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Resumen

La Degeneracion Axonal (DA) es un proceso normal del desarrollo del sistema nervioso. La
DA participa junto con otros procesos (como el guiado axonal, el colapso de conos de
crecimiento o la retraccion axonal) en la maduracién de los circuitos neuronales para que
lleguen a ser funcionales. Interesantemente, muchos mecanismos moleculares que
controlan la DA del desarrollo, también participan de la DA en condiciones patologicas,
como en el caso de una lesion axonal (como ocurre en la Degeneracion Walleriana) o en
enfermedades neurodegenerativas (como en Alzheirmer o Parkinson). Es por todo esto que
ha resultado de gran interés en los ultimos anos conocer en detalle los mecanismos
involucrados en la destruccion del axén en diversos contextos. El citoesqueleto axonal
participa directamente en la mantencion estructural y funcional de los axones. Evidencias
previas sugieren un rol de vias de sefializacidon que controlan la dinamica del citoesqueleto
de actina durante el desarrollo, lesiones axonales y algunas patologias. Sin embargo, hasta
la realizacion del presente trabajo no existian evidencias de los cambios directos
provocados por la degeneracion en la estructura del citoesqueleto de actina y sus
componentes asociados, como las estructuras periddicas de citoesqueleto asociado a
membrana de actina/espectrina (MPS, por sus siglas en inglés). En este marco, el
objetivo general de la tesis fue evidenciar cambios estructurales en el citoesqueleto de
actina y el MPS de neuronas sensoriales en un modelo de DA del desarrollo (Privacion de
NGF, PNGF) y en un modelo de Degeneracion Walleriana (DW, corte del axén), mediante
meétodos de microscopia de super-resolusion (STED y Microscopia de Expansion) y
microscopia confocal. En primer lugar evidenciamos que la privacion de NGF provoca
cambios tempranos en el citoesqueleto de F-actina (axones y conos de crecimientos) y por
nanoscopia STED demostramos que el remodelado de MPS es temprano y que su posterior
pérdida precede la fragmentacion axonal. Identificamos su rol clave en la mantenciéon axonal
cuando evidenciamos que la proteccion farmacologica del MPS retarda la fragmentacion de
los axones en vias de degeneracion. En el segundo objetivo, validamos la utilizacion de
Microscopia de Expansion cuantitativa para evidenciar el MPS y evaluar cambios en su
abundancia y organizacion. En el tercer objetivo de la tesis utilizamos esta técnia para
evaluar cambios en el citoesqueleto de actina y en la organizacion del MPS axonales
durante la Degeneracion Walleriana. Pudimos evidenciar cambios tempranos de F-actina
en conos de crecimiento de axones distales. La organizacion y abundancia del MPS,
también fue afectada significativamente a tiempos tempranos de la Degeneracion
Walleriana. Esta pérdida del MPS precedidé la fragmentacion axonal y la disrupcion
farmacolégica de los mismos acelero el proceso de pérdidas de axones. En su conjunto, los
resultados del presente trabajo de tesis, aportan por primera vez datos claves sobre el rol
estructural del citoesqueleto de F-actina y componentes asociados (MPS) en la
mantencion axonal en dos modelos de degeneracion. Sumado a esto, también se logré
poner a punto la técnica de Microscopia de Expansion como método cuantitativo de super-
resolucion para la observacion del MPS utilizando microscopios de fluorescencia
convencionales.



Abstract

Axonal degeneration (AD) is anormal process during the development of the nervous
system. AD is essential, together with other processes such as axon guiding, growth cone
collapse and axon retraction, in shaping functional and mature neuronal circuits.
Interestingly, some molecular mechanisms that control AD during development also
participate in AD in pathological conditions, such as in axonal injury (Wallerian
degeneration) and in neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease. Hence, it is
important get to understand the mechanisms involved in axonal destruction in different
contexts. Previous evidence suggest that regulators of actin dynamics play a role in AD in
various contexts. However, by the time we started this project, it was not known if there was
a change or remodeling of the actin cytoskeleton and associated structures such as the
actin/spectrin membrane-associated periodical skeleton (MPS) in degeneratin axons.
Accordingly, the general objective of the thesis was to characterize possible structural
changes in the actin cytoskeleton and the MPS of sensory neurons in a developmental AD
model (NGF deprivation, PNGF) and in a Wallerian Degeneration model (DW, axon
transection), using super-resolution methods of (STED nanoscopy and Expansion
Microscopy) and confocal microscopy. First, we show that NGF deprivation causes early
changes in the actin cytoskeleton (axons and growth cones) and by STED nanoscopy we
show that remodeling and subsecuent loss of the MPS is early and precedes axonal
fragmentation, respectively. We identify a key role in axonal maintenance when we show that
the protection of MPS retards the fragmentation of axons undergoing degeneration. In the
second objective, we validate the use of quantitative Expansion Microscopy to evidence
the MPS and evaluate changes in its abundance and organization. This allowed us to move
forward with the third objective of the thesis that consisted in evaluating changes the actin
cytoskeleton and the MPS during Wallerian Degeneration. We were able to show early
changes of F-actin in growth cones of degenerating axons. The organization and abundance
of the MPS, was also significantly affected at the early time of the Wallerian Degeneration;
with a further loss in organization preceding axonal fragmentation. Interestingly,
pharmacological disruption of the MPS accelerated axon loss in the context of degeneration
but not in uninjured axons. As a whole, the results of this thesis work, provide key data on
the structural role of the F-actin cytoskeleton and associated components (MPS) in axonal
maintenance in two degeneration models. In addition to this, we introduce quantitative
Expansion Microscopy as a super-resolution method to study the MPS using conventional
fluorescent microscopy.



Glosario y Siglas

Degeneracion Axonal del Desarrollo: eliminacion de neuritas (destruccién axonal)
que ocurre durante el desarrollo embrionario. También conocida como “pruning”.

Pruning: eliminacion de segmentos axonales o dendriticos, como mecanismo de
refinamiento del circuito neuronal maduro durante el desarrollo del sistema nervioso.

Degeneracion local: autodestruccion de ramas laterales o enteras de axones.

Degeneracion por privacion de NGF (PNGF): modelo in vitro de degeneracion
axonal local que se produce en neuronas periféricas por la falta de factor
neurotréfico NGF. Emula la degeneracion ocurrida en el desarrollo del sistema
nervioso periférico en donde los axones compiten por cantidades limitantes de
factores troficos secretados por el tejido que inervan (por ejemplo, la dermis).

Degeneracion Walleriana (DW): degeneracion que ocurre en axones que quedan
separados del soma neuronal luego de una lesién o corte (zona distal de los
axones).

DA: Degeneracion Axonal.
NGF: del Inglés: Never Growth Factor. Factor de crecimiento nervioso.
PNGF: Privaciéon de NGF.

MPS: del Inglés: actin/spectrin Membrane-associated Periodic Skeleton. En este
trabajo identificaremos con esta sigla a las estructuras llamadas: Esqueleto periédico
de actina/espectrina asociado a membrana.

DRG: del Inglés: Dorsal Root Ganglion. En este trabajo identificaremos con esta
sigla al Ganglio de la Raiz Dorsal y Neuronas Sensoriales.

CCs: Conos de Crecimientos de axones.

MT: Microtubulos.

F-actina: Filamentos de Actina

ExM: del Inglés: Expansion Microscopy. Microscopia de Expansién.

STED: del Inglés: Stimulated Emission Depletion. Microscopia de super-resolucion.
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CAPITULO 1: ANTECEDENTES GENERALES

1. Desarrollo del Sistema Nervioso: sefiales que intervienen en la formacion de
un sistema maduro.

Las neuronas son células con morfologia asimétricas, que durante su
desarrollo extienden neuritas de su soma para formar la morfologia que las
caracteriza (cuerpo celular, arbol dendritico y axén). Muchas de esas neuritas no
llegan a formar parte del circuito neuronal maduro: durante el desarrollo del sistema
nervioso, varios mecanismos de control intervienen para que algunas de esas
neuritas crezcan y formen parte del circuito neuronal adulto, y para que otras sean
activamente eliminadas. Esta serie de eventos progresivos sobre el guiado y
crecimiento, pueden ser de efecto positivo o negativo para la extensién neuritica y/o
axonal (Mccormick y Leipzig. 2012; Riccomagno y Kolodkin. 2015).

Por ejemplo; el guiado de axones por sefiales de la Matriz Extracelular (MEC),
sefales fisicas (proteinas de anclaje de la MEC) o quimicas (proteinas difusibles de
la MEC), puede controlar positiva o negativamente el crecimiento neuritico
(Mccormick y Leipzig. 2012). Dentro de las sefales difusibles de impacto positivo, se
encuentran los factores tréficos de crecimiento neuronal como las neurotrofinas (da
Silva y Wang. 2011) y dentro de las sefiales negativas con un rol directo en el guiado
axoénico se encuentran las Semaforinas. Por ejemplo, la Semaforina Sema3A
provoca el colapso de terminales axonicas (conos de crecimiento), un efecto
repulsivo que hace que los axones eviten esa zona y puedan recomenzar su avance
“buscando” el camino correcto a sus efectores finales (Yamamoto y col., 2003); (Fig.
1). Este balance entre sefiales positivas y negativas de regulacion del desarrollo del
sistema nervioso, tiene como unico fin guiar a los axones de algunas neuronas a
establecer sinapsis (neuronas-efectores) correctas, siendo el resultado final el
desarrollo de un circuito neuronal maduro funcional.

+ o+
C

Sefiales quimicas Sefiales quimicas
atractivas:_ repulsivas:
Neurotrofinas Semaforinas
Netrinas Slit

Fig. 1: Esquema que muestra la respuesta de axones ante sefales del ambiente: positivas difusibles (a, verde) y
no-difusibles (c, verde). En (b, rojo) se indica como el axén cambia su direccion frente a sefiales negativas
difusibles, los mismo se muestra en el recuadro (d, rojo) pero frente a sefiales negativa no-difusibles. Imagen
tomada y modificada de Mccormick and Leipzig. 2012.



CAPITULO 1: ANTECEDENTES GENERALES

2. Degeneracion Axonal: La_degeneracion axonal es un _evento normal del
desarrollo.

Durante el desarrollo del sistema nervioso, otro proceso muy comun que
participa en la maduracién del sistema nervioso funcional es la degeneracién axonal
(DA), que puede tener lugar en segmentos pequefios del axén y sus colaterales
(como en el “pruning” o poda) o puede eliminar todo un axén y culminar con la
pérdida de esa neurona y la fragmentacion de los axones (Yaron y Schuldiner.
2016). Lo interesante es, que dichos eventos son altamente conservado en la escala
evolutiva, se ha evidenciado desde insectos hasta mamiferos, lo que sugiere el
importante rol que cumplen los fendmenos de regulacion en la formacion de los
circuitos maduros del sistema nervioso (Liqun Luo y Dennis D.M. O’Leary. 2005;
Neukomm y Freeman. 2014).

Uno de los ejemplos mas citados de la bibliografia es el mecanismo de
remocion de neuritas que ocurre durante la formacién del mapa retinotdopico en
modelos embrionarios de pollo (Nakamuraa and O’Leary. 1989), y ratén (Hindges y
col., 2002; Hoopfer y col., 2006). Al comienzo del desarrollo el crecimiento neuritico
es desorganizado y hay una gran proyeccion de neuritas arborizadas a la region del
teptum-optico. En ambos modelos se observé que durante el avance del desarrollo
se produce una degeneracidén en estas proyecciones neuriticas y solo unas pocas
forman las conexiones finales del mapa retinotépico maduro (Luo y O’Leary. 2005).

Esta degeneracion axonal en el desarrollo ocurre tanto en el sistema nervioso
central como en el periférico y varios estudios han demostrado que el proceso de
“pruning” en los axones periféricos puede ser regulado por la integracion de sefiales
del ambiente. Por ejemplo, la competicion de las neuritas al acceso de factores
troficos de crecimiento liberados en cantidad limitante por los tejidos que tienen que
inervar (por ejemplo; Never Growth Factor, NGF) tiene como consecuencia que solo
las terminales axonales que inervan correctamente su blanco reciben el suficiente
soporte trofico y sobreviven (Hamburger & Levi-Montalcini 1949; Levi-Montalcini
1987; Harrington y Ginty 2013). Esta especie de “competencia tréfica”, provoca la
retraccion local de los que no reciben el suficiente soporte tréfico que puede
continuar con la fragmentacion axonal y finaliza con la muerte neuronal por
apoptosis, tanto en neuronas sensoriales como simpaticas (Harrington & Ginty 2013,
Levi-Montalcini 1987). Esta degeneracion paradigmatica en el desarrollo del sistema
nervioso es de especial relevancia en el presente trabajo ya que nosotros usamos
un modelo en cultivo que emula la degeneracién axonal de neuronas sensoriales por
la pérdida de soporte tréfico ejercido por NGF.

Vias moleculares pro-degenerativas. Los mecanismos moleculares que participan
en la degeneracion axonal hasta el momento no son del todo entendidos. Se han
postulado posibles vias de sefnalizacién que tienen un rol en la activaciéon de
mecanismos pro-apoptoticos durante el desarrollo (Wang y col., 2012); (Fig. 2). Las
Caspasas son proteasas dependientes de cisteinas que desempenan un rol
fundamental en la regulacion del control de la apoptosis (muerte celular programada)
durante el desarrollo y el mantenimiento de tejidos, asi como en algunas
neuropatologias o lesiones (Li y Yuan. 2008; Degterev y Yaun. 2008). Por otra parte,
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las vias de las caspasas son ampliamente conservadas ya que existen evidencias
de su rol en apoptosis en todo el reino animal.

Cuerpo
1 neuronal

1: Neurona sana

_ Privacion NGF
Direccion del avance en el tiempo
dela DA

2 -
». Activacion temprana
N Caspasas
Avance de la fragmentacion 2: Comienzo de la DAYy su avance

Caspasas el tiempo, vias pro-fragmentacién

Calpainas
3 SARMI1

® 3: El avance de la fragmentacion

axonal culmina en la

[ )
° APQPTOSIS muerte neuronal

Fig. 2: Esquema de la Degeneraciéon axonal que ocurre durante el desarrollo: A medida
que avanza la DA (hasta fragmentacidn axonal) las flechas (relleno rojo) sefiala algunas de
las vias pro-degenerativas que se las vinculan en los pasos de avance de la degeneracion
hasta llegar a la apoptosis.

En modelos de privacion del factor tréfico NGF en neuronas sensoriales in
vitro (PNGF, que emulan la degeneracién ocurrida durante el desarrollo) se
evidencio que la eliminacién genética de Caspasa-3 o de Caspasa-6 protegen de la
degeneracion axonal (Unsain y col., 2013; Cusack y col., 2013). Sumado a esto, en
experimentos con ratones knock-out para Caspasas, evidenciaron un retraso en la
poda de neuritas ocurrida durante el refinamiento del mapa retinotépico (Simon y
col.,, 2012). En suma, estas evidencias sugieren que las Caspasas tienen una
activacion local en el axon provocada por la DA en el desarrollo y cuya actividad es
necesaria para la fragmentacién axonal.

Por otra parte, las Calpainas (proteasas dependientes de Ca*), también estan
vinculadas con procesos de remocion neuritica durante el desarrollo probablemente
mediante su participacion en la degradacién de espectrina, clivaje de Caspasas y
degradacion de otros componentes del citoesqueleto, como actina y tubulina
(Billgery col., 1988; Johnson y col.,, 1991; Spira y col.,, 2003). Por ejemplo,
experimentos mostraron que el silenciamiento de Calpastatina (inhibidor endégeno
de la actividad de Calpainas) mediante la utilizacion de ARN de interferencia acelera
la fragmentacion axonal en modelos de privaciéon de NGF (Yang y col., 2013).
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Otra de las vias postulada recientemente en la degeneracién axonal es la
regulada por la proteina SARM1 (sterile alpha and TIR motif containing 1) (Osterloh
y col., 2012; Geisler y col., 2016; Turkiew y col., 2017). Utilizando un modelo murino
de sarm1”- se obtuvieron resultados robustos de la reduccion de pérdida de axones
en estos ratones, tanto durante la privacién de NGF como luego de una injuria
axonal (Killackey y col., 2018). En la préxima seccién detallaremos lo que se conoce
de esta via de sefalizacion, ya que ha sido mayormente estudiada en el contexto de
Degeneracion Walleriana.

