentro de las bases de datos de rutas moleculares: PANT-
HER (Protein Annotation Through Evolutionary Relationship) y KEGG (Kyo-
to Encyclopedia of Genes and Genomes). Las bases de datos de PANTHER
y KEGG contienen una coleccién de mapas de rutas que representan nuestro
conocimiento en la interaccién molecular y redes de reacciéon para el metabo-
lismo, procesamiento de informacién genética, procesamiento de informacion
ambiental,procesos celulares, sistemas de organismos, enfermedades humanas
y desarrollo de farmacos. El analisis identifico que las 495 proteinas aparecen
implicadas en 82 vias PANTHER y 199 vias KEGG distintas (200). En el
trabajo de tesis de Moliner (200) se detallan dos rutas relevantes: la fosfori-
lacién oxidativa, por ser la via clasicamente implicada en la fisiopatologia de
la FRDA; y la senalizacion por calcio, debido a que Moliner (200) demostro
que esta participando en el proceso de neurodegeneraciéon de las neuronas del
DRG. Aqui, se detalla a continuacion el analisis de la via de la regulacion del
citoesqueleto de actina, por ser una via novedosa en el campo de la FRDA,
debido a que nuestros resultados demuestran que la desestabilizacion del ci-
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toesqueleto de actina hace parte del proceso degenerativo en las neuronas del

DRG.

En este trabajo se analizaron los datos obtenidos previamente pero filtrando
aquellas proteinas que tenfan alguna relaciéon con la regulacion del citoesqueleto
y transporte. Dentro de las proteinas identificadas, se reconocieron 29 proteinas
asociadas con el citoesqueleto y 16 con el transporte axonal (Figura 4.18). Estos
resultados confirman que el déficit de frataxina afecta dos procesos biologicos
clave para la funcién de las neuronas del DRG: la regulacion del citoesqueleto
de actina, microtubulos y neurofilamentos; extensiéon y guia axonal; trafico
vesicular; y el transporte axonal.

B actin binding{G0:0003779)
B cytoskeletal protein binding(G0:0008092)
microtubule motor activity(GO:0003777)
motor activity(GO:0003774)
structural constituent of cytoskeleton(GO:0005200)
B structural molecule activity(G0O:0005198)

(a) Funciones moleculares

Figura 4.18: Funciones moleculares de las proteinas expresadas diferencialmente
en el raton YG8R asociadas con el citoesqueleto y el transporte axonal . El estudio
de la funcion molecular segin la base de datos Gene Ontology con el sistema de clasifica-
cion PANTHER (http://www.geneontology.org) revel6 que el 13,19 % de las proteinas e
isoformas tienen una actividad de uniéon a actina (GO:0003779); el 16,48 % tienen actividad
de unio6n al citoesqueleto (GO:0008092); el 4,4 % tienen actividad motora asociada a micro-
tabulos (GO:0003777); el 7,69 % tienen actividad motora (GO:0003774); el 59,34 % tienen
actividad estructural del citoesqueleto (GO:0005200); el 59,34 % tienen actividad molecular
estructural (GO:0005198). Estos porcentajes se calcularon sobre las proteinas seleccionadas
relacionadas con el citoesqueleto y el transporte axonal.

Citoesqueleto de actina

El anélisis protedémico del ganglio dorsal mostré la reduccion de 14 proteinas
asociadas con la estructura del citoesqueleto de actina y la regulacién de su
dindmica (Ver Anexos, Tablas 8.1, 8.4). Se identificaron 6 isoformas de actina
(Actcl, Actal, Acta2, Actb, Actgl, Actg2) las cuales forman los filamentos
de actina; 6 proteinas de union a actina (ABPs) que organizan los filamentos
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de actina en microfilamentos (Avil, Actr3, Flnb, Fmnl2, Gsn), y 2 isoformas
de la proteina de entrecruzamiento a-actinina (Actnl, Actnd), que entrelaza
los filamentos de actina dejando espacios para que la proteina motora miosina
pueda interaccionar con la actina (una caracteristica especifica de a-actinina)
(Figura 4.19).

El citoesqueleto de actina es uno de los componentes més dinamicos del citoes-
queleto debido a que ensambla/desensambla filamentos de actina en respuesta
a las necesidades fisiologicas de las células. En las neuronas adultas, el cito-
esqueleto de actina es el soporte estructural, y junto a la protefna motora
miosina, permite el transporte axonal de vesiculas. La reducciéon en la expre-
sién de proteinas relacionadas con la formacion de los filamentos de actina y su
organizaciéon en haces y redes funcionales indican claramente una desestructu-
raciéon del citoesqueleto de actina en los cuerpos celulares de las neuronas del

DRG debido del déficit de frataxina.

En su conjunto, todos los resultados descritos en este trabajo asociados con el
citoesqueleto de actina, muestran que el déficit de frataxina causa la inestabi-
lidad de las proteinas que regulan la actividad del citoesqueleto de actina en
los cuerpos celulares y una desestructuracion del citoesqueleto de actina en el
axon asociada con la degeneracion axonal de las neuronas del DRG.
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Citoesqueleto de los microtubulos

El analisis proteémico del ganglio dorsal mostro la reduccion de 13 isoformas de
tubulina, de las cuales 4 corresponden a los isotipos neuronales a1 y SIIT (Tu-
bala, Tubalb, Tubalc, Tuba3a, Tubada, Tuba8, Tubb2, Tubb3) (Ver Anexos,
Tablas 8.4-8.8). Los microtubulos se forman por la polimerizacion de dimeros
a-tubulina y S-tubulina. En el genoma humano, hay 6 genes que codifican
para a-tubulina y 7 genes para S-tubulina. En el sistema nervioso se expre-
san los isotipos 1, 2 y 4 de la a-tubulina, y los isotipos I, II, III, y IV de la
(B-tubulina. Adicionalmente, se encontr6é una reduccién de proteinas de asocia-
cién a microtubulos MAPs, MAP1A y MAP1B, necesarias para interconectar
microttbulos entre ellos y con otros componentes del citoesqueleto. Por tltimo,
la proteina chaperona especifica de Tubulina-E (TBCE) resulté estar reducida.
Muchas proteinas deben interactuar con chaperonas moleculares para alcanzar
su conformacién nativa. La reduccion de la expresion de estas proteinas en los
cuerpos celulares causaria una reducciéon en la provision de microtibulos al
axon, alterando su dinamica y con ello alterando el transporte axonal mediado
por las proteinas motoras quinesina y dineina.

Citoesqueleto de los filamentos intermedios

El anélisis proteémico del ganglio dorsal mostré la reducciéon de 5 proteinas que
forman filamentos intermedios. Estas incluyen 4 subbunidades que forman los
neurofilamentos del sistema nervioso periférico, neurofilamento (NF) liviano,
NF medio y NF pesado (Nefh, Nefl, Nefm) y periferina (Prph). Los neurofila-
mentos forman el mayor sistema de filamentos en las neuronas adultas, éstos
se interconectan y entrelazan con los microtubulos, los filamentos de actina y
otros elementos fibrosos del citoesqueleto para establecer una redes que sirven
para organizar otras organelas y proteinas. También resultaron estar reducidas
proteinas indispensables para la integraciéon de los citoesqueletos de actina,
filamentos intermedios y microtibulos (Dst, Plec).

Estos resultados sugieren que el déficit de frataxina causaria una disminucién
en la cantidad de NFs en los cuerpos celulares y en los axones de las neuronas
del DRG, lo cual produciria una reduccién proporcional del crecimiento radial
de los axones (disminucion del didmetro), de la conduccion nerviosa y de la
respuesta regenerativa intrinseca de los axones de las neuronas del DRG.
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Proteinas relacionadas con la extension y guia axonal

El analisis proteémico del ganglio dorsal mostré la reduccién de 4 proteinas
asociadas directamente con la extension y guia axonal (Rufy3, Crmpl, Crmp2,
Crmp3) (Ver Anexos, Tabla 8.9). La extension y guia axonal es el proceso
mediante el cual se forman las conexiones entre neuronas y entre neuronas
y sus tejidos blanco. Cuando un axén esta creciendo o necesita regenerarse
forma el cono de crecimiento, una estructura motorizada altamente sensitiva
y exploradora, cuya funcion es dirigir el crecimiento del ax6n hacia su blanco
(neurona o tejido), y después de llegar, permite reconocer y crear una sinapsis.

Una de las proteinas identificadas es Rufy3. Rufy3 es una proteina con espe-
cificidad neuronal que se distribuye en el cuerpo celular, el axén y los conos
de crecimiento de las neuronas. Se expresa con altos niveles en neuronas en
desarrollo y se regula a la baja con la edad. Interactiia con las proteinas de
entrelazamiento de actina Fascina y Debrina para controlar la distribuciéon de
los filamentos de actina en el cono de crecimiento (241). Se ha demostrado
que la ausencia de Rufy3 en neuronas de hipocampo de raton (Rufy3 RNAI)
resulta en axones més cortos y en un incremento de las neuronas multipolares,
lo que evidencia su papel en el control del crecimiento y la polarizacién axonal.

Las otras proteinas identificadas son proteinas mediadoras de respuesta a co-
lapsina (siglas en inglés CRMPs) (Crmpl, Crmp2/Dpysl2, Crmp3/Dpysl3).
Acttian como fosfoproteinas de senalizaciéon modulando la organizaciéon del ci-
toesqueleto y regulando la extension y la retraccion de las neuritas. Las CRMPs
tienen afinidad para unirse a microttibulos y a la actina filamentosa controlan-
do su agrupamiento (242, 24/3). En el sistema nervioso la expresion de éstas
proteinas es regulada a la alta durante el desarrollo embrionario, disminuyendo
con la edad.

Estos resultados sugerian que el déficit de frataxina en el modelo YG8R podria
estar alterando procesos axonales intrinsecos de las neuronas periféricas como
lo es la regeneraciéon axonal. La regeneraciéon axonal requiere de la reactivacion
del proceso de extension y guia axonal, que depende a su vez de la maquinaria
reguladora del citoesqueleto de actina, microttbulos y transporte axonal.
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Figura 4.20: Mapa de la via de regulacién de la guia axonal en la base de datos KEGG. La via de sefializacion para
la guia axonal en el cono de crecimiento de la base de datos KEGG muestra los factores de guia (netrinas, semaforinas, efrinas,
slits) y sus receptores (izquierda). En el centro de la imagen las vias de senalizaciéon convergen en las Rho-GTPasas para inducir
cambios en la organizacion del citoesqueleto y entonces determinar hacia dénde debe girar el cono (derecha). Se resalta en azul
la proteina Dpysl2 (CRMP2) que ha aparecido disminuida en el ganglio dorsal del ratén YG8R.
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Proteinas asociadas al trafico vesicular

El analisis proteémico del ganglio dorsal mostré la reduccién de 5 proteinas
necesarias para la formacion de vesiculas ( Ver Anexos, Tablas 8.10, 8.12) y 2
proteinas motoras.

Entre las proteinas relacionadas con el trafico vesicular identificadas estan la
clatrina, el componente a del complejo proteina adaptadora-2 y la dinamina-1,
(Cltc, Ap2a2, Dnml). En particular para el axén, el transporte de vesiculas
media el transporte de proteinas como receptores, canales i6nicos, transporta-
dores y moléculas de adhesion celular, fundamentales para su funcion.

Existen varios tipos de proteinas que revisten las vesiculas, una de ellas es cla-
trina. Clatrina se adapta a otras proteinas como el complejo AP2 para formar
las vesiculas y transportar proteinas desde la membrana al endosoma (organu-
los delimitados por una tnica membrana de clatrina), en dénde la mayor parte
del material es transferido a los lisosomas para su degradacion (Figura 4.21).
Por otra parte, dinamina, es una proteina fundamental para la formacién de las
vesiculas revestidas de clatrina. Dinamina facilita la liberacién de la vesicula
de la membrana plasmética cuando la vesicula est4d madura.
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Figura 4.21: Proteinas identificadas en el ciclo de vesiculas sinapticas. La via de sefializacion del ciclo de vesiculas
sinapticas (VSs) de la base de datos KEGG muestra los episodios repetitivos de exocitosis y endositosis en una terminal nerviosa.
Las VSs son cargadas (arriba-izquierda), luego son acopladas (bajo-izquierda) y después liberan el el neurotrasmisor tras la
llegada de un potencial de accién por exocitosis. Después de la fusiéon la vesicula se recupera por endositosis y se vuelve a cargar
para otra ronda de exocitosis. Se resalta en azul las proteinas que han aparecido disminuidas en el ganglio dorsal del raton
YGS8R.
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Proteinas requeridas para el transporte axonal

Las proteinas motoras permiten el movimiento de organelas y otras estructu-
ras en las células a través de los filamentos de actina (miosina) y los microti-
bulos (kinesina, dineina). En este trabajo se detect6 la reduccion de dos clases
de Miosinas (Myh10, Myh9) y tres isoformas de la quinesina-5 (Kif5a, Kif5c,
Kif5b) (Ver Anexos, Tablas 8.10, 8.12).

Las miosinas son un tipo de motor molecular (convierte energia quimica en
forma de ATP en energia mecanica, generando fuerza y movimiento) que se
mueve a través de los filamentos de actina. Myh10 y su paralago Myh9 (Myosin
heavy chain) son miosinas de tipo no muscular. Poco o nada es conocido sobre
su relacion con enfermedades que afectan al sistema nervioso.

Las quinesinas junto a las dineinas son las proteinas motoras que se mueven
a lo largo de los microtibulos impulsadas por la hidroélisis de ATP y median
el transporte anterdgrado en las neuronas. El complejo quinesina-5 (KIF5)
transporta las vesiculas que contienen varfas cargas a lo largo de los axones,
como proteina precursora amiloide (siglas en inglés APP) junto a enzimas
que participan su procesamiento, el receptor-2 de apoliproteina E (APOER2) ,
mitocondrias y tubulina oligomérica (asociacion de dimeros de tubulina). Estos
resultados sugieren que el déficit de frataxina en el modelo YGS8R podria estar
alterando el suministro de proteinas del citoesqueleto y organelas a los axones
de las neuronas del DRG debido a la ausencia de KIF5 en los cuerpos celulares
del DRG.

4.2 Estudio in vivo de la dindmica del crecimiento axonal en
neuronas del ganglio dorsal del modelo murino YG8sR
para la ataxia de Friedreich

Llegados a este punto, con los resultados obtenidos podiamos afirmar que el
déficit de frataxina en las neuronas sensitivas del modelo YG8R causaba una
alteracion de la organizacion y la dindmica del citoesqueleto. Por lo tanto,
nos parecio6 interesante comprobar si las alteraciones en la extension axonal, la
morfologia y estructura molecular de los conos de crecimiento de las neuronas
sensitivas adultas podrian afectar a la guia axonal. La alteracion de la guia axo-
nal induciria la aparicién de modificaciones aberrantes en la inervaciéon de los
axones sensitivos a sus tejidos diana, provocando una patologia axonal que las
neuronas lograrian sobrellevar durante algin tiempo, pero que sumado a otros
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factores externos como el incremento del estrés oxidativo, seria insostenible y
terminaria con la degeneracion del axén y la muerte de las neuronas.

El proceso de extension y guia axonal es dirigido por la funcién del cono de
crecimiento, la cual depende de la organizacion y la dindmica del citoesqueleto
de actina y microtubulos. La principal fuente de energia que suple a los procesos
dinamicos del citoesqueleto es la mitocondria, por lo tanto la formacién del
cono y su motilidad exige un suministro y una distribucién adecuada de la
red mitocondrial. Por otra parte, los niveles de [Ca®"|; son importantes para
regular la formaciéon y la motilidad del cono de crecimiento a través de la
regulacion del citoesqueleto de actina y microtibulos, y la liberacion de ATP
de la mitocondria. La mitocondria es capaz de localizarse en compartimientos
subcelulares donde se requiere la liberaciéon de Ca?" o su tamponamiento. De
modo interesante, se ha demostrado que los niveles fisiologicos de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) regulan el ensamblaje de la actina filamentosa en
los conos de crecimiento neuronales y durante la extension axonal (55).