3. Degeneracion Walleriana: mecanismos compartidos con la_degeneracion
durante desarrollo y enfermedades neurodegenerativas.

Cuando se produce un corte en axones, la porcion distal (que queda separada
del cuerpo neuronal) inicia una serie de eventos activos que producen su
fragmentacion y posterior degradacion. Este fendmeno fue observado por primera
vez por Augustus Waller en 1850 y por eso se la conoce como Degeneracion
Walleriana (DW, Waller A. 1850).

Interesantemente, los mecanismos que se disparan con el corte axonal y que
inducen la DW son similares a los que ocurren durante la degeneracion del
desarrollo del sistema nervioso (Lou y O’Leary. 2005). Mas aun, algunas evidencias
han demostrado que el inicio de enfermedades neurodegenerativas, que comienzan
con la pérdida de axones y avanzan hasta la muerte neuronal, comparte
mecanismos de procesos locales que suceden en la DW (Dadon-Nachum vy col.,
2011; Kanaan y col., 2013; Neukomm y Freeman., 2014; Tagliaferro y col 2016).
Esto hace que el modelo de DW sea interesante para el estudio in vitro de
mecanismos de degeneracién axonal. No solo por los mecanismos compartidos con
algunas enfermedades neurodegenerativas, sino también porque el corte axonal
desencadena procesos de degeneracidon simultaneos y rapidos en el tiempo, lo cual
facilita su estudio (Coleman y col., 2005).

En base a esto, el posible rol de algunas vias degenerativas han sido
estudiadas en este modelo, por ejemplo; vias Calpainas y Caspasas (Unsain y col.,
2013; Neukomm y Freeman., 2014). Estudios de DW en neuronas sensoriales in
vitro, mostraron que las caspasas parecen no tener un rol clave en axones
sensoriales distales durante esta degeneracion (Unsain y col., 2013). Contrario a lo
que se evidencio en via Calpainas y sus reguladores en numerosos trabajos. Por
nombrar algunos, ensayos in vivo, evidenciaron una proteccion en el citoesqueleto
axonal luego de una injuria en el nervio ciatico de ratones transgénicos que
sobreexpresan Calpatastina, un inhibidor endégeno de Calpainas (Ma y col., 2013);
las Calpainas son proteasas dependientes de Ca*y se ha mostrado que luego del
corte del axén se da un influjo de Ca* que podria activar estas proteasas (George y
col., 1995); las Calpainas aumentan su expresion luego de una injuria (Glass y col.,
2002; Wang vy col., 2012) y la inhibiciéon farmacoldgica de las misma protege a los
axones de su fragmentacion durante la DW (Wang y col., 2000). Por otra parte, hace
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un tiempo atras ya habian sido vinculadas con la degradacion de componentes
proteicos del citoesqueleto, como los son los MT y espectrina, que contienen sitios
concenso de clivaje por Calpainas (Billger y col., 1988; Johnson y col., 1991).

Ensayos in vitro, demostraron que durante la degeneracion de axones distales
existe una reduccién de Calpastatina, y por ende, el control que estas efectuan
sobre las Calpainas, lo cual podria ser el agente gatillador de la fragmentacion
axonal. Estos resultados coinciden con lo observado en ensayos de modelos de
Privacion de NGF (Yang y col., 2013), como discutimos en la seccién precedente.

Otro mecanismo molecular que gatilla la degeneracién axonal fue descubierta
gracias a décadas de estudio de una mutacién espontanea. Se observé que en
ratones de de la cepa C57/WiIds (por las siglas en ingles de “Wallerian Degeneration
slow”) no presentan una destruccion rapida ni total de sus axones durante la DW,
sino que los mismos se mantienen por semanas morfoldgicamente intactos (Lunn y
col., 1989; Perry y col., 1991). Analisis genéticos demostraron que el re-arreglo
gendémico que explica esta proteccion se debia a la sobre expresién de la proteina
Nmat1 (del inglés: Nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase); (Mack y col.,
2001).

Nmat1 estd vinculada a la sintesis de NAD* (del inglés: Nicotinamide Adenine
Dinucleotide) y estudios posteriores demostraron que esa capacidad enzimatica era
la que explicaba la sobrevida axonal (Sasaki y col; 2010; Babetto y col; 2010), ya
que con el solo agregado exdgeno de NAD* al cultivo la DA se ve drasticamente
inhibida poniendo en manifiesto otra via posible de control de la DW (Araky y col.,
2004).

La identidad del sistema sensible al que prevenia la degeneracién axonal fue
un misterio durante décadas. La expliacion vino de la mano del descubrimiento del
rol fundamental de SARM1 en la degeneracion axonal, cuando trabajos en
Drosophila melanogaster como en raton evidenciaron que la deplecion de la proteina
SARM1 retrasa la DW (Osterloh y col., 2012). Interesantemente, esta proteina tiene
la capacidad enzimatica de degradar el NAD* celular y es esa actividad la que
explica que cando SARM1 se activa (por mecanimos aun desconocidos) induce la
rapida degradacion de NAD* y esa pérdida drastica de una molécula central para el
metabolismo celular inicia las vias irreversibles de la destruccion activa del
compartimento axonal (Gerdts y col., 2015; Sasaki y col., 2016). Esto resultados
explican de qué manera el tratamiento con NAD* protege de la fragmentacion axonal
al contrarestar la actividad de SARM1 (Fig. 3).
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Fig. 3: Esquema de lo que ocurre en el axon durante el avance de la Degeneracion Walleriana: Luego de
un corte en los axones se activan diferentes mecanismo de procesos de fragmentacion axonal-distal
separados del cuerpo neuronal. Esto culmina con la fragmentacion total y quedando solo debris celular.

En resumen, en esta primera parte de la introduccion realizamos una revision
general de los mecanismos que intervienen en la Degeneracién en el Desarrollo y/o
pos-injuria axonal. Mecanismos que son compartidos, y vinculados en procesos
iniciales/locales de algunas enfermedades neurodegenerativas.

Como puede verse en la literatura en degeneracion axonal, los mecanismos
moleculares descriptos se centran en vias de sefializacion, pero poco o nada se
conoce sobre cuales son los eventos celulares o moleculares que inducen la
desestabilizacion axonal, que continua con su fragmentacion y pérdida. Como
discutiremos mas adelante, son escasos los trabajos que estudiaron, por ejemplo, el
efecto de la DA en el citoesqueleto axonal. Algunos trabajos evaluaron cémo se
degrada en ultima instancia durante la fragmentacién, pero poco o nada se conoce
sobre si el citoesqueleto se remodela temprano durante el proceso de DA.

4. “La importancia de la citoarquitectura”: citoesqueleto axonal.

Citoesqueleto de Actina. Los filamentos de actina (F-actina) se presentan en las
células eucariotas como una estructura helicoidal formada por monémeros de actina
conocidos como Actina Globular o G-Actina. En las neuronas la F-actina se
encuentra organizada principalmente en haces o redes por debajo de la membrana
plasmatica (esqueleto subcortical) y formando la lamelipodia en el extremo de sus
neuritas (conos de crecimiento) (Fig. 4). La dinamica de sus polimerizacion y
despolimerizacidén y su asociacion con otras estructuras celulares son reguladas por
una variedad de proteinas de union a actina, y en su conjunto son componentes
cruciales de la dinamica y funcion de este citoesqueleto (Pollard y Borisy, 2003; Pak
y col., 2008);
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El citoesqueleto de actina participa en varios procesos del desarrollo neuronal,
como el establecimiento de polaridad, elongacion axonal y transporte vesicular. En el
extremo axonal se encuentra otro compartimiento rico en F-actina, el cono de
crecimiento (CC), que son estructuras dinamicas que dependen en gran medida de
cambios en la organizacion de los filamentos de actina que se encuentran en su
periferia. El CC es el encargado de sensar y de responder frente a diferentes
sefales del ambiente que los rodea para el correcto guiado de los axones durante el
desarrollo (Fig. 4b; Denty col., 2011; Vitriol y Zheng, 2012).

El esqueleto de actina que se forma por debajo de la membrana plasmatica se
encuentra entrelazado con arreglos tetraméricos de espectrina. Este esqueleto
subcortical esta conservado en todas las células eucariotas y es fundamental para
muchas funciones de la membrana plasmatica, como la localizacion de receptores,
la endo- y exocitosis y los cambios de forma de la célula. La microscopia de super-
resolucion permitio descubrir que el esqueleto subcortical de actina/espectrina en
axones se organiza peridodicamente, con anillos de actina separados por tetrameros
de espectrina (Xu y col., 2013), en lo que ahora conocemos como el MPS (por las
siglas en inglés de “Membrane-associates periodic skeleton”). La organizacion y
funciones de esta estructura la discutiremos en las préximas secciones y es uno de
los objetos de estudio de este trabajo de tesis.

a Axon b Cono de Crecimiento

Microtubulos Microfilamentos de F-actina
evsvorssssioeceeysyesee]

® Mondémeros de Actina

Microfilamentos

Fig. 4: Esquema de los componentes de citoesqueleto presentes en los compartimientos axonal. a)
esquema de axdn con Microtubulos (lineas verdes), y Microfilamentos de F-actina formando una malla
asociada a membrana plasmatica (lineas rojas). b) esquema que representa el Cono de Crecimiento.
Ndtese, que estas estructuras son ricas en F-actina. c) dibujos de los diferentes componentes de
citoesqueleto axonal.
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Rol del citoesqueleto axonal en procesos de degeneracion. Es sabido, que el
citoesqueleto axonal tiene un rol fundamental en la estabilidad e integridad de los
axones neuronales (Luo y O’Leary. 2005). La funcién y desarrollo de estas células
depende en gran medida de un buen funcionamiento del citoesqueleto. Dado que
este componente proteico celular es de gran importancia para la migracion,
proliferacion, establecimiento de sinapsis (Kapitein y col., 2015; Dogterom y col.,
2019) y polarizacion neuronal (Witte y col., 2008; Conde y col., 2009).

La gran cantidad de revisiones del tema publicadas en los ultimo afos reflejan
el gran interes de la comunidad cientifica en el rol de los componentes del
citoesqueleto microtubular para controlar varios fenémenos que ocurren en el axén
desde su desarrollo, estabilidad, elongacion, regeneracion y en algunas neuropatias
(Dent y Getler. 2003; Witte y col., 2008; Schafer y col., 2016; Miller y Suter. 2018;
Malacrida y col., 2019).

Primeras aproximaciones demostraron que tratamientos farmacolégicos que
afectan la polimerizacién de la F-actina y microtubulos (MT) mostraron que la
disrupcién de ambos componentes causa un efecto en la estructura y dinamica
axonal (Solomon y Magendantz.1981). Esto sugiere que cambios en los
componentes del citoesqueleto quizds puedan vincularse con la degeneracion
axonal. Esta idea es apoyada por ensayos que demostraron que la desestabilizacion
farmacoldgica del citoesqueleto de actina (Citochalasina-D) puede activar vias pro-
degenerativas DLK (del inglés: Dual Leucine Zipper Kinase) y JNK (del inglés: c-Jun
N-terminal Kinase) en neuronas sensoriales (Valakh y col. 2015).

Por otra parte, se demostré que existe una degradacion temprana de MT en el
‘pruning” axonales que ocurre durante el desarrollo. Lo que también fue observado
en la Degeneraciéon Walleriana donde se da una fragmentacion de MT durante el
proceso de desmantelamiento de los axones distales (Zhai y col., 2003). Estos
hallazgos permiten pensar que vias de regulacion del citoesqueleto pueden estar
vinculadas en algunos de estos procesos normales y/o patolégicos de DA.

Posible rol del citoesqueleto de F-actina en la degeneracién axonal. Una de las
vias mas estudiadas de regulacién del citoesqueleto de actina, son las vias de
sefalizacion de las familias de pequefas proteinas Rho-GTPsas (como RhoA, Rac y
cdc4?2). Esta familia de proteinas monoméricas-G es activada cuando se unen a
GTP, por intercambio de guanina (GEFs), y son desactivadas por la unién a GDP
(por intercambio por GAPs). Esta unién a proteinas activadoras y no activadoras de
GTPsas promueve el mecanismo de control de las mismas (Hall y Lalli. 2010).

La unién a GTP de estas proteinas inicia la activacion de cascadas de
sefalizacion que causan un efecto en la reorganizacién y dinamica del citoesqueleto
de actina. Por ello, las mismas se vinculan en la regulacion de cambios en la
morfologia interna del citoesqueleto neuronal y por ende tienen un alto impacto en
los cambios morfolégicos neuronales (Hall y Lalli. 2010; Spillane y Gallo. 2014).
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Varios trabajos han sugerido que proteinas que modulan la dinamica del
citoesqueleto de actina participan en procesos neuro-degenerativos en diferentes
modelos. Por ejemplo, la activacion de RhoA luego de realizar un corte a axones de
neuronas Hipocampales juega un rol clave en la degeneracién axonal (Garland y
col., 2012). Sumado a esto, el tratamiento con farmacos que desestabilizan la F-
actina axonal se ha evidenciado que promueven la activacion de vias pro-
degenerativa (Valakh y col., 2015).

Otro hallazgo interesante, fue que la reducciéon del complejo proteico
ENA/VASP que esta implicado en el control de la neuritogénesis, mas el tratamiento
con un inhibidor de ROCK (via RhoA/ROCK) causa un efecto en la neuritogénesis
neuronal lo que enuncia la vinculacién de esta via en el control neuritogénico de la
neurona (Franco y col., 2010). Sumado a esto, existen numerosos resultados que
aportan evidencias del rol de las vias de regulacion del citoesqueleto de F-actina
como, la ADF/cofilina (Heredia y col. 2006), en modelos de neurodegeneracion
(Tonges y col. 2012; Cook, Bolkan y Kretzschmar 2014).

En su conjunto, estos estudios sugieren que la modificacion del citoesqueleto
de actina es un mecanismo comun a diversos procesos de desarrollo vy
degenerativos. Sin embargo, no existen evidencias que vinculen cémo estas
numerosas cascadas de sefalizacion afectan la estructura y funciéon del
citoesqueleto de actina axonal durante procesos neurodegenerativos.

5. “La comunidad del anillo”: Esqueleto periodico de actina/espectrina
asociado a membrana (MPS)

Cambios dinamicos en la estructura y forma de la membrana
plasmatica celular son clave para diversas actividades celulares, como puede ser la
adhesion al sustrato, la migracién, la excitabilidad celular, etc. Un complejo proteico
de proteinas filamentosas (cuyos principales componentes son la actina y
espectrinas) forman lo que se denomina el esqueleto subcortical, la cual esta
conservadas evolutivamente (Bennett and Baines, 2001; Baines, 2010).

Estas proteinas de citoesqueleto también se encuentran en neuronas y se las
han vinculado en la importancia de la organizacion del fenotipo celular neuronal. Por
ensayos de delecion de diferentes miembros de la familia de las espectrinas, como
las all, BII, Bl y BIV y mutaciones en humanos de estas, demostraron drasticos
defectos fenotipicos del sistema nervioso (Parkinson y col., 2001; Ikeda y col., 2006).
Por otra parte, la falta de estas proteinas también se la ha asociado con la
desorganizacion de canales iénicos y defectos en la mielinizacién de nervios
causando graves efectos funcionales (Komada and Soriano, 2002; Zhang y col.,
2013; Huang y col., 2017).

Evidencia de citoesqueleto asociado a membrana de actina/espectrina en el
sistema nervioso. Gracias a la microscopia de super-resolucion, se descubrié que
este complejo proteico presentaba un ordenamiento especifico en los axones
neuronales. Utilizando Microscopia de Reconstruccién Optica Estocastica (STORM),
se evidencio una ordenada micro-arquitectura a lo largo del axén, una periodicidad
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de 190 nm y fueron denominadas como estructuras periddicas de citoesqueleto
asociado a membrana de actina/espectrina (MPS; Xu et al, 2013).

Esta periodicidad que las caracteriza (190 nm) se encuentra por debajo del
limite de resolucion lo que evidencia la importancia de la aparicién de las técnicas de
nanoscopias para el descubrimiento de las mismas. Esta separacion esta formada
por el arreglo alternado de “anillos” de F-actina transversales al axon, vinculados
entre ellos por “espaciadores” de tetrameros de espectrina, lo cual forma un
citoesqueleto periodico asociado a la membrana de los axones (Fig. 5; Xu y col.,
2013).

Luego de su descubrimiento, otros grupos de investigacion ampliaron las
observaciones basicas del MPS, utilizando diferentes marcadores, nanoscopios,
tanto in vivo como in vitro (Zhong y col., 2014; D’Este y col., 2016); y esta marca ha
sido evidenciada en axones maduros y menos organizadas en dendritas, de todos
los tipos neuronales examinados desde nematodos hasta el humano (Xu y col.,
2013; D’Este y col., 2016; He y col., 2016).

Por otra parte, en zonas como el Segmento Inicial del Axén (AIS; del inglés:
Axon Initial Segment) se observaron asociados con otras proteinas de citoesqueleto
de membrana (Ankirina G y B-IVespectrina) distintas a las que componen los
axones, donde sus componentes principales son F-actina/Bll-espectrina y Ankirina B
(Leterrier y col., 2015; D’Este y col., 2017). Esto resultados aportan a la idea de que
cada compartimiento neuronal tiene especificidad de componentes proteicos y
ordenamiento de los MPS. Si bien se han evidenciado en nervios ciatico y en el
sistema nervioso central (Xu y col.,, 2013; D’Este et al., 2015), los trabajos mas
publicados de estas estructuras fueron hechos con cultivos neuronales.

Mas alla de estos avances, aun no existen evidencias exactas de cual es el rol
de estas estructuras en el compartimiento axonal, si bien trabajos postulan de la
importancia de los MPS en mantener el calibre axonal (Leite y col., 2016), otros
hacen referencia que los componentes minimos (F-actina y Bll-espectrina) del MPS
estan intimamente asociados para mantener la estructura de los axones. Esto
ultimo, lo demostraron utilizando tratamientos farmacolégicos contra F-actina y un
Knock-down de Bll-espectrina, donde un efecto en alguno de los dos componentes
da como resultado la pérdida estructural periédica del otro (Xu y col., 2013; Zhong y
col., 2014).

Desestabilizacion de actina, su efecto en los MPS y la estabilidad axonal. El
tratamiento con diferentes drogas que depolimerizan F-actina que actuan de
diferente forma: Latrunculina sobre los monémeros y previene su incorporacion en
F-actina, mientras que la Citochalacina-D se une al extremo (+) de F-actina y
previene la incorporacion de nuevos monémeros. Estos tratamientos revelaron en
distintas zonas axonales diferentes efectos en el MPS; por ejemplo, la Citochalasina-
D afecta los MPS en dosis mas bajas y mas rapido que Latrunculina-A (Xu y col.,
2013; Qu vy col., 2017). Por otra parte, en la region del segmento inicial del axén
ambas drogas en dosis altas no causan efecto en los MPS (Leterrier y col., 2015).
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En base a esto, un grupo de investigacion se focalizé en el estudio de qué
tipos de reguladores de la polimerizaciéon de actina podria ser relevantes para la
estabilidad del MPS. Demostraron que la delecion en D. melanogaster de factores
de elongacién de actina (tipo profilina de mamiferos) no provocan cambios en la
abundancia del MPS; y por lo contrario, la delecién de nucleadores de actina si
cambian la abundancia de estos (Qu y col., 2017). Lo que sugiere que los “anillos”
de actina del MPS estan formados por filamentos cortos de alto recambio.

Pero la importancia del MPS en la estabilidad axonal no se comprende con
claridad hasta el momento. Estudios de desestabilizacion de F-actina demostraron
que un efecto a este componente del MPS no se acompafna con la destruccion de
axones en condiciones basales (Zhong y col., 2014; Valakh y col., 2015; Qu y col.,
2017; Unsain y col.,, 2018b). Sumado a estos resultados, la utilizacion de
herramientas moleculares en D melanogaster también evidencid que la delecién de
componentes de MPS no causan una destruccion axonal basal (Qu y col., 2017). Sin
embargo, ensayos en Caenorhabditis elegans, mutantes para [-espectrina
mostraron que sus axones son mas fragiles y sufren ruptura axonal frente un
movimiento mecanico (Hammarlund y col., 2007; Krieg y col., 2017). Si bien la falta
de componentes del MPS en diferentes modelos parece no causar per-se la
fragmentacion axonal. En estos ultimos datos citados podrian dar indicio que quizas
la falta de componentes del MPS, como por ejemplo la espectrina, haga a los
axones menos estables frente a una situacion de estrés.

Sin embargo, no existen evidencias directas de la relaciéon de los MPS y
estabilidad de los axones. Si bien, los reportes antes mencionados dan indicios de
que estas nuevas estructuras podrian ser claves para, el desarrollo, morfologia y
control de funciones del axéon. Pero ninguna postula un rol directo en procesos
fisioldgicos y/o pos-injuria. Lo cual hace interesante saber cémo impactan cambios
estructurales de los MPS durante estos procesos, y cual es su efecto en la
mantencion y funcionalidad axonal.
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Fig. 5: Distribucion y proteinas del MPS de células neuronales: A) esquema que muestra las zonas
neuronales donde se encuentran MPS, su grado de organizacion y abundancia. B) imagenes STED de
axones marcados para evidenciar B-llespectrina (barra de escala 1um). C) esquema que muestra
componentes de actina y espetrina que conforman los MPS axonales. También se citan trabajos que

marcan diferentes
modificada de Unsain y col., 2018b.

proteinas con diferentes microscopias de super-resolucion. Imagen tomada y
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6. Nanoscopia de fluorescencia: microscopias de super-resolucién

Uno de los logros mas relevantes de la fisica de los ultimos tiempos fue poder
“saltar” el limite de resolucion en microscopias de fluorescencia. La luz tiene una
difraccion fisica caracteristica, confiriendo a los sistemas 6pticos un limite de
resolucion que esta en el orden de los 200-300 nm; casi dos 6rdenes de magnitud
mas que el tamarfio de una proteina tipica. En los afios 2009 y 2010, se propusieron
diferentes técnicas que lograron “romper” esa limitante utilizando diferentes modelos
de nanoscopias que podian sortear el limite de difraccion luminica, lo que fue una
revolucion cientifica y las diferente técnicas de Microscospia de super-resolucion (o
nanoscopias de fluorescencia) prometen causar un gran impacto en investigacion
en ciencias biolégicas y médicas (Stefan W Hell. 2009; Huang Bo. 2010).

La microscopia de STED (del inglés: Stimulated Emission Depletion, Hell y
col., 1994), STORM (del inglés: Stochastic Optical Reconstruction Microscopy, Klar y
col., 2000) y PALM (del inglés: Photoactivated Localization Microscopy, Rust y col.,
2006) constituyen las técnicas de super-resolucion mas utilizadas. En este tabajo
utilizamos principalmente STED, por lo que nos centraremos a explicar en detalle su
funcionamiento. Las técnicas de STORM y PALM son ejemplos de las técnicas que
se conocen como de “localizacién de molécula unica”, cuyos detalles puede leerse
en diversas revisiones (Igarashi y col., 2018).

Microscopia de super-resolucion por deplecion de la emision estimulada,
STED. Es una microscopia de escaneo de campo lejano (far-field), que sobrepasa el
limite de difraccion normal de la luz. La misma consta de dos haces de luz, uno de
excitacion y otro de deplecién. ElI haz de excitacion es el haz de escaneo y
excitacion que es creado por un haz focalizado en el espacio, como en un
microscopio confocal. A los pocos nanosegundos, se enfoca un segundo haz de
“deplecion”, que envia los fluoréforos recientemente excitados a un estado de des-
excitacion (estado cero sin emision de fotones). La ganacia en resolucién se da
gracias que el haz de deplecién tiene forma de rosquilla, lo que hace que en el
centro su energia sea cero. La deplecién asi lograda hace que el ancho de la luz
difractada por la primera excitacién sea mas angosta, porque lo que esta alrededor
en enviado a un estado “oscuro” (sin emision de fotones gracias al impacto del haz
de deplecion). Asi se obtiene, punto por punto durante el escaneo confocal, que la
PFS efectiva sea mas pequefia y por ende se logre una mayor resolucion
(disminuyendo el limite de resolucion; Fig. 6). Cada fluoréforo tiene una longitud de
onda particular a la que puede ser excitado, y otra a la que ese mismo fluoroforo
puede ser “depletado” en el estado excitado. Y por tanto, esto condiciona los lasers y
fitros de excitacion y deplecion de equipo de STED. En Materiales y Métodos
(Capitulo 6) se detallan las particularidades del sistema 6ptico usado.
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Fig. 6: Esquema del funcionamiento bdsico de microscopia de super-resolucion STED: Se muestra
la excitacion en x/y. El recuadro indica el sistema de haces con la Donut, centro de la Donut punto
cero (en el esquema identificada como Donna), al rededor zona de saturacién y deplecion de la luz.
Como resultado da una PSF efectiva menor que microscopia confocal, 43nm vs. 189nm. Imagen
tomada y modificada de Huang y col., 2009.

7. Microscopia de Expansion de Proteinas: “saltar” los limites de resolucion
utilizando microscopia de fluorescencia convencional

La microscopia de fluorescencia es una de las técnicas mas utilizadas en las
ciencias biolégicas y médicas. El poder evidenciar una marca especifica depende de
la caracteristica del microscopio, es decir, su limite fisico de difraccién de la luz que
dara el limite de resolucion del mismo. Hasta no hace mucho tiempo este limite se
encontraba en unos pocos ciento de nandmetros, tamafo que es mas grande que
las moléculas bioldgicas. Las microscopias de super-resolucion (nanoscopias de
campo lejano) han permitido a investigadores poder evidenciar moléculas unicas o
estructuras biolégicas que estaban por debajo de este limite (Huang y col., 2009;
Hell, S.W.2010).

El surgimiento de las nanoscopias ha sido un gran avance para el estudio de
la micro-arquitectura celular por flourescencia. Sin embargo, no todos los centros de
investigacién cuentan con este tipo de tecnologias, lo cual es una limitante a la hora
de avanzar en algunas lineas de investigacion. En el afio 2015, Chen vy
colaboradores, desarrollaron la Microscopia de Expansién (ExM) que permite
obtener super-resolucion utilizando cualquier microscopio de flourescencia
convencional (confocal, epifluorescencia, etc; Chen y col., 2015).

La ExM consiste en anclar una muestra inmunomarcada en un hidro-gel, el
cual recibird una leve digestion enzimatica, y posteriormente por didlisis de agua
(gel-espécimen) sera expandido. El resultado final de esta expansion, es la
separacion fisica e isométrica de los anticuerpos marcados (Fig. 7 y “Materiales y
Métodos”). Los trabajos publicados hasta la fecha, evidencian que en una
preparacion de rutina el gel puede expandirse hasta ~4 veces por dimension. (Chen
y col., 2015; Chozinski y col., 2016; Tillberg y col., 2016). El resultado final, es la
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obtencion de imagenes que tiene una resolucion lateral que es ~4 veces mejor que
la del sistema o6ptico utilizado.

Desde entonces, varios trabajos se han publicado con la puesta a punto de
dicha técnica con diferentes ajustes y/o variaciones metodolégicas, dependiendo de
la marca a utilizar (flouroéforo, sondas, proteinas flourescentes) y el tipo de
espécimen. Todos estos trabajos, aportaron al avance metodoldgico de la misma, lo
que ha permitido ser utilizada para observar estructuras biolégicas en, células,
tejidos y hasta en diagndsticos de anatomia patoldgica, entre otros (Asmamaw y
col., 2018; Wassie y col., 2019).

Por otra parte, esta técnica ha sido tan novedosa que trabajos se han
focalizado, en el mejoramiento de la misma para aumentar su resoluciéon. Con la
Microscopia de Expansion (ExM) de rutina se obtiene aproximadamente una
resolucion entre 60-70nm y; la union de ExM con microscopia de super-resoluciéon
STED ha mejorado esta resolucion (~21nm); (Li y col., 2018). Por otra parte, la suma
de protocolos que realizan cambios en la concentracién del compuestos de solucion
que componen el hidro-gel y desnaturalizando las proteinas en vez degradarlas
enzimaticamentes (con Protinasa-K), se llegd a una resolucién parecida ~20nm, lo
que llamaron Ultra-Expansion, (Gambarotto y col., 2019). Todos estos trabajos
aportaron al crecimiento de la técnica y a la posibilidad de obtener super-resolucion
con la microscopia convencional que esta disponible en la mayoria de los centros de
investigacion.

a b Expansion

isometrica del gel

crosl\r]k\ng Gelificacion
IF proteinas b

Anticuerpo Red
Secundg}io r-"’IHpoI\'merica

Célula pre-Exp Célula pos-Exp

Fig. 7: Esquema que representa el procedimiento de la técnica de Microscopia de
Expansion: a) pasos a seguir luego de realizar una inmunomarcacién (IF) de la muestra a
expandir. Anclaje de proteinas (“crosslinking”), inclusién en el hidrogel (gelificacidn),
degradacién (leve) enzimatica (Pro-K) y b) expansidn por dialisis de agua, esquema que
representa la muestra expandida anclada a la red de polimero (hidrogel), debajo se
muestran imagenes de células HEK293T (marcadas para evidenciar Tubulina) pre y pos-
Expansion. Noétese, que en el campo de la imagen expandida no se llega a observar una
célula entera. Imagen tomada y modificada de Tillberg y col., 2016.

20



CAPITULO 1: MOTIVACION-ORGANIZACION DE LA TESIS

8. Motivacion y organizacién de la tesis

El trabajo de tesis se enmarca dentro de la caracterizacion de cambios en el
citoesqueleto de actina en diversas modalidades de degeneracion axonal en
neuronas sensoriales. Si bien, existen publicaciones de la vinculacién de vias de
regulacién del citoesqueleto de actina en procesos de degeneracién aun se
desconoce cual es el efecto en el citoesqueleto axonal y si cambios estructurales de
la F-actina tienen un impacto en la funcionalidad de los mismos. Por otra parte, el
surgimiento de técnicas de nanoscopia hicieron posible el descubrimiento de
estructuras nuevas del citoesqueleto de membrana de F-actina/espectrina, MPS, de
los cuales hasta la fecha se han planteado diferentes hipotesis de su rol en
condiciones basales en el compartimiento axonal, pero no exiten evidencias de su
rol en procesos de avances en la destruccion axonal (degeneracion). En este sentido
creemos que conocer el efecto en el citoesqueleto de actina nos permitira evidenciar
de qué manera esta estructura neuronal puede estar cumpliendo un rol en el avance
de la destruccion axonal que ocurre al final del proceso de degeneracion.