Previamente en nuestro laboratorio se ha demostrado que la reduccion de fra-
taxina en un modelo de silenciamiento celular causaba una disfuncién en el
metabolismo energético mitocondrial (un déficit en la produccion de ATP)
(169). Ademaés, en el modelo YG8R para la FRDA se demostrd que el défi-
cit de frataxina en las neuronas sensitivas del DRG causaba una disfuncion
mitocondrial, un aumento de produccion de ROS y un aumento del [Ca®T];

(200).

Los experimentos de gufa axonal los realizamos en un nuevo de modelo de
murino disponible en ese momento en el laboratorio, el raton YG8sR. La base
de este ratén es igual que el modelo YG8R, un raton knock-out para la frataxina
murina con presencia de un transgén que contiene el gen humano FXN con la
expansion GAA patologica. La diferencia es que dicha expansién es mayor y
por tanto la expresion de frataxina se ve mas reducida que en el ratéon YG8R.
Este raton exhibe una patologia progresiva como en la FRDA. Como ratén
control utilizamos el ratén Y47R.

Andlisis visual de las neuronas sensitivas del ganglio dorsal en cultivo

Para determinar si el déficit de frataxina producia cambios aberrantes en la
morfologia de las neuronas y la dindmica de los conos de crecimiento decidimos
analizar in vivo el crecimiento de un cultivo primario de las neuronas sensitivas
de los ratones YG8sR y control Y47R mediante ensayos de time-lapse con un
microscopio de contraste de fases (ver seccion 3.2.1). Se analizaron los cultivos
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de neuronas sensitivas de ratones con distintas edades a 2, 6 y 9 meses de edad
tras 14-16 horas de cultivo. Se adquirieron imagenes de contraste de fases con
condiciones de in-vivo de al menos 100 neuronas sensitivas por cada una de tres
replicas biologicas (ratones N=3) por edad (2,6,9 meses) y genotipo (control
Y47R, YG8sR).

Primero analizamos las imagenes para determinar si las neuronas sensitivas de
los ratones YG8sR exhibian cambios aberrantes en la morfologia neuronal y
en los conos de crecimiento. En estos cultivos se observaron todas las subpo-
blaciones neuronales del ganglio dorsal en varias etapas del crecimiento: (a)
Formacion de las neuritas: el soma libera proteinas del citoesqueleto y forma
conos de crecimiento gigantes con una actividad protrusiva intensa del lamelilo-
podio y el filopodio, que llevan a la formacién de multiples neuritas inmaduras.
(b) Polarizacion: aparecen neuritas méas largas con conos de crecimiento méas
pequenos, los cuales exhiben la estructura tipica de conos de crecimiento de
tipo disperso; (c) Extension axonal y ramificacion: las neuritas de neuronas
inmaduras extienden axones y construyen ramificaciones, con mayor presencia
de conos de crecimiento por neurona y con un tamano maéas reducido (Figura
4.22).

A los 2 meses de edad, las neuronas sensitivas del ratén control Y47R y el raton
YG8sR fueron capaces de formar neuritas y axones sanos (se asume como axon
la neurita mas larga) en el cultivo (Figura 4.22). Se observaron algunos cambios
morfologicos en los extremos distales de las neuritas del ratén YG8sR como la
presencia de estructuras en forma de esferoides y barras, que estaban ausentes
en los cultivos del ratéon control.
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2 meses

Control(Y47R)

(b)

YGS8sR

(d) ()

Figura 4.22: Comparacion del crecimiento axonal in vitro de las neuronas del
DRG a los 2 meses de edad. (a-f) De izquierda a derecha, las imagenes muestran tres
etapas secuenciales de crecimiento axonal de las neuronas adultas del DRG de los ratones
YG8sR y control Y47R con 2 meses de edad. Las imagenes fueron adquiridas tras 12-14 horas
de cultivo en placas tipo glass bottom.(a,d) Formacion de las neuritas, (b,e) Polarizacion,
(c,f) extension axonal y ramificacion. El cuerpo celular (soma) y el cono de crecimiento se
resaltan (corchetes y flechas negras). Las flechas rojas indican algunas estructuras esféricas
y elipsoidales en los extremos distales de las neuritas. Barra de escala 25 um.

A los 6 meses de edad, al igual que a los 2 meses de edad, la mayoria de las
neuronas sensitivas del ratén control Y47R y el raton YG8sR lograron extender
sus axones (Figura 4.23, arriba). En esta edad se observaron algunos cambios
morfolégicos a lo largo de las neuritas del ratén YG8sR como la presencia
de estructuras en forma de esferoides y que estaban presentes en los cultivos
del raton control Y47R pero visiblemente mas pequetios (Figura 4.23, flechas
rojas).
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6 meses

Control(Y47R)

YGS8sR

(d) ()

Figura 4.23: Comparacién del crecimiento axonal in vitro de las neuronas del
DRG a los 6 meses de edad. (a-f) De izquierda a derecha, las imagenes muestran tres
etapas secuenciales de crecimiento axonal de las neuronas adultas del DRG de los ratones
YG8sR y control Y47R con 6 meses de edad. Las imagenes fueron adquiridas tras 12-14 horas
de cultivo en placas tipo glass bottom. (a, d) Formacion de las neuritas, (b, e) Polarizacion,
(c, f) extension axonal y ramificaciéon. El cuerpo celular (soma) y el cono de crecimiento se
resaltan (corchetes y flechas negras). Las flechas rojas indican algunas estructuras esféricas
y elipsoidales en los extremos distales de las neuritas. Barra de escala 25 pm.

A los 9 meses de edad, se percibié que un menor ntimero de neuronas sensitivas
del ratén control Y47R y el ratéon YG8sR extendieron sus axones en el cultivo
cuando se compard con lo observado en los cultivos de 2 y 6 meses de edad. A
diferencia de las observaciones previas en los cultivos de 2 y 6 meses de edad,
en estos cultivos no se observaron cambios morfologicos considerables a lo largo
de las neuritas del raton YGS8sR. En general | cuando comparamos entre los
genotipos (control Y47R, YG8sR) en 2, 6 y 9 meses de edad, la mayoria de
las neuronas sensitivas del raton YGS8sR en los cultivos lograron iniciar la
formacién de neuritas y extender ramificaciones bien definidas, presentando
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algunos cambios morfologicos a lo largo y en el extremo mas distal de las
neuritas.

9 meses

Control(Y47R)

50 pi

YGS8sR

(d)

Figura 4.24: Comparacién del crecimiento axonal in vitro de las neuronas del
DRG a los 9 meses de edad. (a-f) De izquierda a derecha, las imagenes muestran tres
etapas secuenciales de crecimiento axonal de las neuronas adultas del DRG de los ratones
YG8sR y control Y47R con 9 meses de edad. Las imagenes fueron adquiridas tras 12-14 horas
de cultivo en placas tipo glass bottom. (a, d) Formacién de las neuritas, (b, e) Polarizacion,
(c, ) extension axonal y ramificacion. El cuerpo celular (soma) y el cono de crecimiento se
resaltan (corchetes y flechas negras). Las flechas rojas senalan los signos de degeneracion
axonal: puntos de acumulacion. Barra de escala 25 pym.

4.2.1 El déficit de frataxina en las neuronas sensitivas del raton
YG8sR altera la morfologia de los conos de crecimiento

Con el proposito de identificar cambios en la morfologia de los conos de creci-
miento de neuronas vivas se midi6 el area, el didmetro de Feret y parametros
de forma como la circularidad, redondez y la solidez de los conos de crecimien-
to de las neuronas sensitivas del ratén YG8sR con 2, 6 y 9 meses de edad
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(Figura 4.25, 4.26). Estos parametros estan descritos en material y métodos
(Figura 3.2.12). El cono de crecimiento se seleccion6 manualmente siguiendo el
contorno, incluyendo el lamelipodio y el filopodio, y se obtuvieron las medidas
utilizando el Software Fiji/ImageJ (N.I.H).
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2 meses

Control

YG8sR

Control

Figura 4.25: La morfologia de los conos de crecimiento varia en neuronas del
DRG adultas de ratones YG8sR a los 2 y 6 meses de edad. Se muestran image-
nes de contraste de fases de conos de crecimiento en las neuronas del DRG de los ratones
Control(Y47R) e YG8sR. Las imégenes fueron adquiridas con condiciones de in vivo tras
haber sido cultivadas durante 14-16 horas. Se resaltan signos de una arquitectura aberrante
de la actina filamentosa en los conos de crecimiento y en el extremo mas distal de la neurita
(flechas negras). Barra de escala 10 pm.
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9 meses

Control

SSR__

YG

Figura 4.26: La morfologia de los conos de crecimiento varia en neuronas del DRG
adultas de ratones YG8sR a los 9 meses de edad. Se muestran imégenes de contraste
de fases de conos de crecimiento en las neuronas del DRG de los ratones Control(Y47R)
e YGS8sR. Se puede observar una arquitectura aberrante de la actina filamentosa que se
evidencian por la forma desorganizada del filopodio en los conos y en el segmento axonal que
el cono va construyendo (flechas negras). Las imagenes fueron adquiridas con condiciones de
in vivo tras haber sido cultivadas durante 14-16 horas. Barra de escala 10 pm.

Cuando comparamos los descriptores de la forma entre genotipos YG8sR y
control Y47R a los 2 meses de edad, observamos que los conos de crecimiento
de las neuronas sensitivas del ratén YG8sR formaban conos de crecimiento
més pequenos (Figura 4.28, a), méas circulares (Figura 4.28, b) y con una geo-
metria mas solida (Figura 4.28). Cuando comparamos los descriptores de la
forma entre genotipos a los 6 meses de edad no se detectaron diferencias, recu-
perandose las diferencias a los 9 meses de edad inicamente para el didmetro de
Feret. Estos resultados muestraban que con la edad las diferencias morfologicas
observadas a los 2 meses tienden a perderse con la edad.
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Figura 4.27: Parametros de medida para conos de crecimiento del ratén YG8R
con 2, 6 y 9 meses. El cono de crecimiento se delimito con la herramienta poligono del
software Fiji/ImageJ (N.H.I) y se obtuvieron los parametros de forma:area (a), el didmetro
de Feret (b), la circularidad (c) y la solidez (d). En los graficos se muestran los valores de
la mediana (barra intermedia en la caja) y la media (+). Las comparaciones entre genotipo
YGS8sR y control Y47R se realizaron mediante el test de Mann Whitney. *: p<0.05, **:
p<0.01, (n=105-179 conos de crecimiento de tres experimentos independientes).

4.2.2 Los conos de crecimiento de las neuronas sensitivas adultas
del raton YG8sR exhiben una dindmica aberrante

La dindmica y las actividades motiles y sensitivas de los conos estan relaciona-
das con su morfologfa. Cuando un cono de crecimiento gira, un comportamiento
fundamental para la guia axonal, el citoesqueleto de actina y microtubulos del
cono necesita interactuar y reorganizarse rapidamente. La organizacion del ci-
toesqueleto en el cono de crecimiento responde a varias vias de senalizacién
mediadas principalmente por Ca®" y por las proteinas RhoGTPasas. Para de-
terminar si la ausencia de frataxina en las neuronas sensitivas del ratén YG8sR
podria estar induciendo cambios en el comportamiento de los conos de creci-
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miento analizamos los angulos de giro y la velocidad de desplazamiento de
los conos de crecimiento mediante experimentos time lapse con microscopia de
contraste de fases (Figura 4.28).

E ol 1’ 2' 3' 4’ 5’

Control Y4

YG8sR

Figura 4.28: Secuencia de recuadros (1 min separados) de los experimentos
time lapse de los conos de crecimiento de neuronas sensitivas adultas. Las
imagenes se adquirieron a partir del cultivo primario de los ratones YG8sR y control
Y47R con 2 meses de edad. Barra de escalas: 10 pm. Para ver los videos acceder a
https://www.youtube.com/playlist?1list=PLoROL7ER]jSj0k_MS8TMkMvxwo5CldjsaS.

Para los experimentos de time lapse se adquirieron imégenes de los conos de
crecimiento cada 30 segundos durante 1 hora con un microscopio de contraste
de fases utilizando el software Axiovision de Zeiss. Para obtener las medidas se
registraron conos de crecimiento activos (forma dispersa). Posteriormente, se
aislaron las secuencias de imagenes del time-lapse, aislando los conos de creci-
miento y se rotaron de tal forma que la base del cono quedara perpendicular
al eje x, y orientado hacia el centro o la derecha (Figura 4.29, a). La base del
cono se siguid y se marco su posicion manualmente con el plugin MTrackJ. El
marcaje de la posicion de la base del cono se realizo cada 5 minutos (230).
Cuando comparamos entre genotipos a los 2 meses de edad, se observo que los
conos de crecimiento de las neuronas sensitivas del raton YG8sR se movian
con una menor velocidad, recorrian menos distancias que los del ratéon con-
trol Y47R (Figura 4.29, b, ¢). Ademas, los dngulos de giro mostraron que los
conos del raton YG8sR giraban predominantemente paralelos al eje x (hori-
zontalmente) y los angulos del raton control giraban paralelos al eje x y al eje
y (verticalmente), sugiriendo una alteracion de la trayectoria de crecimiento
(Figura 4.29, d).
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Figura 4.29: La dinamica de los conos de crecimiento esta alterada en las neu-
ronas del DRG del ratén YG8sR. (a) Imagen del cono de crecimiento adquirida con
un microscopio con contraste de fases. Se senala con una flecha negra la base del cono, la
cual es perpendicular al eje x y con el cono dirigido hacia la derecha. Todos los time lapse
de los conos fueron orientados en esta posicién para evadir variabilidad. Barra de escala 10
um. (b-d), Grafico de caja y bigotes que muestra la mediana y la media (+) de los valores
obtenidos para la distancia recorrida (b), la velocidad promedio (c) y la oscilaciéon (angulos
de movimiento) (d) de los conos de crecimiento del raton control Y47R e YG8sR con 2, 6 y 9
meses de edad. Se analizaron n=25 conos de crecimiento de tres experimentos independientes
por genotipo (control Y4A7TR/YG8sR). La comparaciéon entre genotipos se realizé mediante
la prueba U de Mann Whitney. *: p<0.05,**:<0.01, ***: p<0.001.
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4.2.3 FEstudio de la dindmica de la morfologia del cono de
crecimiento mediante andlisis de componentes principales
(PCA) y cdlculo tensorial

Hasta éste momento el analisis de la morfologia del cono de crecimiento uti-
lizando el software de ImageJ nos habia desvelado como la falta de frataxina
promovia alteraciones un su forma. Ademas, el analisis de la dindmica del cono
con la herramienta de rastreo MTrackJ nos permitié identificar una alteracion
del comportamiento del cono en las neuronas sensitivas del ratén YG8sR. En
ambos casos, los cambios observados se daban a los 2 meses de edad, perdién-
dose estas diferencias a medida que se incrementaba la edad. Debido a que el
rastreo de la dindmica del cono se realizé siguiendo la base del cono se perdia
mucha informacion relacionada con el comportamiento de la morfologia del
cono. Con el propoésito de integrar ambos factores, la morfologia y la dindmica
del cono de crecimiento, utilizamos dos aproximaciones novedosas para anali-
zar los patrones de movimiento de los conos teniendo en cuenta la morfologia
del cono de crecimiento.