El trabajo de tesis se presenta en el siguiente orden, en primer lugar se realiza
una introduccién general del problema de estudio (Capitulo 1). Los Capitulos 2, 3y
4 detallan los resultados obtenidos de los 3 objetivos especificos del proyecto. En el
Capitulo 5 se presenta la discusion general de los resultados obtenidos y
perspectivas a seguir. Por ultimo, el Capitulo 6 describe los materiales y
metodologias utilizadas.
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CAPITULO 1: HIPOTESIS-OBJETIVOS

HIPOTESIS

La degeneracidn axonal induce rapidamente un remodelado del citoesqueleto de
actina y componentes asociados que intervienen en la mantencion de los axones
durante el avance de la degeneracion hasta llegada la fragmentacién axonal.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el remodelado del citoesqueleto de actina durante degeneracién temprana y
su efecto en la mantencioén y funcion axonal.

Objetivos Especificos

1. Caracterizar la respuesta del citoesqueleto de actina en axones sensoriales en un
modelo de degeneracion del desarrollo por privacion de NGF.

2. Caracterizar y validar la técnica de Microscopia de Expansién para la observacion
y cuantificacidon del esqueleto periddico de actina/espectrina asociado a membrana.

3. Caracterizar la respuesta del citoesqueleto de actina en axones sensoriales en un
modelo de Degeneracion Walleriana por corte de axones.
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Capitulo. 2

Respuesta del citoesqueleto de actina en axones
sensoriales en un modelo de degeneracion del
desarrollo por privacion de NGF.

Resultados del objetivo especifico # 1
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CAPITULO 2: RESULTADOS-Introduccién Especifica

Introduccion especifica:

Durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso no todas las neuritas
en crecimiento llegan a formar los circuitos neuronales maduros y la consecuente
pérdida de neuritas es un evento normal durante el desarrollo. La Degeneracién
Axonal (DA) del desarrollo comienza como un evento local que induce fragmentacién
axonal y en la mayoria de los casos culmina con la muerte neuronal (Luo y O’Leary.,
2005; Riccomagno y Kolodkin. 2015). Interesantemente, la pérdida temprana de
neuritas y sinapsis caracteriza a diversas enfermedades neurodegenerativas (tales
como Alzheimer, Parkinson, Glaucoma, etc) y muchas evidencias sugieren que los
mecanismos de remocion de neuritas que ocurren durante el desarrollo embrionario
también se activan en el transcurso de la degeneracién axonal en dichas patologias
(Luo y O’Leary 2005; Saxena y Caroni 2007; Tonges y col. 2012). Existen
numerosos mecanismos moleculares de regulacion del citoesqueleto neuronal
(filogenéticamente conservados) que participan activamente en la remocién selectiva
de neuritas durante el desarrollo, que pueden o no estar seguidas de la muerte
neuronal. Pero poco se sabe cual es el rol estructural y funcional del citoesqueleto
de actina en la DA. Si bien, existen algunos trabajos que demuestra la participacion
de vias de senalizacion que modulan la dinamica del citoesqueleto de actina
(polimerizacion y despolimerizacion) en procesos de degeneracion axonal. Por
ejemplo, el rol de la familia de las pequefas GTPas, RhoA, donde su actividad
aumenta luego de una lesién en el axon (Garland y col. 2012), o la intervencion de
ROCK en la retraccién axonal dada por sefiales negativas (Franco y col., 2010).
Como también existen evidencias que demuestran el rol de proteinas de unién a
actina (ADF/cofilina) que desempefian un papel central en la dinamica de los
filamentos de la misma en modelos de la enfermedad de Alzheimer (Heredia y col.,
2006). Sin embargo, no existian evidencias de cuales son los cambios que ocurren
en el citoesqueleto de actina y sus componentes asociados en la Degeneracion
Axonal.

En este contexto, el primer objetivo de la tesis se focalizé en el estudio del
impacto de la Degeneracion Axonal del Desarrollo en el citoesqueleto de actina y
estructuras asociadas (como el MPS). Utilizando como modelo de estudio, cultivos
de Explantos DRG (neuronas sensoriales) a los cuales se les realizdé una privacion
de NGF. La eleccion del modelo fue tres razones: (a) a los 3 Dias In Vitro (3DIV)
presentan un crecimiento axonal hasta de 1mm de largo; (b) las mismas no
desarrollan dendritas, por ende, todos los fendmenos observados son puramente
axonales y (c) estas neuronas son capaces de responder a la falta de NGF
degenerando sus axones (modelo que emula la Degeneracion ocurrida en el
Desarrollo del sistema sensorial).
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CAPITULO 2: RESULTADOS-Objetivo especifico 1

1. Caracterizacion de los cambios del citoesqueleto de F-actina en los
compartimientos neuronales, axén y cono de crecimiento durante el modelo de
Degeneracioén por Privacion de NGF.

1.a) Caracterizacion de la fragmentacion axonal: lo primero que nos preguntamos
fue en que momento de la Privacion de NGF (PNGF) comienzan la fragmentacion
axonal para ello a cultivos de Ganglio de la Raiz Dorsal (DRG) de 3 dias in vitro se
les indujo Degeneracion Axonal (DA) por PNGF a diferentes tiempos (3, 12, 18, 24
horas) de este modo realizamos un seguimiento temporal de la respuesta de los
axones a dicha privacion. Los resultados obtenidos, demostraron que a las 18 horas
de provocada ésta los axones comienzan el proceso de la fragmentacién axonal (2-
Fig.1 a) que sigue hasta la 24 horas (2-Fig.1 b). Lo que nos sugiere que la
fragmentacion axonal es tardia en el tiempo en este modelo de DA.

Horas de PNGF
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Fig. 1: a) Imdgenes del proceso de fragmentacidon axonal, durante PNGF en el curso temporal
(axones tefiidos contra BllI-tubulina). b) Grafico que muestra la caida del % de axones fragmentados
comparados con el control NGF, en el avance del tiempo de la PNGF. Nétese que las 18 horas se da
una caida que es constante hasta las 24 horas. Se puede observar en las imagenes las zonas donde
comienzan a perderse axones o la morfologia que presentan los mismos en las imagenes control
(NGF). Barra de escala: 100um.
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CAPITULO 2: RESULTADOS-Objetivo especifico 1

1.b) Efecto en el citoesqueleto de actina: en este punto evaluamos el efecto en la
F-actina total en el compartimiento axonal en cultivos que estuvieron privados solo 3
horas (PNGF). Observamos un cambio en la intensidad de F-actina, en el
compartimiento axonal que no es acompafada con la fragmentacion de los axones
(imagenes de axones tenidos contra a-tubulina) (2-Fig.2 a). Consistentemente, los
estudios cuantitativos mostraron que existe una baja del 40% de F-actina en el axén
privado de NGF en comparacién con los axones control (2-Fig.2 b). Este resultado
demuestra que el citoesqueleto de actina tiene una respuesta temprana a la
degeneracion axonal provocada por la falta de NGF y esto sucede antes que
comience la fragmentacion axonal (18 horas en adelante).
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Fig. 2: Efecto de la PNGF en los niveles de F-actina en axones. a) Imagenes de axones DRG inmunomarcados para
evidenciar a-tubulina y F-actina, en presencia de NGF o luego de 3 horas de privacion de NGF. b) Cuantificacion de la
intensidad de la tincién con Faloidina-Rodamina en el compartimiento axonal (axones con NGFy PNGF por 3 horas).
Barra de escala: 50um. Los datos se representan como media * SEM con una repeticion de un n=3 cultivos y la
cuantificacion al menos 20 imagenes por experimento.

1.c) Respuesta temprana de la actina en Conos de Crecimiento (CCs): Mediante
el método cuantitativo que hemos puesto apunto en el Laboratorio (ver Materiales y
Métodos), evidenciamos que la PNGF causa cambios en la estructura de
citoesqueleto de F-actina de CCs. Observamos que a las 3 horas de ser inducida la
privacion, estructuras constituidas mayoritariamente por F-actina, como lo son los
CCs, mostraron un notorio cambio morfolégico (2-Fig.3 a y ¢). Se pudo evidenciar
que a 3 horas de PNGF las estructuras Filopoidales o Lamelares (2-Fig.3 b, b’) de
los CCs, se pierden, bajando significativamente la presencia de F-actina (2-Fig.3 d,
d’); (2-Fig.3 e). En la literatura, este cambio drastico en la morfologia de los CC se lo
conoce como “colapso” y es un fendmeno ampliamente descripto en respuesta, por
ejemplo, a ligando repulsivos.
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CAPITULO 2: RESULTADOS-Objetivo especifico 1
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Fig. 3: La PNGF provoca el colapso temprano de conos de crecimiento. Imdagenes de CCs control
NGF y PNGF por 3 horas (a y c). Los insertos 1 y 2 muestran CCs sanos con una marcacion de F-
actina (estructuras Lamela y Filipodios) (b y b’). Los insertos 3 y 4 muestran los efectos tempranos
de la PNGF en estas estructuras, mostrando una marcacion baja o retraida de F-actina (d, d’). e)
Cuantificacion de pérdida de CCs sanos. Barra de escala: 10um (d’) y 2um (c). Los datos se
representan como media + SEM. Con una repeticion de un n=3 cultivos y la cuantificacién de 10
campos que incluyeran al menos 4 tips (terminaciones del axén) por experimento.

2. Remodelaciéon temprana del esqueleto periédico asociado a la membrana de
actina/espectrina (MPS) de los axones durante la degeneracién por PNGF.

2.a) Caracterizacion de MPS por microscopia STED: En este punto nos
propusimos evidenciar el MPS utilizando dos tipos de marcas para ser observados
en axones DRG control. Se utilizé por un lado faloidina (para evidenciar F-actina) y
por el otro la inmunomarcacion de Bll-espectrina. En ambos casos se pudo observar
la distribucion periddica caracteristica del MPS. La medidas de los periodos fueron:
193+21nm, para F-actina y 191+28nm, para [ll-espectrina (2-Fig. 4 ¢ y f). Sin
embargo, a lo largo de los experimentos notamos que la marca de Bll-espectrina fue
mas robusta comparada con la de F-actina; ya que notamos que la cuantificacion de
la cantidad de MPS por segmento axonal con el Software Gollum (Barabas y col.,
2017; ver Materiales y Métodos) fue mas efectiva para la tincion de Bll-espectrina.
(2-Fig.4 g).

Creemos que esta diferencia podria darse principalmente porque la tincion contra F-
actina también evidencia estructuras que no forman parte del MPS, y por ello se
superpone con el mismo e impide distinguirlo con claridad, como puede observarse
en la Figura 4. En base a esto, utilizamos la inmunomarcacion de Bll-espectrina
estudiar el MPS en los siguientes experimentos.
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CAPITULO 2: RESULTADOS-Objetivo especifico 1
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Fig. 4: Imagenes STED de axones DRG: a) axones tefiidos para evidenciar F-actina en d) se evidencian
axones tefidos contra Bll-espectrina. Nétese, como pueden evidenciarse la marca periddica caracteristica
de los MPS. Sin embargo, en las imagenes confocales de ambas marcas esto no puede evidenciarse (b y e).
En c y f se muestra la cuantificacidon de los picos de intensidad de ambas marcas evidenciando una marca
mas robusta de la Bll-espectrina (~¥190nm). Barras de escala: 10um (STED), 20um (confocal). g) grafica que
muestra la cuantificacion de MPS con ambas marcas, la marca de B-llespectrina muestra mayor cantidad de
MPS por segmento contra la de actina.

2.b) Remodelado temprano del MPS durante de la PNGF: Como el ensamblaje de
los MPS es proximo-distal durante el desarrollo axonal (Zhong y col., 2014) para la
evaluacion del efecto de la PNGF en los MPS se tomaron imagenes de axones a
tres cuartos del explanto. De esta forma también es mas facil encontrar axones
aislados, lo que hace mejor la visualizacion del MPS. Como primer resultado,
pudimos evidenciar que a las 3 horas de provocada la PNGF ya se evidencia una
desorganizacion de los MPS (2-Fig.5 a, b); la cuantificacion demostrd que tanto la
abundancia como la organizaciéon de los mismos decae un 50% comparado con el
control (2-Fig.6 a y b). Esta reduccioén es rapida (3 horas) y luego se mantiene hasta
las 18 horas de privacion, antes de que la fragmentacion axonal comience (2-Fig.6 ¢

y b).
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CAPITULO 2: RESULTADOS-Objetivo especifico 1
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Fig. 5: Imagenes STED de axones DRG marcados para evidenciar Bll-espectrina: (a-a’’) axones que
crecieron en medio suplementado con NGF. (b-b”*) MPS de axones privados de NGF (3 horas) se
puede observar la perdida temprana de la organizacion de dichas estructuras (flechas amarillas). En
(c-c”’) se muestran estas estructura a las 18 horas de provocada la PNGF. Barra de escala: 1um.
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Fig. 6: Graficas de la cuantificacion de MPS: (a y b) abundancia y correlaciéon de MPS a las 3 y 18 horas
de la privacién de NGF comparadas con el control (NGF). Nétese, que a las 3 horas hay una caida
significativa en la abundancia y organizacién (correlacién) de estas estructuras tal como se ve
cualitativamente en las imagenes STED. En (c) la medida de los periodos en nm, en todos los grupos
experimentales el periodo de MPS es aproximadamente 190nm. Los datos se representan como media
SEM; un n=8-10 imagenes por tratamiento de una repeticion de n=3 cultivos.

2.c) La pérdida de MPS se correlaciona con la fragmentacion axonal. La
degeneracion axonal culmina con la fragmentacion de los axones y en base a esto
nos propusimos cuantificar la abundancia y correlacién de los MPS en axones que
ya habian comenzado este proceso. Para ello, evaluamos si axones fragmentados
conservaban el MPS y comparamos esta presencia de MPS con axones vecinos
(que estaban en proceso de DA) pero no-fragmentados. Esta comparacion nos
permitiria saber si los MPS son necesarios para la mantencién axonal durante la DA.
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CAPITULO 2: RESULTADOS-Objetivo especifico 1

Por evidencias de nuestro grupo de trabajo sabiamos que entre las 21-24 horas de
la PNGF se da la fragmentacion axonal (Ver Fig. 1), la cudl es de duracién rapida
(20 minutos); (datos obtenido por video microscopia no mostrados). Se
seleccionaron zonas por microscopia confocal, donde se evidenciaban ambas
poblaciones axonales (no-fragmentados y fragmentados) (2-Fig.7 a, b y ¢). Luego
de elegidas dichas zonas, se tomaron imagenes STED para evaluar los MPS. En
primer lugar, evidenciamos que axones no-fragmentados luego de 24 horas de
PNGF tienen una organizacion del MPS similiar que a las 18 horas (2-Fig.7), ya que
su abundancia es un 45% mas baja que en axones controles.

Interesantemente, los axones que estaban fragmentados o en proceso de
fragmentacion la abundancia de los MPS baja a un 30% comparado con los axones
que estuvieron PNGF 24 horas pero no estaban fragmentados (2-Fig.7 d). Estos
resultados demuestran que la pérdida casi total del MPS esta asociada con la
fragmentacion axonal, lo cual sugiere que esta estructura podria cumplir un rol clave
en la mantencion de la integridad axonal ante estimulos degenerativos.

b  [No-fragmentados] c

Confocal

STED

espectrina-MPS abundancia
% con el control
(%]
e
MPS correlacién

NGF no-frag frag NGF no-frag frag
24 hs PNGF 24 hs PNGF

Fig. 7: a) esquema que muestra lo que tomamos como axones no-fragmentados (F) y fragmentados (No-
frag). b) imagenes confocal y STED de axones no-fragmentados y c) axones fragmentados. (d y ) muestra la
cuantificacion de la abundancia y correlacién de MPS. Barras de escala: 10um (confocal) y 1um (STED). En a)
barra de escala 20um.

2.d) Evaluacion de otros componentes del citoesqueleto en el proceso de
fragmentacion axonal: la pérdida drastica del MPS en el proceso de fragmentacion
(2-Fig. 7d) nos sugiere preguntarnos si es particular del MPS o se da también en
otros elementos del citoesqueleto axonal, como los microtubulos (MTs). Para ello
realizamos inmunocitoquimica para revelar diferentes componentes de los
microtubulos. Utilizando un modo de fijacion que evidencia tubulina ensamblada en
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CAPITULO 2: RESULTADOS-Objetivo especifico 1

MT observamos que no hay una diferencia en los niveles de MT totales (anti-a-
tubulina) o “estables” (anti-glu-o-tubulina) entre axones no-fragmentados vy
fragmentados, asi como en los debris celulares comparados con el control (NGF) (2-
Fig.8 a y b). Esto indica que la caida del MPS durante la fragmentacion es algo
particular de este elemento del citoesqueleto y no algo generalizado con otros
elementos.

Interesantemente, la PNGF induce un enriquecimiento en MT “estables”, ya
que muestran un incremento en la marca contra glu-a-tubulina (2-Fig.8 b). Esta
variante de tubulina se da por la de-tirosinacion de alpha tubulina, y dado que esa
reaccion se produce en MTs, el aumento de variantes “glu” evidencia MTs mas
viejos, y por tanto una red microtubular mas estable. Esto fue sorprendente ya que
en el proceso de fragmentacién axonal esperdbamos una desestabilizacién de este
componente del citoesqueleto. Para ampliar y corroborar este analisis nos
propusimos una evaluacién mas abarcativa de otros componentes del citoesqueleto
axonal, para estos analisis algunas muestras fueron fijadas mediante la metodologia
de preparacién de microtubulos (Pre-MT) a las 18 horas de PNGF.

Estos andlisis mostraron que, tanto la a-tubulina (MT dinamicos, que en su
extremo mas se unen dimeros de Tubulina) y tubulina tirosinada (tir-tubulina, MT
inestable y dinamicos), decaen un 25 y 40% respectivamente (2-Fig.8 ¢ y d). Por
otra parte, componentes de citoesqueleto como la actina filamentosa y la Bll-
espectrina también muestran una caida en su intensidad comparado con el control
(2-Fig.8 c y d). La evaluacion de la tubulina-a-acetilada (acetilacion que ocurre en
Glu-MT) mostré una caida de 26%. Por otro lado, como habiamos visto en 24 horas,
comprobamos que la marca de intensidad de la Tubulina-a-detirosinada (Glu-MT,
gue son mas estable) aumenta significativamente (2-Fig.8 ¢ y d). Estos ensayos nos
permiten inferir que durante la degeneracién axonal se produce una baja en la
dindnica de MTs y que estos permanecen ensamblados durante el proceso de
fragmentacion.

En base a estas observaciones, como siguiente paso evaluamos si lo
observado en axones fragmentados y debris axonal eran realmente haces
microtubulares. Utilizando microscopia de super-resolucion pretendimos evidenciar
la estructura filamentosa de los MT, que forman los haces a lo largo del axén. Para
ello, fijamos por fijacion-extraccion (Protocolo tomado de Witte y col., 2008)
explantos DRG privados de NGF por 24 horas y en condicion control (NGF) y el
analisis por nano-microscopia STED demostro que los haces de MT (marcados para
evidenciar a-tubulina) presentaban una arquitectura filamentosa (2-Fig.9 a-a’) y
parecen no cambiar de ancho comparados con axones (de mismo tamafo) privados
de NGF por 24 horas (2-Fig.9 b-b").

Sin embargo, en segmentos de los axones donde presentaban varicosidades,
los que llamamos “debris”, observamos acumulos de MT, es decir no presentaban
polimeros de tubulina filamentosos, tanto para a-tubulina y acetilada-o-tubulina a 24
horas de PNGF (2-Fig.9 d-d") y (2-Fig.9 e-e’), sugiriendo que probablemente en
estas estructuras esten presentes fragmentos de MT.
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CAPITULO 2: RESULTADOS-Objetivo especifico 1

Por ultimo, en axones no-fragmentados (control y PNGF 24 horas) evaluamos
los filamentos de actina (2-Fig.9 f). No evidenciamos cambios en las estructuras de
F-actina entre controles y PNGF de 24 horas, aunque en estos ultimos evidenciamos
la presencia de filamentos mas delgados en algunos axones (2-Fig.9 g). Sin
embargo, la comparacion entre axones no-fragmentados y fragmentados (PNGF 24
horas) no evidenciaron grandes cambios en F-actina en los axones (2-Fig.10 a).

Estas observaciones nos permiten concluir que el MPS es especificamente
desmantelado durante la fragmentacién axonal, mientras que los microtubulos son
comparativamente mantenidos en este proceso. Es posible que los MT se hagan
mas cortos, pero no sufren una depolimerizacion global que haga que sea notoria
por nanoscopia ni por microscroscopia confocal semi-cuantitativa.
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Fig. 8: Cambios de diferentes componentes del citoesqueleto durante la fragmentacion
axonal: a) imagenes confocal de axones DRG control (NGF) y en proceso de degeneracion
axonal por PNGF. b) cuantificacién de intensidad de a-tubulina y Glu-a-tubulina. c)
imagenes de axones marcados para evidenciar diferentes componentes de citoesqueleto
axonal, control (NGF) y fiijados a las 18 horas de la PNGF. d) grafica de medidas de
intensidad de los diferentes componentes del citoesqueleto. (a y c) Barra escala 10um.
Con una repeticién de un n=3 cultivos y la cuantificacién al menos de 20 imagenes por
experimento.
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Fig. 9: Evaluacion por STED de las estructuras de MTs en axones DRG: (a-a’) imagenes STED
de axones DRG control (NGF) y en proceso de degeneracion axonal por PNGF 24 horas (b-b")
en (c) se muestra la grafica de la medida de intensidad que coincide con la medida en
micrémetros de MTs individuales. (d y d°) imagenes de axones fijados con extraccién
evidenciando acumulos de a-tubulina (flechas blancas) en (e y e’) las flecha amarillas
sefialan acumulos de tubulina acetilada (también axones fijados por extraccidn) . f) tincion
de F-actina por fijacidn por extraccion en condicion control (NGF) y 24 horas de PNGF. Barra
escala 1um.
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a Faloidina (fij-extraccion)
segmentos finos de axones

NG F{no-frag} 24 horas PNGF
(frag)

Fig. 10: (a) imagenes de axones control (no-fragmentados) y axones que fueron privados de NGF
(PNGF fragmentados) tefiidos con Faloidina para evidenciar F-actina. Los recuadros indican los
axones no y fragmentado (verde y violeta). La linea negra muestra el ancho de los axones,
evidenciando que no hay grandes diferencia de tamafio entre ambas condiciones. Barra de escala
lum.

3. El tratamiento agudo con una droga que estabiliza los filamentos de actina
previene tanto la pérdida de MPS como la posterior fragmentaciéon axonal.

Sabiendo que la pérdida de MPS precede la fragmentacion axonal y la de
otros componentes del citoesqueleto neuronal, nos preguntamos si el tratamiento
agudo con una droga que estabiliza F-actina, Curcubitacina-E (CE, 5nM), revierte la
pérdida de MPS antes de comenzar el proceso de fragmentacion axonal y si esta
proteccion de MPS es suficiente para prevenir esta fragmentacion.

En primer lugar observamos que el tratamiento con CE por 3 horas aumenta la
abundancia de actina-MPS tanto en axones control como en axones que sufrieron
PNGF por 3 horas (2-Fig.11 a-b). Interesantemente, este tratamiento agudo no
afecto visiblemente la cantidad total de F-actina (2-Fig.11 ¢). Asimismo, ese mismo
tratamiento pero durante la degeneracion por PNGF (tratamiento a 18-21 horas o a
21-24 horas) causa una recuperacion significativa de los MPS (abundancia y
correlacion) comparada con los axones que no recibieron la droga (2-Fig.11 d-h).

En base al resultado anterior, evaluamos si el tratamiento que protege los
MPS también protege de la fragmentacion axonal. Demostramos que se previene la
pérdida de area axonal con el tratamiento agudo de 3 horas con CE (2-Fig.11 i).
Este resultado fue significativo en comparacion con la pérdida de area axonal que
presentaron los que degeneraron por 24 horas (PNGF) sin el tratamiento agudo de
CE (21-24 horas). Esto indica que el tratamiento agudo con una droga que estabiliza
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la F-actina (componente de MPS) es suficiente para causar una reversion de la
fragmentacion axonal que ocurre a las 24 horas de PNGF.
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Fig. 11: La recuperacion de los MPS revierte la fragmentacion axonal: (a-c) Resultados de la
cuantificacion de la correlacién y abundancia de actina-MPS de axones, control (NGF), PNGF vy
tratamiento con CE (5 nM) por 3 horas respectivamente. En (d-h) se muestra la cuantificacion de
espectrina-MPS en axones PNGF por 21 o 24 horas y del tratamiento de las ultimas 3 horas con CE (5
nM, 21-24hs) (correlacidon y abundancia). (i) Imagenes confocales de axones DRG control (NGF) y en
proceso de degeneracidn axonal (PNGF 24 horas) y del tratamiento de las Ultimas 3 horas con CE (5
nM, 21-24hs). El grafico muestra la cuantificacion de area axonal (Barra de escala 20 um). Los
experimentos fueron realizados con una repeticién n=3 cultivos y se cuantificaron al menos de 20

imagenes por experimento.

35



CAPITULO 2: RESULTADOS-CONCLUSION

Capitulo #2: Conclusién Especifica

En este capitulo mostramos que existe un cambio temprano en el
citoesqueleto de F-actina provocado por el modelo de Degeneracién en el Desarrollo
(Privacion de NGF), evidenciado por una baja de intensidad en el compartimiento
axonal y wuna pérdida de conos de crecimiento, estructura compuesta
mayoritariamente con esta proteina.

Por otra parte, mediante el uso de microscopia de super-resolucion STED
evidenciamos cambios en el citoesqueleto periddico asociado a membrana de
actina/espectrina (del inglés: MPS). Demostramos que estas estructuras periddicas
sufren un cambio temprano en su organizacién y abundancia durante la PNGF (3
horas).

Por otra parte, esta pérdida de MPS precede la de otros componentes de
citoesqueleto axonal (F-actina y tubulina total) y a la fragmentacion axonal la cual
comienza a las 18 horas de la PNGF. Sumado a estas evidencias, también
demostramos la importancia de los MPS para el soporte estructural de los axones
durante la degeneracién, al realizar un tratamiento agudo con una droga que
estabiliza la F-actina frenamos la pérdida de los mismos y la fragmentacion axonal.
Estos resultados mostraron por primera vez el importante rol de estas estructuras en
la mantencion de los axones en procesos de Degeneracion Axonal que podrian
suceder durante el desarrollo.

En este contexto, este capitulo de la tesis aporta resultados novedosos sobre
el rol del citoesqueleto de F-actina y componentes asociados (MPS) en los procesos
de Degeneracién Axonal por privacion de NGF.

PUBLICACION:

Remodeling of the Actin/Spectrin Membrane-associated Periodic Skeleton,
Growth Cone Collapse and F-Actin Decrease during Axonal Degeneration.

Nicolas Unsain, Martin D. Bordenave, Gaby F. Martinez, Jalil Samil, Catalina von
Bilderling, Federico M. Barabas, Luciano A. Masullo, Aaron D. Johnstone, Philip A.
Barker, Bisbal Mariano, Fernando D. Stefani & Alfredo O. Caceres. Scientific Reports
8:3007 (2018). https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29445221.
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Capitulo. 3

Caracterizacion y validacion de Ila técnica de
Microscopia de Expansion para la observacion y
cuantificacion del esqueleto periodico de
actina/espectrina asociado a membrana.

Resultados del objetivo especifico # 2
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CAPITULO 3: RESULTADOS - INTRODUCCION ESPECIFICA

Introduccion especifica:

El descubrimiento del MPS fue logrado gracias a las recientemente
desarrolladas técnicas de super-resolucion, como STED y STORM. Como ya
observamos, esto se debe a que el MPS presenta un ordenamiento regular en
periodos de 190 nm a lo largo del axén y esa distancia se encuentra por debajo del
limite de resolucién que podemos obtener por microscopia de fluorescencia
convencional.

Sin embargo, pocos grupos de investigacion tienen acceso a estas
tecnologias, lo que dificulta el avance en el estudio del rol y funciones del MPS en
las neuronas. El desarrollo de una nueva técnica por el grupo de Edward Boyden
(MIT - Massachusetts Institute of Technology, EEUU) ha revolucionado a la
comunidad cientifica y fue publicada en una revista de alto prestigio (Chen y col.,
2015). En este trabajo presentan una tecnologia que logra realizar microscopia de
super-resolucion mediante la separacidon fisica de fluordforos, Microscopia de
Expansion (ExM, por sus siglas en inglés). La misma consiste en incluir células o
tejidos inmunomarcados en un hidro-gel y anclar sus proteinas al mismo, que luego
se expande isométricamente por didlisis de agua, ganando resolucion en todas las
dimensiones (Chen y col., 2015; Tillberg y col., 2016). Saltando de este modo el
impedimento de la barrera de resolucion con cualquier microscopio de fluorescencia
convencional, ya que en su protocolo mas comunmente utilizado, cada dimension se
expande ~4 veces, aumentando por el mismo factor el poder de resolucion de
cualquier sistema oéptico.

La Microscopia de Expansién ha sido muy bien recibida por las ventajas que
presenta, y hasta la fecha se han publicado numerosos trabajos con protocolos
acondicionados segun el tipo de células o tejido a expandir, desde la variacion de las
concentraciones de las soluciones que se utilizan para realizar la solucion
monomerica (ver Materiales y Métodos), hasta variaciones en el anclaje de proteinas
dependiendo del tejido y fluoréforo o marca a expandir (Chen y col., 2015; Tillberg y
col., 2016; Chang y col.,2017; Tillberg y col.,2018). Mas alla de todos estos avances,
ninguno de estos trabajos se ha preocupado por el uso de ExM de manera
cuantitativa. Como mencionamos anteriormente, los MPS presentan una
periodicidad caracteristica (190nm) lo cual es necesario medir correctamente para
evaluar cambios estructurales, lo que nos obliga a encontrar un coeficiente de
expansion preciso que permita la cuantificacién de los mismos.

En este contexto, en el siguiente capitulo nos propusimos como objetivo
general evidenciar las estructuras periodicas de actina/espectrina (MPS) por ExM y
validar un coeficiente expansion que permita hacer un estudio cuantitativo preciso.
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CAPITULO 3: RESULTADOS - Objetivo especifico 2

1. Caracterizacion a nano-escala del citoesqueleto periédico asociado a
membrana de espectrina/actina (MPS) por Microscopia de Expansion.

1.a) Observacion de MPS en neuronas sensoriales por Microscopia de
Expansion (ExM). Para estos experimentos nos propusimos evidenciar el MPS en
axones en cultivo mediante la técnica ExM (ver Materiales y Métodos) un abordaje
no realizado hasta el momento. Para ello, realizamos la expansién de Ganglios de la
Raiz Dorsal (DRG) controles de 3D/V (tiempo en el que los axones estan maduros y
presentan estas estructuras). Para llegar a estos hallazgos y evidenciar estas
estructuras por Microscopia de Expansion, en primer lugar nos tomé algunos meses
la prueba de diferentes protocolos descritos en la bibliografia y su comparacién para
asi llegar a un protocolo 6ptimo para evidenciar MPS.