Meétodo de componentes principales

El primer método es un anélisis de componentes principales (analisis eingensha-
pe) que provee informacion cuantitativa acerca del comportamiento del cono de
crecimiento. Este analisis se adapto a partir del método propuesto por Good-
hill y col. (231), con modificaciones optimizadas para nuestros datos. Para
realizar este analisis se necesitaba binarizar (segmentar) todas las iméagenes
de los experimentos time-lapse (Tabla 4.1), por lo que se cre6 una plataforma
semi-automatizada con el software MATLAB(MathWorks) para optimizar el
procesamiento de las imégenes.
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No. Exp.Time-Lapse

Edad (meses) Genotipo analizados No.total de imagenes
control
2 YVATR 40 4800
YG8sR 19 2280
control
6 YATR 28 3360
YG8sR 22 2640
control
9 YATR 25 3000
YG8sR 37 4440

Tabla 4.1: Resumen experimentos Time Lapse de los conos de crecimiento. Se adquirieron 4 experimentos time-lapse
para cada uno de los 3 ratones por genotipo y edad. Los experimentos time-lapse contenian al menos 2 y maximo 4 conos de

crecimiento activos.
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Cuando comparamos los componentes principales 1y 2 a los 2 meses de edad,los
conos de los ratones control Y47R exhibieron un gran ntimero de trayectorias
definidas desde el inicio, indicando una alta actividad sensitiva y exploratoria
de los conos. Sin embargo, los conos de crecimiento del ratén YG8sR exhibie-
ron patrones de movimiento con trayectorias desorganizadas y menor despla-
zamiento comparadas a las del control Y47R (Figura 4.30, a). A los 6 meses de
edad, los conos de crecimiento del ratén YG8sR exhibieron patrones de movi-
miento desorganizados pero no tan distintos de los exhibidos por los conos del
control Y47R (Figura 4.30, b). Result6 evidente una dispersion de las trayec-
torias sugiriendo una disminucién en la alta actividad sensitiva y exploratoria
de los conos. A los 9 meses de edad, los conos de crecimiento del ratéon control
YG8sR exhiben trayectorias mas organizadas que a los 2 y 6 meses de edad,
tendiendo a ser similares a las del control Y47R en los 2 meses de edad (Figura
4.30, ¢). Los conos del raton control Y47R exhibieron un movimiento con me-
nos trayectorias, sugiriendo una menor actividad sensitiva y exploratoria de los
conos. Los conos de crecimiento del ratén YG8sR a los 9 meses de edad no se
definen desde el inicio, en cambio en el raton control se observan trayectorias
definidas desde el inicio.
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Figura 4.30: Grafica de comparacion de los componentes principales del movi-
miento de los conos de crecimiento del ratéon YG8sR (CP1LCP2) y el control
Y47R (CP1LCP2). Se ilustra la comparacion de los componentes principales para el raton
YG8sR (azul) y control Y47R (anaranjado) a los 2 (a,d), 6 (b,e) y 9 meses de edad (c,g).
Las continuidades de puntos indican trayectorias de crecimiento definidas de los conos de
crecimiento, por lo tanto, entre mas dispersos estan los puntos en las graficas se considera que
hay menos trayectorias de crecimiento. Las longitudes de las trayectorias indican que tanto
se desplazaron los conos desde su posicién inicial hasta la posicion final. (a-c) Graficas de
comparaciéon de los componentes 1y 2 (CP1LCP2). Observar que los conos de crecimiento
del ratén control Y47R pierden trayectorias con la edad, estas se vuelven més dispersas a 6 y
9 meses, indicando la pérdida de la capacidad del cono para dirigir el crecimiento axonal. En
el caso del ratén YG8sR, se observan muy pocas trayectorias de movimiento a los 2 meses
de edad, y aumentan a los 6 y 9 meses de edad, pero éstas son bastante mas dispersas que
las del raton control Y47R, sugiriendo una afectaciéon de la capacidad del cono para dirigir

el crecimiento axonal en estas neuronas. (d-f). Graficas de comparacion de los componentes
1y 3 (CP1LCP3).

Para confirmar si otros componentes principales arrojaban informaciéon adicio-
nal del comportamiento de los conos del ratéon YG8sR comparamos los compo-
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nente 1 con la 3 (Figura 4.30, d-f). Al hacerlo se observo que el comportamiento
de los conos nuevamente se pueden diferenciar entre el ratén control Y47R y
el raton YG8sR. Se observd que los conos de crecimiento del ratéon YG8sR
exhibieron patrones de movimiento similares a las observadas cuando compa-
ramos los componentes 1 y 2 (Figura 4.30, a-c). A los 2 y 6 meses de edad los
conos de los ratones control Y47R exhibieron un gran nimero de trayectorias
definidas desde el inicio, indicando una alta actividad sensitiva y exploratoria
de los conos (Figura 4.30,d,e). A los 9 meses de edad, los conos de crecimiento
del raton YG8sR exhiben trayectorias mas organizadas que a los 2 y 6 meses de
edad (Figura 4.30, f). En general, los conos del raton control Y47R exhibieron
un movimiento con menos trayectorias definidas que las observadas cuando
comparamos los componentes 1 y 2, mostrando una gran variabilidad en la
actividad sensitiva y exploratoria de los conos. En cambio, los conos de creci-
miento del ratéon YG8sR presentaron poca variabilidad en el comportamiento
de los conos a 2 y 6 meses pero la variabilidad incrementa a los 9 meses de

edad

Estos resultados muestran un comportamiento diferencial de los conos de cre-
cimiento de las neuronas sensitivas adultas del raton YG8sR a 2, 6 y 9 meses
de edad. Interesantemente, se detecto una gran diferencia en la dindmica del
cono a los 2 meses de edad. Estas observaciones coincidian con una velocidad
de desplazamiento reducida, una morfologia alterada y diferencias en los an-
gulos de giro de los conos mostradas previamente en este trabajo. Con estos
resultados pudimos concluir que la dindmica del cono de crecimiento estaba
siendo alterada en las neuronas sensitivas por el déficit de frataxina, proceso
muy importante en las neuronas durante la etapa del desarrollo neuronal.

Uso de tensores para el reconocimiento de los patrones de movimiento del
cono de crecimiento

El segundo método es el reconocimiento de los patrones de movimiento usando
tensores. Cada una de las imégenes segmentadas tiene coordenadas horizontales
y verticales, y puede ser descrita matematicamente como una matriz o un
arreglo bidimensional (2D). Si se considera el tiempo una coordenada temporal,
se incluye para la representacion matemaética del experimento en la forma de
un arreglo tridimensional o tensor, el cual es una generalizaciéon de vectores
y matrices desde la dlgebra lineal. Adicionalmente, si se consideran multiples
experimentos (e.j. 2 genotipos y 3 edades), se puede incorporar una coordenada
extra para los experimentos, y un tensor 4D con la imagen, coordenadas de
experimentos y tiempo. Este analisis extrae los patrones més relevantes de
la dindmica de los conos de crecimiento de las neuronas sensitivas del ratéon
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YGS8sR y control Y47R a los 2, 6 y 9 meses de edad. El grupo de datos fueron
los mismos utilizados para el método basado en PCA (Tabla 4.1).

Los patrones de movimiento del cono de crecimiento més relevantes obtenidos
a partir del anélisis tensorial se muestran en la Figura 4.31. A los dos meses de
edad, se observo que el patron de movimiento de los conos de crecimiento de las
neuronas sensitivas de los ratones control Y47R fue mayormente unidireccional
(vertical), mientras que el de los ratones YG8sR, fue un patrén de movimiento
combinado (vertical y horizontal), exhibiendo una alteracion de la actividad
exploratoria del cono de crecimiento 6 de la guia axonal. Estos resultados se
relacionaban con los resultados obtenidos mediante el PCA y la morfologia
aberrante de los conos de crecimiento observada en los ratones YG8sR a los 2
meses de edad.

Para las otras edades, 6 y 9 meses, se observé que los conos de crecimiento
de las neuronas sensitivas de los ratones YG8sR tendian a presentar patrones
de movimiento més homogéneos y similares al ratéon control Y47R, contrario
a lo observado en 2 meses de edad y coincidiendo con los resultados obtenidos
mediante el PCA.

Aunque los resultados mostraron una clara diferencia de los patrones de movi-
miento entre los dos genotipos para todas las edades, resulto bastante llamativo
el patron de recuperacion del comportamiento de los conos de crecimiento del
ratén YG8sR con el incremento de la edad. Esta tendencia se observé tanto en
los dos anélisis aplicados aqui, PCA y tensores, como en todas las observaciones
realizadas anteriormente.
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Figura 4.31: Grafica de los principales patrones de movimiento tensoriales de los
conos de crecimiento. Los principales componentes indican los principales patrones de
movimiento de todos los puntos que forman el cono de crecimiento incluyendo el segmento
axonal que va construyendo en el tiempo. Estos patrones se ven en las graficas como lineas
continuas que resaltan sobre el color del fondo. Las lineas inician en la parte baja-central de
las imagenes (posicion inicial de los conos en el t=0) y se dirigen hacia la derecha, izquierda
6 arriba en las imagenes con diferentes angulos (posicion final de los conos en el t=60 min).
Cuando se comparan los componentes principales del raton YG8sR (derecha) y el control
Y4TR (izquierda) a los 2 meses de edad, el analisis muestra que los patrones de movimiento
de los conos del raton YG8sR (amarillo y azul) son distintos de los del control, presentando
patrones de movimiento mas cortos y dirigidos hacia la derecha o izquierda (horizontales).
A los 6 meses, comparado con el control, los patrones de movimiento de los conos del raton
YG8sR son mas heterogéneos y més cortos, presentando patrones de movimientos hacia la
derecha e izquierda (horizontales) y hacia arriba (verticales). A los 9 meses, los patrones de
movimiento de los conos son similares entre los genotipos.
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4.3 Fenémeno de dying-back en la ataxia de Friedreich:
estudio de cambios estructurales en el ax6n

Con el proposito de comparar la capacidad de crecimiento axonal de las neuro-
nas sensitivas entre los dos genotipos, decidimos analizar el area total de la red
axonal para los dos genotipos a 2, 6 y 9 meses de edad. Las neuronas sensitivas
se aislaron del ganglio dorsal de los ratones YG8sR y control Y47R con 2,6y 9
meses de edad, y se sembraron igual cantidad de neuronas (30x10%) en camaras
de cultivo compartimentalizadas, denominadas microfluidicas. Cémo se explica
en el apartado de material y métodos (ver 3.2.1), las camaras disponen de dos
zonas, y en una de ellas se siembran las neuronas. Gracias a un gradiente de
neurotrofinas se consigue que a medida que crecen los axones sean capaces de
atravesar los canales que dan paso a la segunda area de camara. Se permitio
que las neuronas crecieran durante 5 dias.

Al analizar la morfologia y la densidad de los cuerpos celulares de la zona soma,
no se observaron alteraciones evidentes cuando comparamos entre genotipos
en todas las edades. A los 2 meses de edad, se observé que las neuronas del
raton control Y47R exhibian una alta capacidad de extensién axonal y lograron
crecer sus axones dentro de la camara AXON. En cambio, pocas neuronas del
raton YG8sR atravesaron sus axones a través de los microcanales y casi no se
observa la red axonal, sugiriendo una reduccién en la capacidad de respuesta
al gradiente de neurotrofinas que impulsa el cruce de los axones hacia la zona
axonal (Figura 4.32, b-izquierda). Estas observaciones se confirmaron con la
reduccion significativa del area ocupada por la red axonal (Figura 4.32, c).

A 6 meses de edad, comparando con las neuronas sensitivas del ratén control
Y47R, pocas neuronas del ratén YG8sR atravesaron sus axones a través de los
microcanales y casi no se observa la red axonal, sugiriendo una reduccién en la
capacidad de respuesta al gradiente de neurotrofinas que impulsa el cruce de
los axones hacia la zona axonal (Figura 4.32, b-centro). Estas observaciones se
confirmaron con la reduccién significativa del drea ocupada por la red axonal
(Figura 4.32, c).
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Figura 4.32: La capacidad de extensiéon axonal de las neuronas sensitivas adultas
del ratén YG8sR esta reducida. (a) Esquema de una camara microfluidica, el cuadrado
en rojo muestra un ejemplo de donde se adquirieron las imagenes de contraste de fases.
(b) Tméagenes representativas de las redes axonales en la camara AXON en el 5DIV (antes
de cortar los axones) para tres edades (2, 6 y 9 meses). Las neuronas sensitivas del ratéon
YG8sR exhiben una red axonal reducida comparada a la observada en el control Y47R.
Barra de escala, 100 pym. Las graficas de barras muestran los valores obtenidos para el area
total cubierta por la red axonal (c), el area fragmentada (d), y el indice de degeneracion
axonal en la camara AXON a los 2, 6 y 9 meses de edad (5DIV). (d). Los graficos de barras
muestran la media + el error estandar de la media (SEM) de al menos 30 campos aleatorios
de tres experimentos independientes (N=3 genotipo/edad). La significancia de las diferencias
entre genotipo y edades se evalu6 mediante la prueba ANOVA simple y el test post-hoc de
Holm-Sidak para las comparaciones multiples. ***: p<0.001, ****: p<0.0001.
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A 9 meses de edad, de forma llamativa la mayoria de las neuronas del ratéon
YGS8sR lograron cruzar sus axones a través de los microcanales similar a lo ob-
servado en el ratén control Y47R, el cual mantuvo su capacidad para extender
y formar redes axonales robustas en la zona axén de la cAmara microfluidica
(Figura 4.32, b-derecha), sugiriendo que los axones de las neuronas YGS8sR
responden mejor al gradiente neurotréficos en esta edad. Cuando observamos
las redes axonales del raton YG8sR se logra distinguir la ausencia de patrones
lineales de los axones (desde izquierda a la derecha) que si se observan en el
raton control Y47R. Al cuantificar y comparar entre genotipos el area de las
redes axonales éstas diferencias no resultaron ser significativas (Figura 4.32,
¢), indicando de nuevo que las neuronas del raton YG8sR responden mucho
mejor al gradiente neurotrofico a los 9 meses de edad.

Cuando comparamos la capacidad de crecimiento axonal de las neuronas sen-
sitivas del raton control Y47R entre las edades (2, 6 y 9 meses), se observo
una capacidad de crecimiento alta que se mantuvo en todas las edades (Figura
4.32). Los cuerpos celulares y la red axonal de éstas neuronas estaban sanos.
En el caso de las neuronas del raton YG8sR, se observé un incremento de la
densidad de las redes axonales en la camara axonal asociado con la edad (Figu-
ra 4.32, b-abajo). A los 9 meses de edad, la capacidad de crecimiento resulto ser
mayor que a los 2 y 6 meses de edad. Particularmente a los 2 meses, los pocos
axones que lograron cruzar los canales se agruparon cerca de los microcanales
y no exploraron el resto de la camara AXON (Figura 4.32, b-izquierda). Este
comportamiento se observo en las tres replicas biologicas (ratones N=3).

Con estos resultados logramos concluir que, bajo las mismas condiciones de
cultivo, mientras que la mayoria de las neuronas sensitivas adultas del ra-
ton control Y47R responden de forma 6ptima al gradiente neurotrofico (NGF,
GDNF) de las camaras microfluidicas y logran extender sus axones a través
de los microcanales, solo una reducida cantidad de neuronas del ratén YG8sR
lo hace. Estos resultados sugieren que los conos de crecimiento de las neuro-
nas del raton YG8sR, particularmente a los 2 meses de edad, presentarian un
problema en la respuesta a sefiales de la guia axonal y del crecimiento.

4.3.1 Regeneracion axonal de las neuronas sensitivas adultas
deficientes en fratazxina

Formacion de conos de crecimiento tras la axotomia

La capacidad regenerativa de los axones de las neuronas sensitivas in vivo se
correlaciona con el potencial para formar un nuevo cono de crecimiento tras
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realizar una axotomia in vitro y este fenémeno ocurre a tan solo unas pocas
horas después del dano (81).

Nuestro interés se centré en observar si las neuronas sensitivas adultas del
raton YGS8sR eran capaces de formar tantos conos de crecimiento como el
raton control, tras sufrir un dafio axonal. Con este proposito implementamos
un modelo de axotomia in vitro para el dano axonal. Las neuronas sensitivas
se aislaron del ganglio dorsal de los ratones YG8sR y control Y47R con 2, 6
v 9 meses de edad, y se sembraron en camaras de cultivo microfluidicas. Se
permitié que las neuronas crecieran sus axones durante 5 dias. Luego, en el
quinto dfa in vitro (DIV5), se procedié a cortar los axones (axotomia) y a las
4 horas después de haber realizado la axotomia se adquirieron iméagenes de la
red axonal en la camara AXON.

A los 2 meses de edad, observamos que mientras la mayoria de los axones
cortados de las neuronas sensitivas del ratéon control Y47R fueron capaces
de formar una abundante cantidad de conos de crecimiento (Figura 4.33, c),
tan solo unos pocos lo hicieron en el caso del raton YG8sR (Figura 4.33, d).
Resultados similares se observaron a los 6 meses (Figura 4.33, e, f). A los 9
meses de edad, la mayoria de axones cortados de las neuronas sensitivas del
raton YG8sR lograron formar nuevos conos de crecimiento, siendo el nimero
de conos observado bastante similar al del raton control Y47R.
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Figura 4.33: Las neuronas del DRG de ratén YG8sR logran formar nuevos conos
de crecimiento pocas horas después de haber sido axotomizadas. (a-b) Imagenes
en contraste de fases que muestran la red axonal en el DIV5, 10 minutos después de haber
sido cortada mediante la axotomia (axotomia). Se muestra una imagen representativa para
cada uno de los genotipos a la edad de 9 meses (YG8sR y control Y47R). (c-h) Las imégenes
muestran la red axonal en el DIV5, 4 horas después de haber realizado la axotomia. Se
pueden observar la formacién de nuevos conos de crecimiento de gran tamafio (recuadros
negros). Al comparar entre genotipos, se puede observar como los axones cortados de los
ratones YG8sR, logran formar menos conos de crecimiento que el raton control Y47R a 2 y
6 meses de edad. Estas diferencias no se mantienen a los 9 meses de edad. Barra de escala
50 pm.
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Cuando comparamos entre las edades, las neuronas del ratén control exhibieron
un potencial regenerativo alto en todas las edades, debido a que se observd un
gran namero de nuevos conos de crecimiento. Por otro lado, las neuronas del
raton YG8sR exhibieron un incremento del potencial regenerativo con la edad.
El niimero de nuevos conos en el extremo distal de los axones fueron muy
bajos a 2 y 6 meses de edad y més alto para 9 meses de edad, alcanzando una
cantidad de axones competentes para regenerar similar a la observada para el
raton control Y47R.

4.3.2 El déficit de frataxina en las neuronas sensitivas adultas del
raton YG8sR causa una reduccion en su respuesta
regenerativa

Para determinar si el dafio axonal en las neuronas sensitivas adultas del ratéon
YGS8sR inducia cambios en la respuesta regenerativa intrinseca, los cultivos
de las neuronas sensitivas de los dos genotipos se mantuvieron en las cAmaras
microfluidicas durante 48 horas adicionales después de la axotomia (hasta el
DIV7). En el DIV7, se adquirieron iméagenes de contraste de fases con con-
diciones in vivo de la camara SOMA y la camara AXON (Figura 4.34). Las
imégenes se procesaron segin el método descrito anteriormente (ver aparta-
do 3.2.7) para detectar y cuantificar el area total y fragmentada de las redes
axonales. Para estimar la degeneraciéon axonal, se calculé un indice de dege-
neracion axonal (ID), como la razon entre el area fragmentada y el area total
ocupara por la red axonal.

Cuando comparamos estos resultados entre los genotipos control Y47R, e
YGS8sR en 2, 6 v 9 meses de edad, se observo a todas las edades como las
redes axonales de las neuronas sensitivas adultas del ratén YG8sR ocupaban
una menor area que las redes axonales del raton control Y47R (Figura 4.34, a),
lo cual sugerfa una reduccién en el potencial regenerativo debido a la ausencia
de frataxina en 2, 6 y 9 meses de edad.

Cuando comparamos el potencial regenerativo entre las edades (area total de
las redes axonales), se observo que las neuronas sensitivas del raton control
Y47R mantenian el potencial regenerativo en todas las edades. En cambio, en
el caso del raton YG8sR se observo un incremento de la respuesta regenerativa
con la edad (Figura 4.34) que estaba relacionada con el nimero de axones que
habia en la zona axén antes realizar la axotomia (Figura 4.32, b). Esto significa
que mientras mas axones fueron cortados un mayor niimero de axones regene-
raron, lo que evidencia la importancia de la densidad axonal para estimular la
respuesta regenerativa.
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Cuando comparamos el indice de degeneracion axonal (ID) entre genotipos
(Figura 4.34), se observo un incremento significativo del ID en los axones de
las neuronas sensitivas adultas deficientes para frataxina (YG8sR) en 2 y 9
meses de edad comparado con el obtenido para control Y47R. Estos resultados
sugieren que las neuronas deficientes para frataxina logran regenerar sus axones
tras una axotomia pero no logran mantenerlos sanos. Es muy probable que de
haber mantenido los cultivos durante un periodo més largo de tiempo, el efecto
degenerativo habria resultado en la desaparicién de las redes axonales y por
consiguiente con la muerte de las neuronas.
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Figura 4.34: Regeneracion y degeneracion axonales en las neuronas sensitivas
adultas del raton YGS8sR. Los esquemas muestran la forma de una camara microflui-
dica tipica, se resalta (verde) el compartimento donde se adquieren las iméagenes (arriba).
Se muestran imagenes representativas de los cultivos de las neuronas sensitivas de los dos
genotipos (control Y47R, YG8sR) en las cAmaras microfluidicas 48 horas después de haber
realizado la axotomia (DIV7). En la cdmara SOMA se observan los somas de las neuronas
sensitivas y en la camara AXON la red axonal de las neuronas con 2, 6 y 9 meses de edad. Las
imégenes en contraste de fases se adquirieron con condiciones de in vivo. La red axonal de las
neuronas sensitivas adultas del ratén control Y47R exhiben una capacidad regenerativa més
robusta que la de las neuronas del ratén YG8sR en todas las edades (2, 6 y 9 meses). En las
redes axonales de los ratones YG8sR, se observa un incremento en los signos de degeneracion
axonal como la fragmentaciéon axonal y puntos de acumulacion (flechas negras). Estos signos
no resultaron evidentes en la camara SOMA. Barra de escala 100 pm.
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Figura 4.35: Respuesta regenerativa y la degeneracién axonal en las neuronas
sensitivas del ratén YG8sR. Las graficas de barras muestran la cuantificacion del area
ocupada por la red axonal (a), el area fragmentada (b) y el indice de degeneracién axonal
(d), 48 horas después de haber realizado una axotomia in vitro (DIV7). Los graficos de barras
muestran la media + el error estandar de la media (SEM) de al menos 30 campos aleatorios
de tres experimentos independientes (N=3 genotipo/edad). La significancia de las diferencias
entre genotipo y edades se evalu6 mediante la prueba ANOVA simple y el test post-hoc de
Holm-Sidak para las comparaciones multiples. ***: p<0.001, ****: p<0.0001.
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Discusion

La Ataxia de Friedreich (FRDA) es una enfermedad neurodegenerativa, de he-
rencia autosémica recesiva que causa un dano progresivo del sistema nervioso
humano, y que afecta tipicamente a adolescentes y adultos jovenes. Actual-
mente no existe tratamiento para la enfermedad por lo que son necesarios los
avances en la investigacion de la fisiopatologia de la enfermedad. El primer sitio
de afectaciéon en la FRDA son las neuronas de los ganglios de las raices dorsales
(DRGs) 6 neuronas sensitivas, las cuales sufren un proceso degenerativo axonal
escasamente entendido a nivel molecular. En este trabajo, nuestro interés se
centré en investigar la morfologia y la dindamica del cono de crecimiento y su
relacion con la degeneracion axonal caracteristica de la FRDA. Con este pro-
posito se utilizaron dos modelos murinos humanizados para la FRDA, YG8R
e YG8sR. Estos ratones contienen la mutaciéon humana que estd presente en
todos los pacientes de FRDA, y por lo tanto representan uno de los modelos
més apropiados para el estudio de la FRDA.

El modelo murino YG8R ha sido estudiado en profundidad en nuestro labora-
torio (200, 222). Este raton presenta una expresion diferencial de frataxina en
los tejidos neuronales, siendo las raices del ganglio dorsal las que presentan los
menores niveles de frataxina, seguido del ganglio dorsal, las columnas dorsales
y tronco encefélico. Los estudios histologicos junto con el anélisis molecular
realizado en estos tejidos sugieren la presencia de un proceso de neurodegene-
racion dying-back in vivo originado en las raices periféricas del ganglio dorsal y
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que implica al estrés oxidativo como mecanismo fisiopatologico (200). El défi-
cit de frataxina causa la disfunciéon mitocondrial en las neuronas sensitivas con
despolarizacién mitocondrial, aumento de producciéon de ROS, fallo energético
y disminucion de la recaptacion mitocondrial de Ca®** (200).

Nuestros resultados proveen nuevas evidencias relacionadas con los mecanismos
moleculares mediante los cuales el citoesqueleto de actina es afectado por el
déficit de frataxina en las neuronas sensitivas adultas, y proveen por primera
vez resultados de una afectacion de la dindmica del cono de crecimiento y
la capacidad regenerativa axonal de las neuronas sensitivas deficientes para
frataxina del ratén YGS8sR.

5.1 Alteracion del citoesqueleto en el cono de crecimiento de
neuronas deficientes para frataxina

La creaciéon de un nuevo cono de crecimiento en cultivo requiere que las neu-
ronas sensitivas usen toda la maquinaria molecular requerida para extender
un nuevo axén con la guia del cono de crecimiento. Este proceso implica la
reorganizacion del citoesqueleto de actina y microtibulos (MTs) regulado por
vias de senalizacion del calcio (244, 245), el transporte axonal de proteinas y
organelas, y un importante incremento del metabolismo energético suministra-
do principalmente por la mitocondria (246, 247). En la primera parte de éste
trabajo (seccion 4.1.1) se investigd la funcionalidad del cono de crecimiento
estudiando el area, la forma y la longitud de las neuritas. Nuestros resultados
mostraron una disminucién en la longitud de las neuritas en las neuronas sen-
sitivas adultas del raton YG8R comparados a los del raton control C57BL/6J.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Shan y col. (248),donde se
observa una disminucién de la longitud de las neuritas de las neuronas sensi-
tivas en el modelo YG8R, que los autores explican como una consecuencia de
la sensibilidad al estrés oxidativo. La disminucién de la longitud de las neuri-
tas se ha asociado previamente con la desaparicion prematura del cono (249).
Asi que un estudio morfologico del cono de crecimiento era necesario para dar
una explicacién de la disminucién de las neuritas observado en las neuronas
deficientes en frataxina. Observamos que el numero de conos de crecimien-
to era menor que el raton C57BL/6J, y ademés con un area més reducida.
También fue interesante comprobar como un mayor porcentaje de estos conos
presentaban una morfologia de conos retraidos o colapsados. Esto sugiere una
menor actividad del crecimiento axonal (234) debido a que normalmente los
conos dispersos indican conos de crecimiento activos, y los conos retraidos o
colapsados indican la retracciéon de la neurita o un crecimiento pausado. Por
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lo tanto, podiamos afirmar que la alteracion en el cono de crecimiento en las
neuronas deficientes en frataxina provocaba un problema en el crecimiento de
sus neuritas. Estos resultados hicieron que nos preguntédramos por qué la mor-
fologia del cono se veia afectada. El cono es una estructura motil que requiere
un dinamismo constante, y lo consigue gracias a la re-estructuracién continua
del citoesqueleto. Especial importancia en su estructura tienen los filamentos
de actina, uno de los elementos bésicos del citoesqueleto.

Coémo ya se comento en la introduccion, la actina se presenta en la célula como
actina globular (actina G) o filamentosa (actina F'), siendo su equilibrio (ratio)
lo que marca la estabilidad del citoesqueleto y su respuesta (227). Al evaluar el
ratio de la conversion de actina G a actina F se observo que dicho ratio estaba
incrementado significativamente en el ratén YG8R, en los conos de crecimiento
y en el segmento axonal mas cercano al cono. En este trabajo se comprobd
que dicho incremento se debia al aumento de la actina G y F en los conos de
crecimiento, y a la disminucién de actina F en el segmento axonal.

Esta primera observacion no deja de ser llamativa, sin embargo pensamos que
estas diferencias podrian reflejar una adaptacion especifica de la regulacion del
citoesqueleto de actina en cada compartimento de la neurona. Mientras que en
el cono de crecimiento la actina F esta siendo constantemente polimerizada y
des-polimerizada en el filopodio, en el axén el citoesqueleto de actina se ajusta
a las necesidades de la neurona y presenta varias estructuras propias como
los anillos, olas y senderos de actina (66, 72). Por lo tanto no es de sorpren-
derse que la senal de actina F y G cambie en los diferentes compartimentos
neuronales.

El incremento en los niveles de actina F en el cono de crecimiento han sido
observados previamente en neuronas del hipocampo de ratén como causa de
una mutacién en la proteina encapsulante de actina 6 capping protein (CP), la
cual normalmente impide la adicién de nuevos mondmeros de actina al extremo
(+) del filamento de actina (250). La mutacion en esta proteina causa cambios
aberrantes en la morfologia de los conos y la reducciéon en la longitud de las
neuritas, lo cual coincide con nuestras observaciones en las neuronas sensitivas
adultas del ratén YG8R. También se ha observado una reduccion de los niveles
de actina G en los conos de crecimiento de motoneuronas primarias como causa
de mutaciones (C71G, M114T, G118V) en el gen de profilina-1 (PFN1) que
causan casos muy raros de Esclerosis Lateral Amiotrofica familiar (FALS), un
desorden neurodegenerativo de inicio tardio (227). La profilina-1 es uno de los
mayores reguladores de la conversion de actina G a actina F (251), y en este
caso su alteracion causé una reduccion del ratio actina F/G en los conos, una
disminucion del area de los conos con una morfologia alterada caracterizada
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por presentar un filopodio rico en actina F, y una reduccién en la longitud
de las neuritas, lo cual coincide con algunas de nuestras observaciones en las
neuronas sensitivas adultas del raton YGS8R.

En ataxia de Friedreich se han publicado varios trabajos que hacen referencia al
citoesqueleto. En fibroblastos de pacientes FRDA se ha descrito una reduccion
en los niveles de actina F, lo cual los autores atribuyen a la regulacion a la
baja de la isoenzima fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 5-quinasa (PIP5K/3) (252),
una proteina responsable de la organizacion del citoesqueleto de actina (253,
254). El gen PIP5KB esté localizado a ~26 kb del extremo 5’ del gen de FXN
(9q13) y los autores explican que la disminucion en los niveles de esta proteina
se debe a la expansion del triplete GAA que presentan los pacientes. Por lo
tanto, concluyen que frataxina no interviene directamente en la alteracion del
citoesqueleto. Pero con nuestros resultados esta conclusion es discutible, ya
que el raton YG8R no presenta ninguna alteracion en la proteina PIP5KB y
sin embargo nuestros resultados revelan una alteracion del ratio de actina F/G
distintiva en el segmento axonal (reduccion de la actina F) y en el cono de
crecimiento (incremento de la actina F'y G) de las neuronas sensitivas adultas.

Otros estudios, también han observado una reducciéon de la actina filamentosa
en fibroblastos y neuronas de la médula espinal de pacientes FRDA (213, 214).
En estos estudios los autores explican que la reduccion de la actina filamentosa
podria ser una consecuencia del incremento de la sensibilidad de la actina
a ser oxidada y por ende al desensamble de los filamentos de actina (213).
El incremento de las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidos por la
acumulacion de hierro libre en las células FRDA podrian ser las causantes de
la oxidacion de actina.