En primer lugar nos focalizamos en la puesta a punto de la reaccion y tiempo
de incubacién para realizar el entrecruzamiento proteico de la muestras
inmunomarcadas, punto critico para obtener una buena inclusiéon de la muestra al
hidro-gel que luego sera expandido isométricamente. Probamos dos tipos de
procedimientos, ambos citados y utilizados por el grupo de Boyden: a) un reactivo
quimico que causa una modificacién en aminas de proteinas con un grupo funcional
para acrilamida (Acriloil-X); con una incubacion de 18 horas a temperatura ambiente
(TA); (Tillberg y col., 2016). b) incubacién por 10 minutos con Glutaraldehido a bajo
porcentaje (0.25% en PBS 1x), para provocar una reaccion de funcion similar que el
Acriloil-X pero su incubacion es de menor tiempo y mas rapida (Chozinski y col.,
2016). Este ultimo, fue un compromiso entre un paso mas rapido e igual resultado
que favorecié a un buen protocolo de realizacion y fue el utilizado durante este
trabajo (ver Materiales y Métodos).

Posteriormente, realizamos pruebas de incubacion con buffer de digestién con
Proteinasa-K, en diferentes tiempos y temperaturas, a) 18 horas a TA o b) 6 horas a
37°C. El fin de estos pasos fue obtener una digestion que no comprometiera la
pérdida de marca fluorescente. Estas pruebas dieron como mejor protocolo de
procedimiento la incubacién durante toda la noche a TA (ver Materiales y Métodos).
En su conjunto, estas pruebas nos permitieron obtener un protocolo 6ptimo, que
permitid visualizar la estructura caracteristica del MPS en axones sensoriales. El
protocolo final obtenido se detalla en el Capitulo 6.

Mediante el uso del protocolo puesto a punto anteriormente, utilizando un
microscopio de fluorescencia convencional logramos evidenciar la nano-arquitectura
periddica caracteristica del MPS en axones sensoriales expandidos, los cuales
estaban marcados para evidenciar Bll-espectrina. Para corroborar lo observado
cualitativamente, medimos los picos de intensidad de esta marca (Bll-espectrina), lo
que evidencié una distribucion periddica de la misma (marca de Bll-espectrina), que
es similar a la observada por microscopia STED (3-Fig. 1). Cabe destacar, que para
esta medida, dividimos los resultados por 4, que es el coeficiente de expansién que
se obtiene en un protocolo de rutina de ExM segun la bibliografia.
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Fig. 1: Recuadro Pre-ExM muestra esquema que representa el explanto DRG con sus axones, debajo una
imagen confocal de un axén marcado para evidenciar Bll-espectrina no expandido (se observa una marca
continua de la misma). En el recuadro Pos-ExM se esquematiza la separacién de los fluoréforos luego de
expandir el hidro-gel. Debajo se observa una imagen de fluorescencia de un axén expandido marcado con BlI-
espectrina, donde se observo la estructura periddica de los MPS. Barra escala 0.5um. En las imagenes de
microscopia se delimitan los axones con las lineas blancas. Los Plot-Profile (graficas) muestran los picos de
intensidad de Bll-espectrina a lo largo de axones pre y pos ExM. Las lineas grises en el centro de los axones
ejemplifica la linea que se utilizé para medir los picos por Imagel-FlJI.
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En la Figura 3-2a, se compara la marca de Bll-espectrina observada previo a
la expansion (izquierda) o posterior a la expansion, donde se observa la distribucion
periodica, evidenciando el MPS. Como mencionabamos anteriormente, la marca pre-
expansion es continua comparada con la obtenida por Microscopia de Expansion,
donde se observa en todos los axones la marca periddica caracteristica del MPS (3-
Fig.2 a).

Por otra parte, para mejorar la calidad de las imagenes, a los Z-Stack
obtenidos se les realizdé un procesamiento de imagenes utilizando el plugin ImageJ-
FlJI-Deconvolution Lab. En la figura 2a se muestra la diferencia entre dos imagenes
(un solo corte), una no procesada y otra procesada. Donde se nota una clara mejoria
de imagen de la marca Bll-espectrina en las procesadas (“deconvolucionadas”); (3-
Fig.2 a). El algoritmo de deconvolucion utilizado utiliza parametros de la adquision
(fluoroforo usado, objetivos, tamaro del pixel, etc) para eliminar luz fuera de foco
que proviene de otros planos.

Para la obtencion de imagenes 3D de axones con MPS, realizamos un
escaneo en el plano Z de cada gel, las cuales se capturaron comenzando de la
region proxima al vidrio (bottom) y alejandose del mismo (top), los geles se
muestrearon hasta donde se observaban axones con esta periodicidad, con esta
estrategia logramos captar axones con MPS en casi todo el eje Z de la muestra (3-
Fig.2 b).
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Fig. 2: Imagenes de microscopia de fluorescencia de MPS de axones sensoriales inmunomarcados contra
Bll-espectrina: a) Imagen confocal (no expandida), las imagenes expandidas son de un solo slice de axones
pos-ExM. Sin procesar y la Ultima imagen en (a) es un solo slice pos-ExM “deconvolucionado”. b) Esquema
que representa los slices en Z, las imagenes de axones con MPS tomadas desde bottom (vidrio) hasta top
(mas profundo al gel). La imagen final es la proyeccion maxima de todo el stack. Ndtese, que al avanzar en el
plano Z van apareciendo diferentes axones con MPS en foco. Barras de escala: 1 um (a-b).
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1.b) Calculo del Coeficiente de Expansion. Uno de los propédsitos de este capitulo
ademas de poner a punto un protocolo para evidenciar MPS por Microscopia de
Expansion, fue poder realizar un analisis cuantitativo de los mismos, dado que hasta
la fecha no existen trabajos que realicen una cuantificacion de nano-estructuras
utilizando dicha técnica (ver Introduccion, Capitulo 1). Para obtener un método
cuantitativo fue necesario calcular el Coeficiente de Expansiéon. Como primera
aproximacién medimos el tamafo de los geles Pos-ExM ya que el Pre-ExM es de
tamano conocido (descripto en Materiales y Métodos) los que llamamos Coef.Gel-
Block (3-Fig.3 a). El Coef Gel-Block obtenido fue de ~3,6 (3-Fig.3 b). Utilizando este
coeficiente medimos los periodos que presentaban los MPS en imagenes de axones
expandidos, y encontramos como resultado que los periodos median ~240 nm (por
encima de 190 nm caracteristico); (3-Fig.4 a).

Estas observaciones, nos sugirieron que quizas la expansion macroscopica
del gel (Coef Gel-Block) no coincida con la expansion que ocurre en las proteinas
celulares incluidas en el mismo. Para corroborar esta hipétesis, en colaboracién con
la Bidloga Guadalupe Gazal, realizamos el célculo del tamafo de una estructura
proteica celular conocida pre y pos-expansion (nucleos de fibroblastos, ver
Materiales y Métodos).

El calculo del tamafio de la red microtubular que delimita el nuacleo de
fibroblastos pre y pos expansion arroja un coeficiente de expansion de ~4,6, al cual
llamamos Coef. Proteico (3-Fig.3 c-d). Posteriormente estimamos los periodos de
MPS en axones expandidos utilizando este Coef.Proteico, obteniendo periodos de
~188nm, similar al evidenciado por Microscopia de super-resolucion (STED,
STORM). (3-Fig.4 a). Esto es coherente con la relacién del Coef.Proteico comparada
con el Coef Gel-Block aumenté casi en un 32% (3-Fig.4 b). Lo que nos demuestra
una mayor expansion en la porcidn del gel con alta densidad de proteinas. Cabe
aclarar que las comparaciones mostradas en la Figua 4b corresponden a las
medidas de Coef Gel-Block y Coef.Proteico hechas en el mismo gel (ver el esquema
en la Figura 2 del Capitulo 5).

Estos resultados se apoyan también con resultados de nuestro laboratorio
(resultados mostrados en el trabajo enviado a publicar, ver final de la tesis), que
muestran que el Coef Gel-Block de un gel con extracto de proteinas es mayor que el
coeficiente de un gel solo (sin extracto proteico), evidenciando que un gel con una
red de proteinas ancladas se expande mas que un gel sin proteinas, similar a lo que
sucederia con las proteinas propias de la célula.

43



CAPITULO 3: RESULTADOS - Objetivo especifico 2

A C Coef Gel-Block

3.6520.052
Gel block ® 0.60 +
So

pre post =
e 8

—t—— © 0.45-
! 1 [v4

— -

B A 8 030
L c

+ 3 § 0.151
[}]

[ |

r}_,,qf: '55316 5
D Diametro de nucleo E COEI.F];%)teico
Pre-ExM Pos-ExM §_'IOO- :
8 75- =
o .
S H
o 504
251
E -+
o ]

T
pre pos

Fig. 3: Diferentes formas de calcular el coeficiente de expansion. a) Imagenes de geles Pre y Pos ExM, b) Grafico de la
frecuencia relativa del Coef.Gel-Block. c¢) Imagenes confocales de fibroblastos marcados con a-3A1 tubulina, se
evidencia la red de microtubulos que delimita el nucleo celular. d) Grafica de medidas de didmetros de nucleo (Pre y
Pos ExM) y el coef.Proteico resultantes. Escala barra. Los experimentos de Fibroblastos fueron realizados en
colaboracion con la Biél. Guadalupe Gazal del Laboratorio Unsain. Barra de escala: 2,5 um (gel) y 15 um (células). Se
realizaron la medida de un n=6 se midieron 3 geles en cada uno. En los experimentos de fibroblastos se midieron al
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Fig. 4: Periodos estimados usando los diferentes coeficientes de expansion. (a) Grafica que
evidencia la medida de los periodos de MPS: por STED (=190 nm), con la utilizaciéon del Gel-Block
(=240 nm) y Coef. Proteico (=188 nm). Notese, que las medidas con el Coef. Proteico dan similares a
las obtenidas por microscopia de stper-resolucidn (con las que fueron caracterizados los MPS). (b)
La diferencia entre Coeficientes Gel-Block y Proteico. (a) Circulos violetas, 197.7 £ 10.61 (media
1SD); cuadrados verdes 240.6+20.69 nm (mediatSD) y Tridngulos rojos, 188.9 + 16.96 nm (media
1SD).
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1.c) Comparaciéon de Microscopias de Expansion y Microscopia STED. La ExM
tiene varios pasos de manipulacion de los arreglos proteicos en donde es posible
que hubiera alguna “distorsion” o artefacto de los arreglos nativos que hicieran que
algunas MPS se pierdan o que se desorganicen. Entonces, con el fin de validar la
observacién de MPS en imagenes ExM hicimos una comparacion con imagenes
que tomamos de DRG control marcados para evidenciar [Bll-espectrina por
microscopia de super-resolucion STED (microscopia ya validada para la
cuantificacion de estas estructuras, y que no involucra pasos invasivos para la
muestra). La comparacion de imagenes mostrd en primer lugar que las imagenes
obtenidas por ambas técnicas son muy similares, sobretodo cuando las obtenidas
por ExM son procesadas con el plugin de procesamiento de imagenes Decovolution
Lab para eliminar luz de otros planos focales (3-Fig.5 a).

En la figura 5b se muestran los pasos seguidos para una cuantificacion de la
organizaciéon y abundancia del MPS de manera semi-cuantitativa. Esta cuantificacion
se basa en el uso de un software desarrollado por nuestro grupo para la
cuantificacion de estructuras periédicas, y llamamos Gollum (Barabas y col., 2017).
Brevemente, el programa divide la muestra en segmentos de 1 um x 1 ym, luego
correlaciona la sefial que encuentra con respecto a una sefal “modelo” de un MPS y
arroja un valor de correlacion de Pearson para cada segmento de 1 ym x 1 ym (3-
Fig.5 b1). De esas correlaciones se tomd un “umbral” (normalmente entre 0,10 y
0,12) que caracteriza a un segmento con MPS distinguible para un observador y
todos las correlaciones que estaban por encima de ese valor umbral se las
considera como conteniendo MPS. Con este dato se calculé la abundancia de los
mismo haciendo una relacion entre todas la correlaciones de un mismo axén y
cuantos de ellas presentaban MPS (3-Fig.5 b2-3). Gracias este método cuantitativo
semi-automatico pudimos corroborar que las frecuencias relativas de MPS
cuantificados de imagenes obtenidas de EsM y STED son indistinguibles (3-Fig.5 c).
Como consecuencia, la estimacion de la abundancia de MPS no mostré diferencias
significativas entre ambas microscopias (3-Fig.5 d).

Luego evaluamos si utilizando microscopia de expansion evidenciabamos
cambios en la estructura del MPS en condiciones fisiolégicamente relevantes. Tal
como mostramos en el Capitulo 2 y sumado a un reciente estudio mediante el uso
de STORM, el MPS sufre una remodelacion significativa antes de la fragmentacion
axonal en un modelo de “pruning” de axones en el desarrollo (Unsain et al., 2018b —
mostrados en el Capitulo 2 de esta tesis; Wang et al., 2019). Después de 3 dias de
crecimiento en cultivo, realizamos una privacion de NGF a explantos DRG, durante
12 horas. Con este ensayo, demostramos que con el uso de ExM también se puede
evidenciar la remodelacion del MPS previamente reportada por otros métodos (3-
Fig.5 e).
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Fig. 5: Comparacion cuantitativa entre STED y ExM para la observacion del MPS. (a) Comparacion de
imagenes de axones marcados para evidenciar Bll-espectrina por microscopias STED y ExM (raw, son
imagenes crudas) las imagenes ExM estan Deconvolucionadas. (b) Demostracion vy, cuantificacion de
correlacidn y abundancia para ambas microscopias, (b1) esquema que muestra la cuantificacion de MPS, (b2)
cuantificacion de los niveles de correlacidn (b3) ejemplo del calculo de la abundancia de MPS. (c) Gréfico de
la Frecuencia Relativa de la correlacion de MPS totales para ExM y STED. (d) Gréfico de la dispersion de
abundancia de MPS para ambas microscopias (Media + SEM, n=7 para correlacion y abundancia). (e)
Cuantificacion de correlacion de MPS en axones con NGF y PNGF por 12 horas. Barra de escala: 0,5 um. (e)
Valores medios de correlacién obtenidos de los axones sensoriales de control (NGF), en comparacion con los
axones sometidos a retirada de NGF durante 12 horas (Media = SEM. n=20).

1.d) Observacion de MPS en el eje axial (z) por ExM. En esta seccién evaluamos
si estas estructuras pueden ser evidenciadas en los distintos planos Z de la muestra,
lo cual seria de gran utilidad para muestras con mucha densidad de axones y a la
vez constituiria una clara ventaja con respecto a las nanoscopias mas utilizadas. La
asignacion de pseudo colores en las distintas imagenes en el plano axial mostré que
en axones en diferentes alturas en z podia ser evidenciado su MPS (3-Fig.6 a).
Luego, utilizando vistas ortogonales al plano de adquisicion xy (funcion Orthogonal
Views en ImagedJ-FIJI) observamos que a diferentes profundidades se evidenciaron
MPS en axones superpuestos que de otra forma se hubieran desestimado (3-Fig.6
b). Por otra parte, reconstrucciones 3D (funcion 3D-Viewer-ImageJ-Fiji) de los
axones expandidos nos dieron un indicio de la micro-arquitectura 3D de MPS la cual
parece ser conservada por la técnica de expansion de proteinas (3-Fig.6 c¢). En
suma estos resultados fueron interesantes, porque se evidencia una clara
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mantencion de la micro-arquitectura del MPS en todos los planos, xyz. La resolucion
en Z permitid evidenciar MPS en distintos planos de la muestra, incluyendo donde
existian superposiciones de axones.
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C Imagenes de tiempos de video de reconstruccién 3D de MPS

Fig. 6: Observacion de MPS en el eje axial (z) por ExM. a) Cédigo de color de un Z-stack de 25 frames de
axones marcados para evidenciar Bll-espectrina, se evidencia la profundidad en Z (siendo el color azul mas
cercano al vidrio y blanco mas profundo al gel) en casi todos los frames se observan axones con MPS. b)
Cortes ortogonales de un Z-stack, que muestra axones en diferentes planos-Z, observando MPS en distintos
alturas en Z. c¢) Imagenes de diferentes tiempos de un video de reconstruccion 3D de un axén marcado para
evidenciar Bll-espectrina. Escala de barra 1um.
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Capitulo #3: Conclusién Especifica

Los experimentos presentados en este capitulo fueron los resultados
obtenidos de la puesta a punto y validacidn de la técnica de Microscopia de
Expansion (ExM) en nuestro Laboratorio. Se logré adaptar la misma para evidenciar
MPS, y mas interesante aun, fue poder identificar un coeficiente de expansién que
permitid poder aplicar dicha microscopia como método cuantitativo preciso de las
estructuras periédicas de 190nm presente en axones neuronales.