Estas observaciones coinciden con la disminuciéon de los niveles de actina F
observado en los segmentos axonales de nuestro modelo, pero se contradicen
con el incremento de actina F y G observado en los conos de crecimiento
de nuestro modelo. Debido a que dentro de la misma neurona los niveles de
actina F' y G parecen variar entre los diferentes compartimentos (axén, cono
de crecimiento) es posible que en otros tipos de células como los fibroblastos
la regulacion del ratio actina F/G podria sea distinta a la de las neuronas
y por lo tanto las consecuencias para cada tipo celular podrian ser también
diferentes. Los niveles de actina F' y G no tienen porque ser similares en los
diferentes tipos celulares porque debemos tener en cuenta que los fibroblastos
no se afectan de igual manera que las neuronas sensitivas adultas en la FRDA.

En nuestro modelo también se ha observado un incremento en el estrés oxi-
dativo (200, 222), especificamente se ha descrito que las neuronas sensitivas
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deficientes para frataxina sufren un proceso oxidativo cronico, de forma rele-
vante en las raices periféricas in vivo y en el cultivo neuronal in vitro (200),
por lo que es posible que éste sea una causa de la alteraciéon del citoesqueleto
de actina.

La interacciéon entre el citoesqueleto de actina y de MTs asegura un correc-
to funcionamiento del cono de crecimiento. Puesto que nuestros resultados
exhibieron una alteracion en la ratio de la actina F/G quisimos explorar la
estabilidad de los MTs en los axones de las neuronas sensitivas del DRG. Du-
rante el crecimiento axonal los microtibulos dindmicos, enriquecidos en tu-
bulina tirosinada, dirigen el crecimiento de la neurita, mientras que los MTs
estables, enriquecidos en tubulina acetilada, proveen el soporte para el cre-
cimiento (255). Al cuantificar los niveles de fluorescencia para la tubulina
acetilada y tirosinada en las neuronas del ganglio dorsal del raton YG8R no
observamos diferencias significativas con el control C57BL/6J. Sin embargo,
cuando analizamos la expresion de estas modificaciones mediante western blot
si observamos un incremento significativo de la tubulina acetilada en las raices
del ganglio dorsal de nuestro modelo YG8R. Una posible explicaciéon de estos
resultados es que la actividad de las enzimas que regulan la acetilacion del
la a-tubulina (Lys40) (enzima acetiltransferasa MEC17 6 o-TAT1 (256), la
desacetilasa HDAC6 (257) estén siendo alteradas en nuestro modelo. Hasta el
momento no existe ninguna referencia de estudios asociados con estas enzimas
en la FRDA, por lo que consideramos seria interesante profundizar en este
tema.

En condiciones normales, la acetilaciéon de los MTs se ha relacionado directa-
mente con el transporte anterogrado en las neuritas (258). Especificamente se
ha propuesto que la acetilaciéon de los microtibulos influencia la uniéon de la
proteina motora quinesina-1 (51) dirigiendo el transporte de quinesina hacia
las neuritas en crecimiento durante el desarrollo embrionario o hacia el axén en
neuronas maduras (51, 259, 260). En el estudio protedmico del ganglio dorsal
del modelo YG8R encontramos que tres isoformas de la quinesina-5 estaban
reguladas a la baja. Por lo tanto, pensamos que los cambios en los niveles
de acetilacién, como el incremento de la acetilaciéon que hemos observado en
nuestro modelo, podria estar causando cambios en el transporte basado en
quinesina-1 en las neuritas y alterando la liberacién de proteinas y vesiculas a
sitios subcelulares especificos.

En nuestros experimentos no observamos cambios significativos en los niveles
de tirosinacién, sin embargo, un estudio inmunohistoquimico de las motoneu-
ronas en médula espinal de pacientes FRDA ha revelado un incremento de
la tubulina tirosinada (214). Estas diferencias pueden explicarse por las di-
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ferencias de los tejidos evaluados, en nuestro caso la evaluacion se dirigioé a
los axones de las neuronas sensitivas y el de Sparaco y col. (214) a los somas
de las motoneuronas, y como se ha explicado previamente en la introduccion,
las modificaciones post-traduccionales de tubulina presentan una distribucion
compartimentalizada en las neuronas.

Por otra parte, Piermarini y col. (215) han mostrado en una linea celular de
motoneuronas (NSC34) que el silenciamiento de frataxina induce un incremen-
to de la glutationilacién de los microttibulos asociada con una reduccién de la
su polimerizaciéon. Por lo tanto, los autores proponen que estas alteraciones
podrian contribuir al fenémeno de retraccion axonal. La glutationilacion no ha
sido evaluada hasta el momento en las neuronas sensitivas del ganglio dorsal,
sin embargo consideramos que seria interesante explorarlo y compararlo con
las demés modificaciones.

Cartelli y col. (234) asoci6 el incremento en la acetilacion de los MTs con la
reduccion del transporte anterégrado al someter células PC12 diferenciadas a
la acciéon de la neurotoxina 1-metil 4-fenilpiridina, que afecta a la cadena de
transporte de electrones en la mitocondria (196, 234 ). Estos resultados indican
que los microtiibulos y la red mitocondrial estan fuertemente correlacionados.
En la Ataxia de Friedreich existe una clara disfuncién mitocondrial, generada
en parte por una deficiencia en la cadena de transporte electronico (203).
Esta circunstancia hace que el entorno bioquimico de la célula se asemeje a
la presencia de la neurotoxina 1-metil 4-fenilpiridina, lo cual nos plantea la
posibilidad de que el incremento en la acetilaciéon se asocie a la disfuncién
mitocondrial y que esto podria llevar a una alteracién en el transporte axonal.

Todas estas observaciones y nuestros resultados confirman que el déficit de
frataxina induce una alteracion de las modificaciones post-traduccionales en
motoneuronas y las neuronas sensitivas del ganglio dorsal. Siendo las neuronas
del DRG el primer sitio de afectacion de la FRDA consideramos que la pro-
fundizacién en el estudio de estos mecanismos podria guiar a establecer nuevas
rutas moleculares subyacentes en la fisiopatologia de la enfermedad.

Cuando analizamos el estudio proteémico del DRG del modelo YGS8R encontra-
mos que muchas de las proteinas del citoesqueleto neuronal estaban reguladas
a la baja, confirmando la afectacion del citoesqueleto de actina y microttubulos
en los dos compartimentos de las neuronas sensitivas del ratéon YG8R. Dos de
las proteinas identificadas son a-actinina y fS-actina. Se ha confirmado en fi-
broblastos subconfluentes de pacientes con FRDA, una distribucion sub-celular
andmala de la a-actinina y una reduccion parcial de la expresion de [-actina
(252). Ademas se ha observado también una disminucion de la fluorescencia
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de actina F y una organizacion defectuosa de las fibras de estrés de actina en
fibroblastos de pacientes FRDA (213).

El analisis proteémico también mostro la afectaciéon de proteinas que son im-
portantes para el transporte axonal. Por ejemplo, el neurofilamento NF-H re-
sulto estar reducido y parece tener efecto sobre la velocidad de conduccion
nerviosa (261). Ademas, varias isoformas de las proteinas motoras miosinas
y quinesinas resultaron estar también reguladas a la baja. Estos resultados
sumados a las alteraciones de la acetilacién de los microtibulos que hemos
observado en las raices del ganglio dorsal del modelo YG8R. y los estudios pre-
vios de los marcadores del transporte axonal realizados por (200) nos permiten
confirmar que existe una afectaciéon importante del transporte axonal en las
neuronas deficientes para frataxina.

El trafico vesicular también parece estar alterado en las neuronas sensitivas del
modelo YGS8R. Clatrina, el componente del complejo proteina adaptadora-2 y
dinamina-1 también resultaron estar reguladas a la baja. La regulacién a la
baja de estas proteinas en nuestro modelo YG8R, podria estar causando la
agregacion de componentes en el citoplasma de los cuerpos celulares del DRG
y a una posible alteracion en el ciclo de vesiculas presinapticas, lo cual con-
tribuiria al proceso degenerativo axonal en las neuronas del DRG. En nuestro
laboratorio se ha observado la aparicién de vesiculas en el los axones del DRG
del modelo YG8R (datos no publicados), y también se han observado la apari-
cion de vacuolas en los somas del DRG del modelo YG8R y del nuevo modelo
YGS8sR para la FRDA (17, 222). Estas observaciones evidencian una clara
alteracion del tréfico vesicular dedido al déficit de frataxina.

De forma interesante, el complejo quinesina-5 (KIF5), que también resulto es-
tar reducido, transporta las vesiculas que contienen varfas cargas a lo largo
de los axones. Una de ellas es la proteina precursora amiloide (siglas en inglés
APP) junto a enzimas que participan en el procesamiento proteolitico de APP
para producir el péptido amiloide, que es el principal constituyente de las pla-
cas amiloides extracelulares en la enfermedad de Alzheimer (260, 262). KIF5
también transporta vesiculas que transportan el receptor-2 de apoliproteina E
(APOER2) (263), el cual apareci6 acumulado en esferorides a lo largo del axén
de las neuronas sensitivas adultas del modelo YG8R (200). De forma llamativa,
APOER2 es el receptor para reelina, una proteina de la matriz extracelular,
cuya deficiencia en el modelo murino de reeler produce ataxia con una tipi-
ca marcha tambaleante y una organizaciéon neuronal anormal (263, 264 ). Por
otra parte, KIF5 también transporta la mitocondria (78, 265) y tubulina oli-
gomérica (asociacion de dimeros de tubulina) (266). Estos resultados sugieren
que el suministro de proteinas hacia el axén podria estar alterado. La relacion
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de estas alteraciones del trafico vesicular con el bloqueo del transporte axonal
observado en las neuronas sensitivas del modelo YG8R (200) son importantes
porque hasta el momento, el transporte vesicular es un campo inexplorado en
la FRDA.

5.2 El déficit de frataxina incrementa la actividad de cofilina
y el complejo ARP2/3

Si bien el estrés oxidativo estda demostrado que afecta al citoesqueleto de ac-
tina directamente, también es verdad que puede estar alterando la actividad
de proteinas que regulan la polimerizacion de los filamentos de actina. Esta
regulacién es compleja, ya que intervienen muchas proteinas. En este trabajo
nos centramos especialmente en dos de ellas, ya que acttian directamente sobre
el ensamblaje y desensamblaje de la actina: la cofilina y ARP2/3.

La cofilina promueve la fragmentacion de los filamentos de actina lo que causa
un incremento en el desensamblaje. Nuestro trabajo muestra por primera vez
la desregulacion de la actividad de cofilina-1 en las raices del ganglio dorsal del
raton YG8R. La desregulacion se asocié con una reduccion en la fosforilacion
de cofilina (p-cofilina[Ser3|), que corresponde a la forma inactiva de la proteina,
acompanada de un incremento de la cofilina total.

El complejo ARP2/3 es una proteina nucleadora de actina. En este trabajo
hemos observado un incremento significativo de los niveles de expresion del
complejo ARP2/3 en las raices de los ganglios dorsales del raton YGS8R. El
incremento de la expresion del complejo ARP2/3 refleja la hiperactividad de
cofilina, debido a que el incremento en el corte de los filamentos de actina por
cofilina-1 generaria méas moldes de filamentos de actina para que el complejo
ARP2/3 inicie la formacion de ramas de actina (267). Esta afirmacion se basa
en estudios de modelos cinéticos que indican que la polimerizacion de actina
mediada por el complejo ARP2/3 es autocatalitica, es decir que la tasa de reac-
cion incrementa mientras méas polimeros de actina se generen (267), sugiriendo
que si aumenta la expresion de cofilina-1 esto podria inducir el incremento de

la actividad del complejo ARP2/3.

La cofilina tiene funciones esenciales en varios procesos del sistema nervioso in-
cluyendo la guia y crecimiento axonal; la formacion de las sinapsis y regulacion
de la neurotransmision; y la funciéon de las espinas dendriticas, componentes de
la plasticidad sinaptica, esencial para el aprendizaje y la memoria. La actividad
de cofilina es regulada aguas arriba por vias de senalizacion activadas por las
proteinas GTPasas: RhoA, Cdc42 y Racl (268). En neuronas, la desregulacion
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de proteinas pertenecientes a estas vias como LIMK, AMPK, SSH1L y CIN se
han asociado con varios procesos neurodegenerativos de varias enfermedades
como Alzheimer (EA), Parkinson y Creutzfeldt-Jakob (ECJ). Por ejemplo, en
la EA se ha observado que bajas dosis del agregado amiloide § incrementan la
actividad de cofilina, lo cual promueve la formacién de barras de actina 6 actin-
cofilin rods (269), las cuales han sido implicadas en la degeneracion axonal en
enfermedades neurodegenerativas (270). En la enfermedad de Parkinson, los
resultados de Lim y col. (271) muestran que la proteina parkina interacciona
con LIMK-1 (271) por lo que se ha propuesto que las mutaciones en parkina
podrian contribuir a los defectos del citoesqueleto de actina en células neuro-
nales y no neuronales (272), y provocar defectos en el transporte de vesiculas
(273, 274).

En la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ), que es una enfermedad neuro-
degenerativa causada por agregados de la proteina prionica y que provoca una
rapida degeneracion del cerebro, se ha observado que la expresion de cofilina
estad alterada en la corteza cerebral y el cerebelo de pacientes y modelos mu-
rinos. Dicha alteracién se asocia con cambios en la expresiéon de la proteina
quinasa LIMK-1 y la proteina fosfatasa especifica de neuronas SSH1 (275).

Entonces, el estudio de los niveles de expresion de las proteinas reguladoras
en nuestro modelo parecia esencial. Se observé que la actividad de las protei-
nas reguladores de la fosforilacion de cofilina, la quisasa LIMK-1 y la fosfatasa
Chronophin/PDXP (CIN), estaban desreguladas en las raices de los ganglios
dorsales del raton YG8R. Los niveles de CIN resultaron estar regulados al al-
ta en los somas y las raices dorsales, siendo estadisticamente significativa la
diferencia en los somas. Este aumento explicaria la disminucién en los niveles
de p-cofilina[Ser3|. Es interesante recalcar que cuando los niveles fisiologicos
de ATP son bajos, CIN es liberada del complejo formado con la proteina de
choque térmico-90 (Hsp90) y puede desfosforilar a cofilina. En las células de-
ficientes en frataxina, debido a la disfunciéon mitocondrial, los niveles de ATP
estan reducidos (169, 203), lo que podria contribuir a que se diera esta situa-
cion, fomentando la liberacion de CIN para actuar sobre la cofilina. Asi pues,
segiin nuestros resultados, seria interesante la busqueda de estas estructuras
en tejidos neuronales de pacientes. Por otro lado, los niveles de la actividad de
LIMK-1 (pLIMK-1|T508]|) resultaron estar regulados al alta de forma estadis-
ticamente significativa en las raices de los ganglios dorsales del ratén YG8R.
Esto no explicaria directamente los bajos niveles de p-cofilina[Ser3|. Por lo tan-
to pensamos que en nuestro modelo, el incremento en la actividad de LIMK-1
podria ser un intento de las neuronas por balancear la actividad de cofilina
promovida por la hiperactividad de CIN, o bien existen otros parametros que
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no han sido evaluados en este trabajo y que intervienen en la regulacién de
cofilina.

Teniendo en cuenta nuestros resultados, pensamos que el ambiente patogénico
causado por el déficit de frataxina en las neuronas sensitivas adultas, caracte-
rizado por un incremento del estrés oxidativo y una reducciéon del metabolismo
energético, estarfan induciendo la desregulacion de la actividad de las proteinas
que regulan la actividad de cofilina, produciendo un incremento de su activi-
dad. Entre las posibles consecuencias del incremento en la actividad de cofilina
podrian estar la formacion de estructuras patogénicas en el axén como lo son
las barras de actina (actin-cofilin rods) que podrian intervenir en el bloqueo
del transporte axonal, alteracién descrita previamente en nuestras neuronas
(200).

Pero la actividad de la cofilina no solo ejerce su funcion en el axén, también es
importante en otros tipos de células neuronales. Para conocer la distribucién
de la cofilina activa e inactiva en las fibras sensitivas estudiamos mediante
inmunofluorescencia secciones longitudinales del asta dorsal del ratéon YG8R y
control C57BL/6J. Encontramos que la cofilina activa (no fosforilada) presenta
una distribucién dispersa a lo largo de los axones, mientras que la cofilina
inactiva (fosforilada en el residuo Ser3) se distribuye de forma localizada en
ciertos puntos a lo largo del ax6n, sin embargo lo mas llamativo resulto ser
una concentracion abundante de la sefial en lo que pensamos son las células
que rodean a los axones (células de Schwann). Estas observaciones coinciden
con las descritas por Stern y col. (240) en el nervio facial murino, el cual
contiene fibras nerviosas sensitivas y motoras. Entonces consideramos que es
probable que el nivel reducido de cofilina inactiva que hemos observado en las
raices del ganglio dorsal mediante western blot se deba principalmente por los
niveles que tengan las células que rodean a las fibras nerviosas y/6 el namero de
células que rodean a las fibras nerviosas. Estas observaciones resultan ser muy
interesantes debido a que se ha demostrado que la actividad de cofilina-1 media
los cambios dinamicos del citoesqueleto de actina en las células de Schwann
que les permiten rodear y mielinizar las fibras nerviosas (276). Entonces, de
confirmarse la falta de cofilina fosforilada en las células de Schwann podria
darse una explicacion a la hipomielinizacion de las fibras sensitivas observada
en la neuropatia de la FRDA (161), debido a una incorrecta interaccion de
las células de Schwann con los axones sensitivos. Consideramos que nuestras
observaciones apoyan la idea de que para entender la neuropatia sensitiva de la
FRDA debemos tener en cuenta el papel de las células gliales, particularmente
las células de Schwann.
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Resumiendo, cuando analizamos la expresion de actina F y actina G en los
conos de crecimiento y el segmento axonal més cercano en las neuronas sen-
sitivas del raton YG8R encontramos que habia un incremento en el ratio de
actina F/G, que podria explicarse por un incremento de cofilina-1. Un posible
mecanismo seria que tras el desensamble de los filamentos de actina por la
cofilina-1, se verfa incrementada la cantidad de actina G libre, que serfa to-
talmente funcional para polimerizar nuevos filamentos (277). En un segundo
paso, al existir mas filamentos cortos de actina F el complejo ARP2/3, que
también resulto estar incrementado significativamente en las raices del ganglio
dorsal, podria estar formando una mayor cantidad de ramas de actina. Tanto
cofilina-1 como las proteinas que regulan su actividad (LIMK, CIN, SSH1L)
se expresan en gran abundancia en los conos de crecimiento de varios tipos
de neuronas, incluidas las neuronas del ganglio dorsal (278-280). En nuestro
caso, el ratio F/G también esté incrementado en el cono, por lo que podria-
mos esperar algo parecido a lo que observamos en el axén, ya que es el propio
axon el que provee al cono con las proteinas y materiales para su apropiado
funcionamiento. Algunos estudios demuestran que la regulacion de la fosforila-
ciéon de cofilina mediante LIMK-1 y SSH1 es critica para la motilidad del cono
de crecimiento neuronal y la extension axonal (279), dos efectos que nosotros
observamos en nuestro modelo deficiente de frataxina y que por tanto apoya la
teoria de que en el cono también tiene que existir una desregulacién de estas
proteinas.

Como ya se comento al principio de esta discusion, la regulacion de la dindmica
del citoesqueleto es muy compleja. A medida que se conoce mas este proceso,
aparecen mas proteinas que intervienen favoreciendo o impidiendo que se lle-
ve a cabo el ensamblaje o desensamblaje de la actina. Una nueva familia de
proteinas de unién a actina, que por su relaciéon con cofilina nos parece digna
de mencion, son las denominadas MICALs 6 moléculas que interactiian con
CasL (MICAL) cuya actividad es dependiente del estado redox de la célula.
MICAL participa en una multitud de actividades que incluyen la repulsion del
cono de crecimiento, el trafico de membranas, la apoptosis, y el desarrollo de
pelos en Drosophila melanogaster. Una caracteristica interesante de las pro-
teinas MICAL es que pueden oxidar proteinas o producir especies reactivas
de oxigeno (ROS) (281, 282), y entre las proteinas que oxida esta la actina
(283). En condiciones normales MICAL oxida los filamentos de actina (actina
F), gracias al coenzima NAPDH, que induce el desensamble de actina. Lo més
interesante es que se ha demostrado que MICAL actta en sinergia con cofilina
para incrementar el desensamble de los filamentos de actina. La expresion de
las proteinas MICAL ha sido explorada en ratas y seres humanos, en ratas por
ejemplo, MICAL-1 y MICAL-3 se expresan de forma ubicua durante el desa-
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rrollo del sistema nervioso (284 ), y en seres humanos MICAL se expresa en
corazon, pulmoén, higado, rinén, timo, musculos, médula osea y cerebro (285,
286). Debido a que nuestros resultados confirman un incremento de la activi-
dad de cofilina en las raices de los ganglios dorsales serfa interesante comprobar
la actividad de MICAL. Ademas, no hay que perder de vista que MICAL nece-
sita ejercer su funcién en un estado redox apropiado, y que la falta de frataxina
altera en nuestro modelo de neurona sensitiva deficiente en frataxina.

5.3 El déficit de frataxina afecta la dindmica de los conos de
crecimiento neuronales

5.3.1 FEstudio de la dindmica del cono mediante parametros
morfométricos y rastreo manual

La motilidad del cono de crecimiento requiere una continua reorganizaciéon
del citoesqueleto de actina y microtubulos, la cual es coordinada via varias
rutas de transduccion de senales que usan Ca?" como segundo mensajero (54,
244, 245). Moliner (200) describi6 previamente que el déficit de frataxina
causa la disfuncion mitocondrial en las neuronas sensitivas con despolarizacion
mitocondrial, aumento de producciéon de ROS, fallo energético y disminucion
de la recaptacion mitocondrial de Ca®*. Esta disfuncién mitocondrial provoca
un aumento de la [Ca®*]; basal mantenida en el tiempo, sin activar la entrada
en apoptosis.

Ademas, en este trabajo hemos mostrado una alteracion del citoesqueleto de
actina y microtibulos en los axones sensitivos y en el cono de crecimiento de
las neuronas sensitivas del raton YG8R, entonces siguiendo la linea de nues-
tros resultados en el modelo YG8R decidimos realizar un estudio funcional del
cono de crecimiento de las neuronas sensitivas adultas deficientes para frata-
xina usando el nuevo modelo murino YG8sR para la FRDA. Con este estudio
quisimos investigar si las alteraciones observadas en el citoesqueleto de actina
y microtibulos en las raices del ganglio dorsal y en el cono de crecimiento de
las neuronas sensitivas adultas del modelo YG8R podrian estar asociadas con
un comportamiento aberrante del cono de crecimiento adulto.

Nuestros resultados muestran por primera vez una alteraciéon morfologica y
dindmica de los conos de crecimiento de las neuronas sensitivas adultas de ra-
tones YGS8sR con tan solo 2 meses de edad. Cuando analizamos la morfologia
de los conos de crecimiento de nuestro modelo encontramos una reduccién en
varios parametros morfométricos como el area, el diametro de feret, la circulari-
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dad y solidez. Estos resultados coinciden con algunas alteraciones morfologicas
observadas en los conos de crecimiento que observamos en el modelo YG8R.
Por lo tanto, es viable pensar que estos cambios morfoldgicos también se deban
a alteraciones en el citoesqueleto de actina y microtibulos. La alteracién mor-
fologica del cono en esta edad tan temprana es bastante llamativa, porque nos
hacen pensar que podria existir una afectacion funcional de los conos durante
el desarrollo embrionario.

Cuando rastreamos manualmente la dindmica del cono de crecimiento de las
neuronas sensitivas adultas del modelo YG8sR observamos que los conos con
tan solo 2 meses de edad se desplazaban menos, con una velocidad de des-
plazamiento reducida y con édngulos de giro menos variables y amplios (entre
-1.781° y -90°) que los del raton control Y47R (entre -15° y -128°). Ensayos
en los que se rastrea el giro del cono usando gradientes especificos de factores
neurotroficos producen valores mas pequenos de los dngulos de giro que hemos
observado en nuestros experimentos. Por ejemplo, cuando se rastrea el cono en
un tipo especial de cdmaras durante 1-2 horas se producen angulos entre 10°
y 25° con una gran variabilidad (287, 288). Cuando se rastrea el cono usando
camaras microfluidicas durante horas y dias se producen éangulos promedio de
giro aun mas pequenos entre 10° y 15° (289, 290). Estas observaciones pueden
explicarse debido a que en estos experimentos se rastrea el giro del cono de
neuronas embrionarias o postnatales usando diferentes moléculas quimioatra-
yentes. Por lo tanto, pensamos que nuestros resultados evidencian un patrén de
giro particular de los conos de crecimiento de las neuronas sensitivas adultas,
el cual no podemos comparar con otros estudios porque no existen referencias
publicadas.

In vivo las trayectorias axonales pueden estar influenciadas por muchas mas
seniales de gufa, en nuestros experimentos in vitro la trayectoria de los axones
esté influenciada por solo dos factores neurotroficos [NGF y GDNF| dispersos
por todo el medio de cultivo, y aun asi hemos observado una reduccién en
la amplitud y variacion de los angulos de giro en los conos de crecimiento de
las neuronas del raton YG8sR con tan solo 2 meses de edad. Pensamos que
estos resultados indican una alteraciéon de la capacidad exploratoria del cono
de su microambiente, necesaria para un apropiado crecimiento del axén hasta
su tejido diana y su ramificacion.

En general, en nuestros experimentos no observamos un incremento significa-
tivo de las alteraciones de la dindmica del cono a 6 y 9 meses de edad. Sin
embargo, creemos que es posible que los defectos en la dinamica del cono a los
2 meses de edad pueden influir negativamente la conectividad y reparaciéon de
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las redes axonales sensitivas durante la edad adulta. Por lo que resulta muy
interesante profundizar en estos estudios.

5.3.2 [Estudio de la dindmica de la morfologia del cono mediante
métodos basados en ordenador

Cuando estudiamos la dindmica de la forma del cono de crecimiento en las neu-
ronas sensitivas adultas de ratones YG8sR mediante el anélisis de eingenshape
y tensores estdbamos interesados en confirmar que la afectaciéon de la dindmica
del cono observada mediante rastreo manual de la base del cono se mantenia
cuando inclufamos en el analisis la morfologia completa del cono. Encontramos
que las dinamicas de los conos de ratones YG8sR exhibian patrones de movi-
miento aberrantes comparados a los del ratén control, especialmente a los 2
meses de edad, lo cual coincidia con nuestras observaciones usando el rastreo
manual. Estos resultados confirman que, en edades tempranas, el déficit de
frataxina podria estar alterando la dindmica del filopodio y lamelipodio, que
son los mayores componentes del cono de crecimiento y de los cuales depende
la capacidad exploratoria del cono.

Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que la patogénesis de la neuropatia
sensitiva en la FRDA implica un retraso en el desarrollo de las neuronas sensi-
tivas o hipoplasia neuronal (150). Pensamos que el déficit de frataxina produce
cambios en el citoesqueleto de actina y microttbulos, asi como también a un
fallo en la senalizacion por Cat y que éstos cambios producen un fallo en
la dindmica de la forma del cono de crecimiento axonal, que produciria una
formacion aberrante de los axones sensitivos.

En el estudio proteémico del ganglio dorsal del raton YG8R encontramos que la
expresion de proteinas que controlan la extensién y guia axonal como Rufy3,
Crmpl, Crmp2, Crmp3 estaban reducidas a la baja. La expresion de estas
proteinas es alta en neuronas en desarrollo y se regula a la baja con la edad,
por lo tanto, pensamos que las alteraciones de estas proteinas podrian explicar
la afectacion morfologica y dindmica de los conos de crecimiento que hemos
observado a los 2 meses de edad. Cambios en los niveles de expresion de estas
proteinas en neuronas han mostrado tener un efecto similar: anormalidades en
la extension axonal y guia axonal (291-293%). En el sistema nervioso adulto,
la ausencia o el incremento de la expresion de CRMP1, CRMP2, CRMP3 ha
sido asociado con el remodelamiento anémalo de las conexiones nerviosas en
desordenes neuropsiquiatricos tales como esquizofrenia, depresion, Alzheimer y
enfermedades prionicas. De forma interesante, CRMP2 parece tener un papel
importante en el crecimiento y la regeneraciéon axonal debido a que regula
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los canales Ca?T presindpticos en los ganglios de las raices dorsales de ratas
adultas (294 ), ademas interactia con las proteinas motoras quinesina (30) y
dineina (295), experimenta proteoélisis por calpaina durante la degeneracion de
las neuritas (296) y sus niveles se regulan a la baja con la edad (260).

Las diferencias de los pardmetros morfométricos y dindmicas del cono de cre-
cimiento de las neuronas sensitivas de ratones YG8sR se perdian con la edad,
exhibiendo un leve patrén de recuperaciéon comparado al comportamiento de
los conos del raton control. Al comparar los patrones de movimiento de los
conos de crecimiento del ratén control a los 2 meses de edad con los los de 6 y
9 meses de edad, pudimos observar que los conos de 6 y 9 meses perdian uni-
formidad en las trayectorias de movimiento y aumentaban los desplazamientos
horizontales, lo cual coincide con el hecho de que la capacidad intrinseca de
crecimiento axonal de los axones periféricos disminuye con la edad. Sin em-
bargo, en el caso de los conos de los ratones YG8sR con 6 y 9 meses de edad,
los patrones de movimiento de los conos se caracterizaron por ganar uniformi-
dad en las trayectorias de movimiento y aumentar los desplazamientos en el
eje vertical, asemejandose a los patrones de movimiento de los conos control.
Una posible explicacion para estos resultados es que los factores neurotroficos
utilizados como suplemento del medio de cultivo [GDNF y NGF] estén enmas-
carando el comportamiento del cono de las neuronas deficientes para frataxina
adultas haciendo que su comportamiento se parezca més al comportamiento
del control, el cual va desmejorando con la edad. El enmascaramiento es po-
sible debido a que esta bien descrito que mientras el factor NGF promueve la
extension del cono (297), GDNF promueve la supervivencia de las neuronas
sensitivas, funciona como un quimioatrayente permitiendo que los conos de
crecimiento neuronales giren (289) y reduce el colapso del cono inducido por
otras senales de guia axonal, manteniendo los axones en un estado competente
de crecimiento (298). Consideramos que se necesitan estudios adicionales para
lograr entender este patrén con mayor claridad.

Nuestros resultados muestran por primera vez que tanto la morfologia como la
dinamica del cono de crecimiento de las neuronas sensitivas esté afectada por el
déficit de frataxina en el modelo YG8sR en edades tempranas. Consideramos
que un estudio mas profundo del cono de crecimiento a nivel embrionario o
postnatal podrian confirmar la afectaciéon de proteinas relacionadas con la guia
y extension axonal y su relacién con frataxina.
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5.3.3 Metodologia basada en ordenador de la dindmica de la
morfologia del cono

Para realizar el estudio de la dinamica del cono basado en ordenador hemos
personalizado a nuestros datos dos métodos. El primero fue propuesto por
Goodhill y col. (231) y que consideramos se puede adaptar a otro tipo de
estructuras celulares diferentes al cono. El segundo es el método de andlisis
tensorial que es una aplicacion novedosa y mas poderosa que nos permite
describir de forma cuantitativa y cualitativa la actividad dinamica del cono
de crecimiento. Los dos métodos tienen el potencial de proveer informacion
cuantitativa y cualitativa de las diferencias del comportamiento del cono en-
tre diferentes condiciones (p.e. genotipos, tratamientos). En este trabajo solo
hemos presentado la informacion cualitativa que corresponde a los diferentes
patrones de movimiento del cono, que dada la complejidad de la dindmica del
cono no deben subestimarse.