Lo importante a destacar del presente capitulo es que no solo se logro
identificar por primera vez MPS por ExM, sino que se pudo lograr una cuantificacion
de los mismos la cual se validé por microscopia de super-resolucion STED.

La introduccién de dicha técnica en nuestro Laboratorio nos permitio realizar y
avanzar mas rapido en el estudio y caracterizacion del rol de los MPS en modelos de
Degeneracion Axonal sin la necesidad de contar con microscopios de alta tecnologia
como los son los microscopios de super-resolucién (STED, STORM).

Por ultimo estos experimentos forman parte de un trabajo que se ha enviado
para ser revisado para su publicacién.

PUBLICACION EN PREPARACION:

Quantitative expansion microscopy and its validation characterizing the
spectrin periodic distribution in axons. Submitted to Scientific Reports Ref:
Submission ID 4a91f2e0-8d71-478e-9f75-7925596811e3.

Gaby F. Martinez, Nahir Guadalupe Gazal, Gonzalo Quassollo, Alan Szalai, Esther del
Cid-Pellitero, Thomas Durcan, Edward Fon, Mariano Bisbal, Fernando Stefani, Nicolads
Unsain.
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Capitulo. 4

Respuesta y rol del citoesqueleto de actina en axones
sensoriales en un modelo de Degeneracion Walleriana
por corte de axones.

Resultados del objetivo especifico # 3
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CAPITULO 4: RESULTADOS - INTRODUCCION ESPECIFICA

Introduccion especifica:

La degeneracion Walleriana (DW) es un tipo de degeneracién que sucede en
la porcién distal de un axén cuando es separado del soma. Este fendbmeno fue
descripto por August Waller en 1850 al caracterizar morfolégicamente el proceso de
degeneracion de la seccion distal de nervios de rana al ser seccionados (Waller A.
1850). Luego de casi dos siglos, estan orbservaciones iniciales fueron revalorizadas
cuando se pudo demostrar que el corte de un nervio (0 axén) es un “gatillador” para
la activacion de vias moleculares conservadas de destruccion de axones (Araki y
col., 2004; Coleman y col., 2005; Neukomm y Freeman., 2014; Ding y Hammarlund,
2019).

Lo interesante es que muchos factores involucrados en la DW son
compartidos con la degeneraciéon en el desarrollo (PNGF) (ver capitulo 1), y entre
especies filogenéticamente distanciadas (desde nematodos hasta el humano,
pasando por la mosca y roedores) lo que indica que hay un mecanismo de
degeneracion axonal que ha sido seleccionado positivamente durante la evolucion.
Sin embargo, existen pocas evidencias de qué efecto tiene la DW en el citoesqueleto
de actina axonal y sus componentes (como el MPS), lo cual nos resulta curioso ya
en este proceso de degeneracion culmina con la fragmentacién axonal vy, el
citoesqueleto es componente clave para la mantencion estructural de las células.
Apoyando esta pregunta, experimentos han demostrado que existe una degradacion
temprana de espectrina (Saatman y col., 2003; Hall y col., 2005) y citoesqueleto
axonal luego de una injuria (Schumacher y col., 2000; Buki y col., 2000).

En su conjunto, estos hallazgos hicieron crecer nuestro interés en explorar si
esa degradacion de espectrina, componente del MPS, se ve acompafada por un
cambio temprano en la organizacion de los mismos. Bajo este contexto, en el
presente capitulo nos propusimos evaluar el impacto de la Degeneracion Walleriana
en la estructura del citoesqueleto de actina y del MPS y su posible rol en la
mantencion de axones en este proceso degenerativo.
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CAPITULO 4: RESULTADOS - Objetivo especifico 3

1. Caracterizacion de cambios del citoesqueleto de actina en los diferentes
compartimientos neuronales (axén y conos de crecimiento) durante
Degeneracién Walleriana.

1.a) Caracterizacion de la fragmentacion axonal en la Degeneracion Walleriana
(DW) en cultivo: A cultivos de 3DIV de DRG se le provoco la DW mediante un corte
en los axones separando la zona distal del cuerpo neuronal (ver Materiales y
Métodos). El objetivo principal fue realizar una curva de tiempo del proceso de
degeneracion axonal fijandolos a 1, 3, 6 horas posteriores al corte. Luego se midié el
area axonal (axones marcados para evidenciar Blll-tubulina) y evidenciamos que a
partir de las 3 horas de realizado el corte comienza el proceso de fragmentacion
axonal que avanza progresivamente hasta las 6 horas (4-Fig.1 ay b).

1.b) Efecto de la DW en el citoesqueleto de actina axonal: Para evaluar la
pérdida de F-actina total en el compartimiento axonal, medimos la intensidad de la
misma en axones que llevaban 3 horas de DW vy la intensidad de F-actina de los
mismos fue normalizada con la medida de intensidad de axones intactos (4-Fig.2 a
y b). El analisis cuantitativo mostro que a las 3 horas de realizado el corte (previo a
comenzada la fragmentacién) no se evidencia una pérdida significativa de la
intensidad de F-actina (4-Fig.2 by c).

Horas de DW
3

01234567
Horas de DW

Fig. 1: Imagenes del proceso de fragmentacion axonal durante en el curso temporal de la DW:
a). b) grafico que muestra la caida de axones no-fragmentados en el avance del tiempo de la DW.
Notese, que entre las 4 y 5 horas se da una caida constante de la fragmentacion axonal hasta las
7 horas. Se observan los cambios de morfologia axonal. Axones marcados para observar Blll-
tubulina. Barra de escala: 100um.
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Fig. 2: (a y b) Marcacién de axones con Faloidina-Rodamina. c) cuantificacion de la intensidad
de F-actina. Barra de escala: 50um. Los datos son representados como media + SEM. Los datos
se representan como media + SEM con una repeticidon de un n=3 cultivos y la cuantificacion al
menos 20 imagenes por experimento.

1.c) Respuesta de los CCs a la Degeneracion Walleriana: Al igual que para la
degeneracion PNGF en este punto también evaluamos si en un compartimiento
axonal que estd compuesto casi en su totalidad por F-actina, como los son los CCs,
la DW causaba un impacto a tiempos cortos. Observamos que a las 3 horas de
realizado el corte hay una pérdida de CCs, es decir se observd una mayor
proporcion de conos colapsados comparado con los axones intactos que
presentaban mayor cantidad de CCs con presencia de filopodios o con lamelas (los
que llamamos CCs sanos, 4-Fig.3 a-a’ y b-b’). Estas observaciones fueron
acompanadas por los datos cuantitativos que evidenciaron un cambio significativo
(4-Fig.3 c).
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Fig. 3: (a, @’) Imagenes de CCs de axones Intactos, donde se observa estructuras Filopoidales y
gran marcacién de F-actina. (b, b’) CCs después de 3 horas DW, Las flechas amarillas indican la
baja marcacién de F-actina y la retracciéon de la misma los que llamamos CCs colapsados (no
sanos). c) grafica que evidencia la caida significativa de CCs sanos a las 3 horas de la DW. Escala
barra 2um. Los datos son representados como media + SEM. Con una repeticion de un n=3
cultivos y la cuantificacion de 10 campos que incluyeran al menos 4 tips (terminaciones del

axon) por experimento.

2) Caracterizacion del efecto de la Degeneracion Walleriana en el citoesqueleto
periédico asociado a membrana de espectrina/actina (MPS) por Microscopia de
Expansion (ExM).

2.a) Evaluacién del efecto de la Degeneracion Walleriana temprana en MPS. En
este punto evaluamos el efecto de la Degeneracion Walleriana (DW) en la nano-
arquitectura de los MPS por ExM, microscopia que validamos en el capitulo anterior.
Para ello se realiz6 un corte en axones DRG y se fijaron una hora después.
Elegimos este tiempo que es ampliamente previo al comienzo de la fragmentacién
axonal y nos permitiria determinar un remodelado temprano no relacionado con un
proceso de fragmentaciéon axonal (4-Fig.1 a). En primer lugar, observamos que los
axones intactos presentaban la periodicidad que caracteriza a los MPS (4-Fig.4 a).
Sin embargo, cuando observamos los axones expandidos que habian sufrido el
corte (1 hora DW) se evidencié una marca de Bll-espectrina con una periodicidad no
tan organizada como las observadas en los controles (4-Fig.4 a). La cuantificacién
de la abundancia de MPS mostro una caida significativa a la hora (4-Fig.4 b), la cual
fue acompanada con la pérdida de la organizacién de los mismos, tanto en los MPS
totales, como en los que consideramos MPS (valor umbral de correlacién de MPS de
0,1; 4-Fig.4 b).
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Fig. 4: Imagenes de ExM de axones Intactos y a la hora de la DW: a) Las lineas amarillas
delimitan axones que muestran la micro-arquitectura caracteristica del MPS. Las lineas
blancas muestran axones en procesos durante la DW que no presentan la organizacién
caracteristica del MPS. Las flechas blancas sefialan una marca desorganizada de BlI-
espectrina. b) Cuantificacién de la abundancia de MPS y; la correlacién de MPS totales y los
que estaban por encima del Treshold (0,10), (t-test, Mann-Whitney; Medianas p<0.05).
Para la correlacién de MPS el umbral escogido fue de 0,1; t-tets, varianza p<0.0001. Barra
de escala 0,5um. n=6, cuantificando >4 imagenes por cada uno.

2.b) Prevenciéon de la pérdida temprana de MPS durante la DW utilizando
drogas que previenen la fragmentacion axonal. En esta seccidon nos propusimos
evaluar si el uso de una droga que previene la fragmentacion axonal, como el NAD*
(del inglés: Nicotinamida Adenina Dinucleétido; Wang y col., 2005; Wang vy col.,
2012), puede prevenir también la pérdida temprana del MPS. Primero verificamos el
efecto protector de NAD* durante la fragmentacion axonal. En la Figura 5 se
muestra que 5 horas de tratamiento a axones en proceso de DW (DW+NAD*)
efectivamente hay una menor fragmentacion axonal.

Luego realizamos el siguiente protocolo de tratamiento: a cultivos DRG se los
trato con NAD* 15 minutos antes de recibir el corte y luego del mismo se los dejo 1
hora (tiempo que evidenciamos que la DW causa cambios en MPS; ver esquema 1
y 4-Fig. 4). Observamos, que los axones cortados en presencia de NAD*
(DW+NAD*) presentaban estructuras periddicas mas ordenadas comparados con los
que estaban cortados pero sin tratamiento (4-Fig.6 a). La cuantificacién confirmo
esto, ya que la organizaciéon de los mismo mostr6 un aumento significativo en
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axones DW+NAD en comparacion con los DW (4-Fig.6 b); y lo mismo fue
evidenciado en las medidas de abundancia de MPS, que también aumentd en un

~20% (4-Fig.6 c).

Fig. 5: Imagenes de epifluorescencia de axones marcados para evidenciar a-tubulina: Axones
Intactos, Degeneracion Walleriana (DW) y DW+NAD*. La DW vy el tratamiento fueron por 5 horas
y la inmunomarcacién contra a-tubulina. Nétese, la prevencién de la fragmentacion axonal a 5
horas de DW+NAD* comparada con los axones DW 5 horas sin tratamiento. Barra de escala: 20

Corte axonal iAxones 1 hora de DW + NAD™ Axones 5 horas de DW + NAD*
se protege la pérdida de MPS distal? se protege la fragmentacion

Zona distal // axonal distal
1 hora Z//___ 5 horas _4
— i+ [l >
MPS O\
; \\ Axpnes distales
' t? no fragmentados
15" antes del corte y durante .

toda la DW tratamiento con NAD*

Esquema 1: Graficos representativos de ganglios sensoriales (DRG) que fueron cortados para
inducir DW: El resultado de la seccidn anterior (4-Fig 4) demostrd que a la hora de DW existe una
pérdida del MPS. Este esquema representa la pregunta sobre si en ese mismo tiempo de DW pero
con el tratamiento con NAD* existe la proteccién del MPS. En este grafico también se muestra lo
que ocurre a las 5 horas de DW+NAD* donde se protege la fragmentacidn axonal distal que ocurre
en ese tiempo.
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Fig. 6: Prevencion de la pérdida temprana de MPS por NAD*. a) Imdgenes de axones expandidos, Intactos, DW
y DW+NAD* (1 hora) marcados para evidenciar Bll-espectrina. Las lineas indican los periodos (Intactos y
DW+NAD*); las flechas blancas indican la desorganizacion de MPS a la hora de la DW. b) Cuantificacidn de la
correlacidn total de MPS (Tukey's Multiple Comparison Test; Medias, p<0,05). c) Grafico que muestra el
aumento significativo de la cantidad (abundancia) de MPS con 1 hora de tratamiento de NAD* durante la DW.
Mann Whitney; Medianas p<0,05. Barra de escala 1 um. Cultivos n=6, cuantificando > 4 imagenes por cada
tratamiento.

2.c) La pérdida del MPS correlaciona con la fragmentacién axonal. Al igual que
en el Capitulo. 2, los resultados obtenidos en la seccion anterior nos llevé a
preguntarnos si esta disminucion temprana que observamos de los MPS, que
precede la fragmentacion axonal (3 horas en adelante) se profundiza durante el
proceso de fragmentacion. Para ello fijamos ganglios DRG a las tres horas de
provocado el corte, tiempo que encontramos una poblacion heterogénea de axones,
no-fragmentados, en proceso de fragmentacion y fragmentados (4-Fig.7 a).

Las imagenes obtenidas mostraron la heterogeneidad de la poblacion axonal
esperada, pudimos encontrar axones en diferentes estadios de fragmentacién en los
que comparamos la abundancia y organizacion del MPS entre axones fragmentados
y no-fragmentados (4-Fig.7 b).

La cuantificacion de la abundancia de MPS mostro que la misma baja
significativamente en axones que ya estan fragmentados comparados con los que
aun estan sin fragmentar, evidenciando menos MPS en los axones fragmentados (4-
Fig.7 ¢) a mismo tiempo de DW. Sin embargo, la cuantificacién de la organizacion
de esos periodos (correlacion) mostro que en los fragmentos pequefios (axones ya
fragmentados) esta organizacion es mayor comparados con los MPS que estan en
los axones no-fragmentados (4-Fig.7 d). Esto lo atribuimos a que quizas los
segmentos de axones pequefios se mantienen adheridos al sustrato porque aun
tienen la presencia organizada de MPS.
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Fig. 7: Comparacion de MPS entre axones no-fragmentados con axones fragmentados. a) Esquema
representativo de la poblaciéon axonal que se encuentra luego de 3 horas del corte de los mismos. b)
Imagenes de axones expandidos tomadas en confocal, a las 3 horas de haberles provocado el corte,
marcados para evidenciar Bll-espectrina. Los recuadros verdes y violetas indican axones no fragmentados y
fragmentados. ¢ y d) Cuantificaciéon de la abundancia y correlacion de MPS. Mann Whitney; Medianas
p<0.05. Escala de barra 10um. n=2, cuantificando >4 imagenes por cada uno.
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2.d) La disrupcion farmacolégica de los MPS acelera el proceso de
fragmentacion axonal en DW. Para evaluar que tan importante son los MPS para la
mantencion axonal, realizamos un tratamiento con Latrunculina-B (Lat-B). Esta
droga captura mondémeros de actina y previene su incorporacién en F-actina
afectando su polimerizacion (Peterson y Mitchison. 2002; Allingham vy col.,
2006).Trabajos recientes demostraron que el tratamiento con esta droga disrrumpe
los MPS per-se en axones de neuronas en cultivo (3D/V) (Zhong y col., 2014).