Existen otras aproximaciones que permiten medir la dindmica de la morfologia
del cono. En una de ellas se debe proveer una lista en cada momento (tiempo)
de la cuantificacion del filopodio en termino de nimero, posiciones, angulos,
longitud, y del lamelipodio en termino del area total del cono. Aunque esta
aproximacién puede ser util tiene varias limitaciones. Primero se debe tener
una resolucion suficiente para poder diferenciar todos los filopodios individua-
les, lo cual puede llegar a ser una tarea bastante dificil cuando se analiza el
comportamiento del cono en largos periodos de tiempo, especialmente in vivo.
Segundo, se ignoran varios aspectos de la forma del cono como el lamelipodio, y
tercero, esta metodologia depende en gran medida de la intuicién humana para
determinar donde esté la mayor varianza de la forma del cono (251). También
se podria pensar en tenir el cono usando sondas o proteinas fluorescentes y
realizar el analisis de imagen in vivo o in vitro. Estas imagenes de fluorescen-
cia luego pueden ser analizadas con herramientas basadas en ordenador que
permiten cuantificar de forma automatica el filopodio (299). Sin embargo, las
neuronas adultas no son células faciles de transfectar y ademas la adicién de
sondas o de proteinas fluorescentes podrian inducir cambios en la morfologia
del cono que no tendrian nada que ver con frataxina. Al analizar la dindmica
del cono in vivo mediante microscopia de contraste de fases tuvimos que hacer
un gran esfuerzo para poder extraer toda la informaciéon del contorno de los
conos, estamos completamente seguros de que la informacion extraida de los
archivos time lapse no esta alterada por factores distintos a los del medio de
cultivo y el déficit de frataxina.

Adicional a los resultados descritos en este trabajo hemos obtenido también
informacién cuantitativa relacionada con el cambio de posiciéon del cono en
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el tiempo, asi como también el cambio del area de los conos en el tiempo,
y los 4ngulos que presentan los patrones de movimiento de los conos, pero
debido al tiempo que requiere el procesamiento de esta informaciéon no fue po-
sible incluirla en este trabajo. Consideramos que la metodologia generada para
nuestros estudios es valiosa, que provee informacién metodolégica novedosa que
puede ahorrar tiempo a quienes quieran analizar cambios en la morfologia del
cono neuronal u otras estructuras celulares de interés en diferentes condiciones
usando experimentos in vivo. Normalmente muchos de los detalles y parame-
tros que describimos en nuestro trabajo no son provistos en la literatura ni en
los protocolos.

5.4 El déficit de frataxina reduce el crecimiento y la
regeneracion axonal

La regeneracién axonal es otro proceso neuronal intrinseco de las neuronas
sensitivas adultas, que requiere de la reactivacion de todas vias moleculares
implicadas en el crecimiento axonal. La capacidad regenerativa de las subpo-
blaciones neuronales del DRG es diferencial, algunos estudios recientes han de-
mostrado que tras realizar una transeccién del nervio ciatico en condiciones de
in vivo las neuronas propioceptivas (neuronas grandes mielinizadas) logran re-
generar eficientemente sus axones tras sufrir el dano, mientras que las neuronas
sensitivas cuténeas (neuronas pequenas no mielinizadas y medianas levemente
mielinizadas) sufren una neuropatia periférica de fibras pequenas, un desor-
den neurolégico asociado con el dolor neuropatico y muerte neuronal (300).
Para regenerar un axéon danado las neuronas necesitan primero coordinar el
citoesqueleto de actina y microttibulos a través de varias vias de senializacion
que involucran la senalizacion por Ca*, y posteriormente necesitan enviar una
senial de supervivencia que viaja a través del axén hacia el soma que permitira
sostener la respuesta regenerativa a través del transporte axonal. A lo largo
de este trabajo hemos mostrado que el déficit de frataxina causa alteraciones
en la morfologia y en la dindmica de los conos de crecimiento de las neuronas
sensitivas adultas del ratéon YG8R e YG8sR, por lo tanto es vélido pensar que
siendo las neuronas propioceptivas del DRG el primer sitio de afectacion en la
FRDA su capacidad regenerativa podria estar siendo alterada como parte del
proceso degenerativo axonal de la FRDA.

Para investigar la respuesta regenerativa de las neuronas sensitivas adultas
usamos un modelo de axotomia in vitro usando el cultivo primario en caAmaras
microfluidicas. Nuestros resultados muestran que el déficit de frataxina puede
disminuir la tasa de crecimiento axonal y la respuesta regenerativa intrinseca de
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las neuronas sensitivas adultas del raton YG8sR. Especificamente, observamos
una densidad axonal reducida en el compartimento axonal antes de realizar la
axotomia, que coincididé con una reduccién en la respuesta regenerativa tras
realizar la axotomia. Sin embargo, al igual que en los estudios de la dindmica
de los conos, observamos una mayor afectaciéon de las neuronas a los 2 meses de
edad y un patréon de mejoria en las neuronas con 6 y 9 meses de edad. Aunque
la respuesta de crecimiento y regeneracion increment6 con la edad de los rato-
nes YG8sR, esta respuesta no llego a ser igual que la de las neuronas control
(Figuras 4.32, 4.34). Estos resultados fortalecen la idea de que el suministro de
los factores neurotroficos NGF y GDNF estarian enmascarando la verdadera
capacidad de crecimiento y la regeneracion axonal de las neuronas deficientes
para frataxina en edades mayores a 2 meses de edad. Hasta la fecha este efecto
protector se ha observado en neuronas corticales embrionarias deficientes pa-
ra FXN, Katsu-Jiménez y col. (801) mostraron que la introduccion del factor
neurotrofico BDNF en estas neuronas prevenia el desarrollo de la neuropato-
logia y el fenotipo atéaxico. No existe evidencia publicada relacionada con la
expresion de los receptores para NGF y GDNF en neuronas sensitivas con la
edad que nos permita explicar este patréon de mejoria, por lo que pensamos
que resulta ser un campo bastante llamativo por investigar méas a fondo.

Al analizar las redes axonales construidas por las neuronas sensitivas del ratén
YG8sR observamos que éstas presentaban una morfologia aberrante distinti-
va de las redes construidas por las neuronas del ratéon control Y47R. Estas
alteraciones se caracterizaron por la desorganizaciéon de las trayectorias axo-
nales, el incremento de signos de degeneraciéon axonal como la fragmentacion
de los axones en los extremos mas distales, y el incremento de acumulaciones
(hinchazon, esferoides) a lo largo de los axones (Figuras 4.32, 4.34). Estos re-
sultados apoyan la hipdtesis de que la funcion de frataxina es necesaria para
una apropiada guia axonal y posiblemente reflejen las alteraciones morfologi-
cas y dinamicas en el cono de crecimiento que se han descrito ampliamente en
este trabajo. El incremento de signos de degeneracién axonal en los axones en
todas las edades coinciden con las observaciones de (200, 236) en el modelo
YGS8R a 24 meses de edad, por lo cual consideramos que el modelo YG8sR
presenta una afectacion morfoldgica mas temprana.

Al observar los cultivos en las cAmaras microfluidicas se puede apreciar la
ausencia de signos que indiquen la afectacién de los somas de las neuronas
sensitivas del raton YG8sR, incluso después de haber realizado la axotomia.
En cambio si hemos observado la alteraciéon morfolégica de los axones en sus
extremos maés distales (Figuras 4.34). Estas observaciones apoyan la hipotesis
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de que el proceso degenerativo axonal asociado a la FRDA se da por medio de
un fenémeno de dying back.

,Por medio de que mecanismos el déficit de frataxina podria estar causando
las alteraciones en el crecimiento y la regeneraciéon axonal en las neuronas sen-
sitivas adultas?. Como lo hemos descrito en el capitulo 1 el crecimiento axonal
y la regeneraciéon axonal dependen de varios procesos celulares entre los que
resaltan la dindmica mitocondrial; la regulacién del citoesqueleto de actina y
microtibulos; y la sefializacion por Ca®T. Una larga linea de evidencia obteni-
da a partir de pacientes,modelos celulares y animales muestra que las células
FRDA presentan alteraciones en la funciéon dindmica mitocondrial (200, 203,
218, 302) que incrementan el estrés oxidativo; alteraciones del citoesqueleto
de actina (213, 214) y microttbulos (215) que afectan la homeostasis axonal,
y una alteracion de las rutas de senalizacion mediadas por Ca?* causadas por
la alteracion de la capacidad tamponadora de calcio por la mitocondria (200,
208, 303).

Entonces siendo que la regeneracién axonal es una respuesta intrinseca de las
neuronas sensitivas que se mantiene durante la vida del organismo, es posible
que la alteracion de todos estos procesos produzcan un dano axonal suficiente
para activar la respuesta regenerativa en los axones sensitivos adultos durante
las primeras etapas de la enfermedad, pero que no podria sostenerse hasta las
etapas mas tardias de la enfermedad, déonde la acumulaciéon del dano axonal
se harfa insostenible.

El estudio de cofilina en las raices de los ganglios dorsales de ratones YG8R
con 24 meses de edad evidencid, un incremento de la actividad de cofilina aso-
ciado con una reduccion de su fosforilacion (Figura 4.14). Este resultado es
interesante debido a que Stern y col. (240) mostraron la importancia de la
regulaciéon de la actividad de cofilina para activar la respuesta regenerativa
axonal del nervio facial murino, particularmente demostraron que para activar
la respuesta regenerativa del nervio facial tras realizar una axotomia in vivo los
niveles de fosforilacion de cofilina (fosforilacion en el residuo Ser3) disminufan
y los niveles de cofilina activa se incrementaban en el axoplasma, lo cual los
autores proponen podria estimular la dindAmica de actina en los extremos mas
distales de los axones axotomizados, facilitando la regeneraciéon axonal. En-
tonces, es viable pensar que la desregulacion de la actividad de cofilina en las
raices de los ganglios dorsales de ratones YGS8R podria indicar la activacion de
la respuesta regenerativa causada por la patologia axonal asociada al déficit de
frataxina. Sin embargo, quedan varios puntos por investigar, como por ejemplo
si la desregulacion de cofilina se mantiene en las raices del ganglio dorsal del
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raton YG8sR y si ésto esta relacionado con la respuesta regenerativa de los
axones sensitivos deficientes para frataxina observada en este trabajo.

En general podemos observar que el déficit de frataxina en las neuronas sensiti-
vas adultas del raton YG8sR reduce la capacidad de crecimiento y regeneracion
axonal comparada con la del ratén control a los 2, 6 y 9 meses de edad, lo cual
apoya la hipotesis de que el déficit de frataxina altera el remodelamiento de las
sinapsis de los axones sensitivos, asi como también la capacidad para regenerar
y reinervar los tejidos diana. Aunque no hemos observado un efecto progresivo
con la edad, consideramos que es muy probable que en tanto aumenta la edad
del organismo,las neuronas propioceptivas podrian estar perdiendo su capaci-
dad intrinseca para formar conos de crecimiento y regenerar sus axones debido
al microambiente patogénico creado por el déficit de frataxina.

De igual manera, es valido pensar que durante el desarrollo, el crecimiento axo-
nal también estaria afectado, asi como la dindmica del cono de crecimiento y la
guia axonal. Trasladando esto a la fisiopatologia que presentan los pacientes,
es muy posible que la inervaciéon de las neuronas sensitivas no sea totalmente
correcta, por no llegar de forma efectiva muchos de los axones a los tejidos
diana. Pocos estudios se han llevado a cabo en pacientes FRDA para estudiar
como es la inervacion final de los axones en las estructuras especializadas tanto
en la piel como en el musculo. Nolano y col. (304) realizaron un estudio de
piel de pacientes FRDA observando que existia un empobrecimiento de inerva-
ciones cuténeas. En este trabajo ponfan de manifiesto la diferencia observada
entre los resultados obtenidos en piel y los previamente descritos en nervio
sural donde no se aprecia afectacion de las fibras desmielinizadas (305). En el
raton YG8R se testaron los husos neuromusculares y su inervacion. El niimero
y morfologia del huso era correcta, y la inervacion de la neurona grupo la tam-
bién, pero el grosor del axon era menor respecto al ratén control C57BL/6J
(139). Todos estos datos, hasta la fecha han hecho pensar que el problema era
una degeneracion tipo dying-back posterior a la inervacion. Fue hasta el afio
2013 cuando Koeppen y Mazurkiewicz (150), gracias a sus estudios en necrop-
sias de pacientes, propusieron que la neuropatologia de la FRDA podria ser
una combinacién entre un retraso en el desarrollo y una degeneracién axonal
tipo dying-back. La cuestién es como y por qué se producia este problema du-
rante el desarrollo. Nuestros resultados permiten apoyar la hipdtesis de que la
inervacién no se pueda producir correctamente, debido a los problemas de cre-
cimiento y guia axonal. Cuando un axén no es capaz de inervar correctamente
puede ser eliminado a través de la muerte neuronal fisiologica (306). Por lo
tanto, la alteraciéon en la dindmica del cono y su afectaciéon en la maquinaria
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5.4 El déficit de fratazina reduce el crecimiento y la regeneracion axonal

de crecimiento axonal y regeneracion explicaria porque en el DRG se puede
apreciar una hipoplasia.
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Capitulo 6

Conclusiones

. Las neuronas sensitivas del DRG del raton YG8R presentan una altera-
cién en la dindamica de los microtiibulos asociada con el incremento de
los niveles de acetilaciéon de los microtiibulos en el segmento axonal cer-
cano al extremo més distal del axén, sugiriendo una posible alteraciéon
del transporte axonal.

. La longitud de las neuritas y el area del cono de crecimiento de las neu-
ronas sensitivas adultas del raton YGS8R estén reducidas de forma signi-
ficativa, sugiriendo una afectacién del homeostasis axonal en los extre-
mos mas distales de los axones sensitivos adultos, los cuales aseguran la
transmision nerviosa desde el sistema nervioso periférico hacia el sistema
nervioso central.

. El déficit de frataxina produce un incremento de los niveles de actina
F y actina G en los conos de crecimiento y en los segmentos axonales
proximales al cono crecimiento de las neuronas sensitivas adultas del ratén
YG8R, sugiriendo que la regulacion del ensamble y desensamble de actina
esta siendo alterada por la ausencia de frataxina en los axones sensitivos
adultos y también en sus extremos mas distales.

. El déficit de frataxina incrementa la actividad de cofilina-1 en las raices
de los ganglios dorsales del ratéon YGS8R a través de la desregulacion de
la actividad de las proteinas que controlan su fosforilacién en el residuo
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Capitulo 6. Conclusiones

Ser3. El incremento en los niveles de cofilina sugiere que ésta estaria con-
tribuyendo al proceso degenerativo axonal de la FRDA bien sea formando
estructuras patogénicas como las barras de actina, las cuales obstaculi-
zan el transporte axonal y la transmision nerviosa, y/6 promoviendo una
reorganizacion aberrante de los filamentos de actina en los axones sensi-
tivos.

5. El déficit de frataxina incrementa la actividad de la quinasa de cofilina-1
LIMKI1 y de la fosfatasa Chronophin en las raices de los ganglios dorsales
del raton YG8R, sugiriendo una desregulacion de la actividad de proteinas

pertenecientes a las vias de sefnalizacién de las GTPasas Rac, Cdc42, y
RhoA.

6. El déficit de frataxina incrementa la expresion del complejo ARP2/3 en
las raices de los ganglios dorsales del raton YGS8R, posiblemente como
respuesta a la hiperactividad de cofilina-1 y sugiriendo un incremento
aberrante de la polimerizacién de actina.

7. El déficit de frataxina produce una regulaciéon a la baja de la expre-
sién de proteinas del citoesqueleto neuronal en los ganglios de las raices
dorsales del raton YG8R. Muchas de éstas proteinas son isoformas de
actina, tubulina, y proteinas reguladoras de la organizacién de los fila-
mentos de actina (Gelsolina, Actinina,Formina) y microtiabulos (MAP1A
y MAP1B). Ademaés, también produce la reduccién en la expresion de las
proteinas que conforman los neurofilamentos, NF-L, NF-H y NF-M. El
déficit de frataxina también causa la reduccion en la expresion de pro-
teinas motoras basadas en microtibulos (quinesinas, dineinas) y en los
filamentos de actina (miosinas). Adicionalmente, el déficit de frataxina
reduce la expresion de proteinas implicadas en el trafico vesicular de la
sinapsis nerviosa como Clatrina, el complejo AP-2 y Dinamina.

8. El déficit de frataxina produce una regulacién a la baja de la expresion
de proteinas esenciales para el crecimiento y gufa axonal en los ganglios
de las raices dorsales del ratén YG8R que incluyen la proteina CRMP2
v las proteinas del citoesqueleto de actina y microttbulos.

9. El déficit de frataxina produce una alteracién de la dinamica del cono de
crecimiento de las neuronas sensitivas adultas del ratéon YG8sR, parti-
cularmente a los 2 meses de edad. Estos conos de crecimiento presentan
una morfologia aberrante, una velocidad de desplazamiento reducida con
angulos de giro més pequenos y patrones de movimiento aberrantes. Es-
tos resultados sugieren que el déficit de frataxina altera la navegacion de
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los axones sensitivos hacia sus objetivos diana durante el desarrollo em-
brionario y posiblemente afecta la funcién de las sinapsis en los tejidos
inervados durante la edad adulta.

10. El déficit de frataxina produce una reduccién en el crecimiento y la re-
generacion axonal de las neuronas sensitivas adultas del raton YGS8sR.
La afectacion es mayor a los 2 meses de edad, sugiriendo una afectacion
durante el desarrollo embrionario.

11. El déficit de frataxina en las neuronas sensitivas adultas del raton YG8sR
produce una incremento de los signos de la degeneracion axonal antes y
después de realizar una axotomia in vitro sin llegar a observar signos
morfolégicos de muerte neuronal en las camaras del SOMA, sugiriendo
que el déficit de frataxina causa la degeneracién axonal de las neuronas
sensitivas mediante el fenémeno del dying back.

En general, todos nuestros resultados hacen plausible la idea de que la muerte
de las neuronas sensitivas del ganglio dorsal que se presenta en los pacientes
FRDA tendrian un proceso degenerativo mediado por un mecanismo de dying
back, que incluye una desregulacion de la actividad de cofilina-1 y la reduccion
de la capacidad intrinseca de las neuronas sensitivas para crecer y regenerar
Sus axones.
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Capitulo 7

Conclusions

. Adult sensory neurons of YG8R mouse model exhibit the alteration of
microtubule dynamics related to the increase of tubuline acetylation. The
results of the experiments suggest that this phenomena is present in the
most distal part of their axons, suggesting an unlikely alteration of axonal
transport.

. Adult sensory neurons of YG8R mouse model exhibit significantly shorter
neurites with smaller neurites growth cones of neurites and a reduction
of the area of growth cones. This phenomena suggests that the axonal
homeostasis is affected in the most distal part of the adult sensory axons,
therefore affecting the transmission of a nerve impulse from the peripheral
to the central nervous system.

. The absence of frataxin in the YG8R mouse produces an increase of fila-
mentous and globular actin into the growth cones of adult sensory neurons
and in the closest axonal segment. This phenomena is an indication of
alterations of the equilibrium of the assembly /disassembly of actin at the
tip of sensory axons.

. The absence of frataxin produces an increase of activity of cofilin-1, parti-
cularly at the roots of dorsal ganglia of YG8R mouse model. This pheno-
mena happens throught the desregulation of the activity of proteins that
regulates phosphorilation of cofilin-1 at Ser3 amino acid. The increase of
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Capitulo 7. Conclusions

the activity of cofilin-1 contributes to the axon degenerative process of
FRDA, specially inpathogenic structures like the actin rods and/or indu-
cing aberrant organization of actin filaments. These structures contribute
to block axonal transport and the transmission of a nerve impulse.

5. The absence of frataxin produces an increment of the expression of the ge-
neral phosphatase Chronophin. In addition, it produces an increase of the
activity of the neuronal specific kinase LIMK1 in roots of dorsal ganglia of
YGS8R mouse model. This observed phenomena indicates a desregulation
of the activity of other proteins upstream in the pathway that regulates
the activity of cofilin like the GTPses Rac, Cdc42, and RhoA.

6. The absence of frataxin produces an increase of the expresion of complex
ARP2/3 in roots of dorsal ganglia of YG8R mouse model. One of the
potencial causes of this phenomena could be a reaction to the hiperactive
cofilin, which suggest an aberrant increase of the polimerization of actin.

7. The absence of frataxin produces downregulation of the expresion of seve-
ral proteins which are part of neuronal cytoskelton in the dorsal ganglia of
YG8R mouse model. Most of these proteins are isoforms of actin, tubulin,
actin and micrutubule binding proteins such as Gelsolin, Actinin,Formin
, MAP1A y MAPI1B, which are responsible for the regulation of the or-
ganization of actin filaments and microtubules. Furhermore, the levels of
the expresion of neurofilaments (NF-L, NF-H y NF-M), isoforms of motor
proteins (which moves through microtubules (kinesin, dynein) and actin
(myosin)) are also dowregulated. Finally, the expression of proteins requi-
red for vesicular traffic were also downregulated (clathrin, AP2 complex
and dynamin).

8. The absence of frataxin in the dorsal ganglia of YG8R mouse model
produces downregulation of the expresion of proteins that regulate (Rufy
and Crmp2), which are important for axonal guidance (actin, tubulin,
actin binding proteins and microtubule bindind proteins).

9. The absence of frataxin induces alterations of growth cone dynamics of
adult sensory neurons of YG8sR mouse model, particularly at 2 months of
age. These growth cones exhibit an aberrant morphology, lower velocity of
growth and an aberrant turning. These results suggest that the absence
of frataxin affects the growth cone pathfinding during development of
sensory neurons. It is likely that this phenomena has an impact on the
sinapsis of inervated tissues during the adulhood.
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10. The absence of frataxin affects negatively neuronal outgrowth and rege-
neration of adult sensory neurons of YG8sR mouse. This alteration is
higher at 2 months of age, suggesting alterations during the development
of sensory neurons.

11. The absence of frataxin in adult sensory neurons of YG8sR mouse produ-
ces an increase of signs of axonal degeneration before and after perform an
in vitro axotomy without observe sighs of death of neuronal somas, sug-
gesting that the absence of frataxin causes axonal degeneration of adult
sensory neurons by a mechanism like dying back.

As a whole, our results make plausible the idea that the death of sensory neu-
rons of dorsal root ganglia that is present in FRDA patients, would involve a
degenerative process like dying back, which includes a deregulation of the acti-
vity of cofilin-1 and the loss of the intrinsec high capacity of sensory neurons
to grow and regenerate their axons.
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Capitulo 8. Anezos

MMMMHO? Nwm mwu_u Muwm %) W.Hw_ iProt Nombre UniProt Funcién abreviada de la proteina
2 77,86 78 P60710 Actin,cytoplasmic 1
49,23 77,87 7 P63260 Actin,cytoplasmic 2
12,56 55,44 39 P63033 Actin,alpha-cardiac
muscle 1
En los vertebrados se han identificado tres
grupos principales de isoformas de actina:
a, By ~v. Las actinas-a se encuentran en
Actin gamma-enteric tejidos musculares y son el mayor constitu-
0 49,20 27 P63268 ’ yente del aparato contractil. Las isoformas
smooth muscle de actinaf y ~ coexisten en la mayoria de
células como componentes del citoesqueleto
y como mediadores de la motilidad celular.
0 19,60 31 P63134 Actin,alpha-skeletal
muscle
211 76,66 43 P6273T Actin, aortic-smooth
muscle
Actin-filament- Incrementa la actividad quinasa del proto-
2 1,70 1 Q5DTUO  associated-protein oncogene tyrosine-protein kinasa SRC.
1-like 2
Componente de uniéon a ATP del complejo
Arp2/3, el cual esta implicado en la regula-
7,79 16,75 4 Q99JY9 Actin-related protein 3  cién de la polimerizacién de actina y media
la formacién de redes ramificadas de actina.

Tabla 8.1: Proteinas subreguladas en el ganglio de la raiz dorsal del ratén YG8R relacionadas con el citoesqueleto de actina
y microtibulos-continuacién
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Capitulo 8. Anezos

Un.Prot- % Cob P

UniProt
Score 95%) (95%) ID

Nombre (UniProt)

Funcién abreviada de la proteina

14,52 16,85 10

Q07076

Annexin A7

Proteina de uniéon a membrana-dependiente
de Ca?* que podria promover la fusién de
membranas y estd implicada en exocitosis.

53,89 45,32 29

P14824

Annexin A6

Proteina de uniéon a membrana-dependiente
de Ca®" que podria regular la liberacion de
los almacenes intracelulares de Ca?*.

30,49 24,84 16

QID2V7

Coronin-7

Proteina reguladora de actina F implicada
en el transporte anterogrado del Golgi al en-
dosoma.

2,07 0,32 1

Q91ZU6

Dystonin

Proteina conectora del citoesqueleto que ac-
tta como un integrador de filamentos inter-
medios, las redes de actina y MTs. En las
neuronas del ganglio dorsal, regula la orga-
nizacién y la estabilidad de la red de MTs y
permite el transporte axonal.

2,16 0,35 1

P11531

Dystrophin

Ancla la matriz extracelular al citoesqueleto
via actina F. Es un componente del comple-
jo de distrofina-glicoproteina que se acumu-
la en las uniones neuromusculares y en una
gran variedad de sinapsis en el sistema ner-
vioso central y periférico.

Tabla 8.3: Proteinas subreguladas en el ganglio de la raiz dorsal del ratén YG8R relacionadas con el citoesqueleto de actina

y microtabulos (MTs)-continuacién
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Capitulo 8. Anezos

Un.Prot- % Cob P UniProt . . . .
Nombre (UniProt Funciéon abreviada de la proteina
Score  (95%)  (95%) ID ( ) P
Proteina asociada a MTs. Durante el desa-
rrollo embrionario del sistema nervioso, re-
. . . gula procesos como la extension y guia axo-
19,83 6,29 10 P14873 ZTQ;O&SWMF associated nal. Durante la edad adulta, regula la estruc-
protein tura y fisiologia de las espinas dendriticas en
las sinapsis glutamatérgicas.
Proteinas de neurofilamentos que incluyen:
NF-L (light-ligero), NF-M (medium-media),
~ y NF-H (heavy-pesada ). Mantienen el cali-
38,65 23,30 23 P19246 Zo_swom_mwm_mbﬁ heavy bre de los axones. El NF-H tiene una fun-
polypeptide cién importante en axones maduros que no
es provista por las otras proteinas de NF .
Neurofilament-light
100,16 68,51 94 P08551 . &
polypeptide
Neurofilament-medium
55,65 41,98 40 P08553 .
polypeptide
Proteina de andamiaje que funciona como
parte del complejo distroglicano en las cé-
lulas de Schwann. Asegura el mantenimien-
31,47 20,92 15 055103 Periaxin to de la vaina de mielina en los axones del

sistema nervioso periférico, esencial para la
transmision normal de los impulsos nervio-
sos y el estimulo sensitivo.

Tabla 8.5: Proteinas subreguladas en el ganglio de la raiz dorsal del ratén YG8R relacionadas con el citoesqueleto de actina

y microtabulos (MTs)-continuaciéon
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Capitulo 8. Anezos

MMMM#O? vam AM wu_u Muwm %) W.Hw:ﬁ.woﬁ Nombre (UniProt) Funcién abreviada de la proteina
Proteina del citoesqueleto que se concentra
en regiones de contactos célula-superficie. Es

10,88 4,68 6 P26039 Talin-1 uno de los mayores componentes de las pla-
cas de adhesion focal.

4,86 1,52 2 Q71LX4 Talin-2

35,43 53,44 22 P683696 Tubulin alpha-1A chain

4 53,44 22 P05213 Tubulin alpha-1B chain

0 48,33 20 P68373 Tubulin alpha-1C chain

0 38,89 13 P05214 Tubulin alpha-3 chain
La tubulina es el mayor constituyente de los
MTs. tubulina es un dimero constituido por
dos polipéptidos: a y S tubulina. Un tercer
tipo de tubulina es la ~, localizada especifi-

. . camente en el centrosoma, donde desempena

0 41,74 18 P68368 Tubulin alpha-4A chain un papel clave en el mbmmhbgmd.m de los %ﬁﬂm.
Los dimeros de tubulina polimerizan para
formar los microtibulos. Tanto la o como la
B tubulina se unen a GTP.

0 30,73 14 Q9JJZ2 Tubulin alpha-8 chain

13 18,43 9 Q7TMM9 Tubulin beta-2A chain
Es importante en el proceso de guia axonal

. . en los tractos axonales del sistema nervioso

0 18,43 9 QICWEF2  Tubulin beta-2B chain central y periférico.

Tabla 8.7: Proteinas subreguladas en el ganglio de la raiz dorsal del ratén YGS8R relacionadas con el citoesqueleto de actina

y microtabulos (MTs)-continuacién
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Capitulo 8. Anezos

Un.Prot- % Cob P UniProt )
Score Amwm ﬁv Amwm ﬁv D Nombre A.C.S;UHO&v

Funcién abreviada de la proteina

9,64 11,94 ) Q9D394 Protein RUFY3

Actua en la generaciéon de la polaridad neu-
ronal y el crecimiento axonal. Regula la lo-
calizacién subcelular de fascin y drebrin en
los conos de crecimiento.

Dihydropyrimidinase-

14,7 21,85 8 008553 related protein 2

Dihydropyrimidinase-
10,54 16,32 6 Q62188 related protein 3
12,13 20 45 - P97427 Dihydropyrimidinase-

related protein 1

Actiian en el desarrollo y la polarizacion
neuronal, en la extension y guia axonal, co-
lapso del cono de crecimiento. Es necesaria
para la senalizacion mediada por semafori-
nas clase 3 y el subsecuente remodelamiento
del citoesqueleto.

Tabla 8.9: Proteinas subreguladas en el ganglio de la raiz dorsal del raton YG8R relacionadas con la extensién y guia axonal
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Capitulo 8. Anezos

Un.Prot- % Cob P UniProt . .. . .
Score A%m %) (95%) TD Nombre (UniProt) Funcién abreviada de la proteina

Proteina motora, su funcién es transportar
vesiculas y organelas a lo largo del extremo
(-) de los MTs (transporte retrogrado en los
27,12 4,69 15 QJHU4 Q%&O@Emﬁ.ﬁ@u&%ﬁﬁﬁ# axones). Este transporte depende de ATP.
U@@/\% chain-1 Su estructura incluye dos cadenas pesadas
idénticas, dos intermedias, y dos subunida-
des pequenas.

Median la unién de la dineina a otras pro-

Cytoplasmic-dynein-1

5,19 9,55 4 088485 . ) . teinas de carga y a proteinas adaptadoras.
intermediate chain-1
Cytoplasmic-dynein-1
6,59 9,97 4 088487 intermediate chain-2
Cytoplasmic-dynein-
1,4 3,25 1 Q6PDLO 1-light-intermediate
chain-2
Proteina citosoélica, esencial para la libera-
2.,43 0,81 1 P39053 Dynamin-1 cion de vesiculas completas.
Es una GTPasa que regula la fusién mito-
condrial y la estructura de las crestas en
7,65 5.63 4 P58281 Dynamin-like 120 kDa la membrana mitocondrial interna(MMI).

protein, mitochondrial Contribuye a la sintesis de ATP y regula la
apoptosis.

Tabla 8.11: Proteinas subreguladas en el ganglio de la raiz dorsal del ratéon YG8R relacionadas con el transporte axonal-

continuacién
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