Es importante destacar que antes de la eleccién de Lat-B, probamos de forma
comparativa otra droga que desestabiliza la F-actina: Citochalasina-D (Cito-D), que
también se demostré que disrumpre el MPS (Zhong vy col., 2014). Cito-D se une al
extremo mas dinamico de filamentos de actina e impide la incorporaciéon de nuevos
mondmeros (Peterson y Mitchison. 2002). La comparacion de la marca de F-actina
entre axones tratados con estas drogas de manera aguda muestra que Lat-B
disminuye la marca de F-actina, mientras que Cito-D provoca acumulos de F-actina
en los axones (4-Fig.8). Por esa razon, elegimos utilizar Lat-B para el tratamiento
farmacoldgico de disrupcién del MPS.

Intacto

.

tact

LY

ngitc-D

Fig. 8: Imagenes confocales de axones DRG marcados para evidenciar F-actina
tratados con drogas que afectan los filamentos de actina. a) Axones intactos, b)
axones intactos + Lat-B y c) axones intactos + Cito-D. En este ultimo se evidencia una
marca de acumulos de actina (flechas rojas) comparada con la marca de axones
tratados con Lat-B, que presentan una marca mas “limpia”. Barra de escala: 50 um.
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En primer lugar, validamos el tiempo y dosis de tratamiento con esta droga y
observamos por ExM que una dosis de 20 yM por 2 horas con Lat-B causa una
pérdida tanto en la abundancia como en la organizacién del MPS (4-Fig.9 ay b).
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Fig. 9: a) Imagenes de axones marcados para revelar B-llespectrina por ExM. b)
Cuantificacion de la Abundancia y Correlacién de MPS; Correlacion Wilcoxon
test; mediana (P < 0.05). Abundancia Mann Whitney-test; mediana (P < 0.05).
Escala de barra 1um. Lineas blancas delimitan los axones.
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Posteriormente, realizamos DW por 2 horas, y un grupo fue tratado con Lat-B
(durante esas 2 horas) y el otro no recibié este tratamiento (grupo control). La
cuantificacion del area axonal evidencié que el tratamiento con Lat-B incrementa la
pérdida axonal inducida por DW (4-Fig.10 a y b). Es importante destacar que el
tratamiento con LatB per se no induce fragmentacién axonal.
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Fig. 10: Latrunculina-B acelera la pérdida axonal inducida por DW. a)
Imagenes confocales de axones marcados para evidenciar Tir-tubulina. b)

cuantificacién de darea axonal. Mann Whitney; Medias p<0.05. Barra de
escala: 10 um.
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CAPITULO 4: RESULTADOS - CONCLUSION

Capitulo #4: Conclusién Especifica

Mostramos que en el modelo de Degeneracion Walleriana (corte de axones) se
inducen cambios tempranos en la F-actina en los conos de crecimiento.
Evidenciamos que existe una caida de conos de crecimiento sanos de axones de la
zona distal (axones separados del soma neuronal). Pero contrariamente a lo
observados en el Capitulo 2, la F-actina total del compartimiento axonal no mostré
una baja en su intensidad. En su conjunto, estos resultados nos podrian estar
sugiriendo que quizas se vean involucrados mecanismos diferentes durante la DW
en la regulacion global del citoesqueleto de F-actina en ambos compartimientos.

Por otra parte, evidenciamos que existe un remodelado temprano en los MPS, y
que a la hora del corte axonal observamos una caida en la organizacion y cantidad
de MPS y que este cambio precede la fragmentacion axonal (que se observo a las 3
horas de la DW). Luego demostramos que durante el proceso mismo de
fragmentacion, axones ya fragmentados presentan una drastica pérdida del MPS
comparado con axones vecinos aun sin fragmentar. Esto apoya nuestra hipétesis del
rol que cumplen los MPS en la mantencién de la estructura axonal en procesos
degenerativos, tal como observamos en el modelo de Degeneracion en el Desarrollo
en el Capitulo 2.

El tratamiento con NAD* protege la fragmentacion axonal (Araky y col., 2004;
Wang y col., 2005; Wang y col., 2012). En este objetivo demostramos que ese
mismo tratamiento protege de la pérdida temprana en organizacién y abundancia del
MPS. Para sustentar la idea de que la pérdida del MPS correlaciona con la
fragmentacion axonal, demostramos que la desorganizaciéon farmacoldgica de los
MPS (con Lat-B) acelera la pérdida de area axonal durante la DW.

En su conjunto, en este capitulo logramos caracterizar el efecto de otro modelo
de degeneracion axonal (Degeneracion Walleriana) en el citoesqueleto de F-actina y
MPS axonales. Evidenciamos que la DW desarma el citoesqueleto de F-actina en
los conos de crecimiento y al igual que la degeneracién por PNGF en este modelo
los MPS parecen también tener un rol clave en la mantencién estructural de los
axones distales en el proceso de fragmentacion.
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Capitulo 5

Discusion
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DISCUSION CAPITULO # 2

Cambios estructurales del citoesqueleto de actina y
del MPS axonal ocurridos durante la Degeneracion en
el Desarrollo, modelo de PNGF.
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CAPITULO 5: DISCUSION CAPITULO 2

1. La degeneracion axonal por privacion de NGF causa cambios estructurales
en el citoesqueleto de F-actina.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron un cambio en la
F-actina global en axones y conos de crecimiento, provocado por la privaciéon del
factor tréfico de crecimiento nervioso NGF (PNGF), modelo que emula la
degeneracion axonal que ocurre en el desarrollo. Este cambio de F-actina global fue
evidenciado en tiempos tempranos de la privacion (3 horas), cuando aun no han
comenzado los procesos de fragmentacién axonal. Dicho remodelado continué en
ese nivel hasta las 18 horas, cuando comienzan a encontrarse axones en proceso
de fragmentacién y aumento paulatinamente hasta las 24 horas. (Ver Fig. 1, Cap.2).

Estos resultados coinciden y amplian observaciones previas presentes en la
bibliografia donde postulan la vinculacién de vias de regulacién de F-actina en
procesos de degeneracion en el desarrollo y algunas patologias neurodegenerativas
(Heredia y col., 2006; Bernstein y col., 2010; Valakh y col., 2013; Saal y col., 2015).
Sumado a esto, datos de proteomica mostraron un enriquecimiento de moduladores
del citoesqueleto de actina en axones lesionados (Garland y col., 2013) y recientes
estudios en muestras de plasma de pacientes con glaucoma (enfermedad con
denegeracion axonal temprana) mostraron un enriquecimiento de proteinas de union
de F-actina (Gan y col., 2019).

Nuestros resultados son novedosos y aportan nuevo conocimiento del impacto
que provoca la degeneracion del desarrollo en el citoesqueleto de F-actina en dos
compartimientos neuronales (axones y CCs). Estos efectos de la ausencia de NGF
podrian interpretarse como fendmenos tendientes a guiar a los axones en
crecimiento hacia su blanco, que secretan NGF. Dado que una regulacion normal de
la dinamica de actina y los conos de crecimiento axonal participan en la elongacion
y guiado axonal, respectivamente (Gomez vy Letourneau. 2014; Glebova y Ginty.
2005).

Los resultados de este trabajo, sugieren que el desarreglo de estas estructuras
causado por la ausencia aguda (experimental) de NGF sirve para redireccionar los
axones hacia fuentes de mayor concentracion de NGF, y asi poder llegar al blanco
generador de la neurotrofina. Sabiendo que existen evidencias que postulan efectos
antagonicos del NGF dependiente de concentracion con respecto al crecimiento
axonal (Sainath y Gallo. 2014). Por debajo de un nivel umbral, se producen
respuestas axonales tipicas de moléculas repulsoras (como Sema 3A; Dent y col.,
2004; Brown y Bridgman. 2009) y por encima de ese umbral se producen respuestas
tipicas de una molécula de atraccion (Seeley y Greene, 1983; Goldberg y col., 2000).
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En base a esto, el estudio del efecto que causa la degeneracion ocurrida durante el
desarrollo en la F-actina nos dio indicios de que su regulacién estructural temprana
jugaria un rol importante en los procesos de cableado y posterior degeneracion
ocurridos en el desarrollo del sistema nervioso.

2. La pérdida de MPS durante la degeneracion provoca la inestabilidad
estructural axonal y su posterior fragmentacion.

La utilizacién de nanoscopia hizo posible el descubrimeinto de que actina, espectrina
y otra proteinas asociadas forman una estructura periédica de asociacién a
membrana (MPS, Xu y col., 2013). Este hallazgo ha sido de gran interés para
muchos grupos de investigacion, quienes han generado evidencia para las posibles
funciones del MPS axonal. Algunas evidencias postulan que estas estructuras
pueden estar vinculadas con la mantencién del calibre axonal y su funcionalidad
(Leite y col., 2016). Por otra parte, trabajos previos mostraron que en C. elengans
nulos para la proteina B-espectrina (proteina que forma parte del MPS) existe una
pérdida de integridad fisica de los axones motores del gusano (Hammarlund vy col.,
2007). Estos antecedentes nos llevaron a postular que los MPS podrian cumplir un
rol en la mantencion axonal en procesos degenerativos.

En este trabajo aportamos evidencia sobre el rol que tienen los MPS en la
mantencion de la integridad axonal durante la degeneracion por PNGF (Ver Fig. 5-
6, Capitulo. 2). Observamos que a las 3 horas de la privacion existe un cambio
estructural de los mismos y eso se acompafia con una caida rapida de su
abundancia (caida 50%) y duradera en el tiempo. Lo interesante, es que este cambio
temprano precede la fragmentacion axonal (18 horas en adelante). Esto fue
evidenciado cuando evaluamos en cultivos DRG una poblacion heterogénea de
axones (no-fragmentados y fragmentados) en el tiempo de 18 o0 21 horas de PNGF,
donde observamos que los axones fragmentados presentan una reduccion de la
abundancia del MPS en un 75% comparados con los que aun no se disrrumpieron
(no-fragmentados).

Nuestra interpretacion de estos datos es que el desarmado del MPS avanza
rapidamente durante o inmediatamente anterior a la fragmentacion axonal, y es por
eso que es extrafio encontrar fragmentos axonales con un MPS organizado. Esto
implica una relacion directa entre la organizacion del MPS vy la estabilidad del axén,
lo que no llevé a realizar los experimentos farmacoldgicos que se detallan a
continuacion.

Evidencias con tratamiento de pequefias moléculas conocidas que alteran la
polimerizacion y la despolimerizacion de los filamentos de actina apoya la idea de
que los MPS no son estructuras estables, sino todo lo contrario presentan una
dindmica continua. Mas sabiendo que la F-actina trabaja en un proceso de equilibrio
dinamico (Dent y Gertler. 2003), en donde el continuo agregado de monoméros en
un extremo es equilibrado con la salida de monémeros en el otro, en un proceso
conocido como “treadmiling”. En este contexto, para corroborar si un cambio en la
dinamica de F-actina causa un efecto en la fragmentacion axonal realizamos
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tratamientos agudos con Curcubitacina-E (CE, droga que interactia con la F-actina y
la estabiliza, Sérensen y col., 2012).

Evidenciamos que se previene la pérdida de MPS cuando el tratamiento se
realiza a axones ya avanzados en el proceso de degeneracién (21 horas),
observando que 3 horas de tratamiento revierte la pérdida de MPS que observamos
a las 24 horas de degeneracion. El tratamiento con CE aumenta la abundancia de
MPS tanto medidos por tinciones contra F-actina como pll-espectrina. Estos
resultados evidencian la dinamica de estas estructuras y que la estabilidad de un
componente de los mismos (F-actina) causa un impacto positivo para la
recuperacién de MPS y la fragmentacion axonal durante la degeneracion (Ver Fig.
11, Capitulo 2).

Estos resultados son apoyados por evidencias anteriores que mostraron que el
tratamiento agudo con drogas que desestabilizan la actina, mediante unién a G-
actina o F-actina (Latrunculina-A y Citochalasina-D) causa el desarmado de los MPS
(Zhong y col., 2014; Qu, y col 2017). Lo que nos sugiere que el MPS tiene filamentos
de actina relativamente dinamicos. En su conjunto, nuestros resultados aportan una
nueva vision, postulando que la estabilizacion de actina protege los MPS, que
juegan un rol en la integridad axonal y eso provoca un retraso en la fragmentacion.
Este resultado evidencia el rol clave del MPS para la mantencién de integridad
axonal en un contexto de degeneracion.

Interesantemente, a principios del presente afio (2019) se publicé un trabajo
que valida nuestros resultados (publicados en Unsain y col., 2018) lo que hace que
sean mas robustos en la bibliografia. Este nuevo trabajo (Wang y col.,, 2019),
ademas de corroborar nuestras observaciones, sugiere que la via pro-degenerativa
caracterizada por la participacion DLK (del inglés: Dual Leucine zipper Kinase) y c-
Jun pueden ser activadas tanto por el desarmado farmacolégico del MPS y por la
degeneracion por PNGF (Wang vy col., 2019). Postulando posibles vias moleculares
activadas por cambios estructurales del MPS.

3. La pérdida de MPS precede la pérdida de otros componentes del
citoesqueleto axonal.

La degeneracion axonal es un proceso que culmina con la fragmentacién y
pérdida total de axones. En la ultima parte del Capitulo 2 realizamos experimentos
para evaluar si la poblaciéon de microtubulos tambien sufria una drastica disminucion
durante la fragmentacién. Para nuestra sorpresa, observamos que las tinciones de
MT no mostraron diferencias entre axones no fragmentados y fragmentados a las 24
horas de PNGF. Luego corroboramos la estructura nanoscopica de estos
microtubulos mediante nanoscopia de STED.

Otra observacion llamativa de esta seccion fue el enriquecimiento de MTs con
a-glu-tubulina, lo que indica que existe un aumento de MT estables, en detrimento
de MTs mas dinamicos, ya que la marca contra a-tir-tubulina disminuyo
proporcionalmente.
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cual seria el efecto de la degeneracién (en la etapa de fragmentacién) en otros
componentes del citoesqueleto neuronal. En tiempos de fijacion donde ya sabiamos
que la fragmentacion axonal da comienzo (18-24 horas) y existe una poblacion
axonal heterogénea (axones fragmentados y no-fragmentados). Es sabido que el
desamblaje de MT con el tratamiento de Nocodazol causa una desorganizacién de
los MPS per-se (Zhong y col., 2013). En base a esto, por la contraria, en nuestros
experimentos evaluamos si el efecto que causa la PNGF en los MPS causa un
impacto en la estructura de microtubulos (Ver Fig. 9-10, Capitulo. 2).

Midiendo la intensidad de las tubulinas total (a-tubulina) y tubulina detirosinada
(a-glu-tubulina, tubulina estable); (Maor-Nof y col., 2013). Observamos que la
intensidad de a-tubulina (tubulina total que esta formando MT) baja con respecto al
control a las 24 horas de PNGF, donde los axones estan casi en su totalidad
fragmentados. Estos resultados nos sugirieron, que la pérdida de MPS que
demostramos anteriormente es especifica y a su vez convierte al MPS en una
estructura clave en la integridad axonal en procesos degenerativos.

La Figura 5-Fig. 1 resume las principales observaciones de este capitulo.
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Fig. 1: Diferentes estadios del proceso de degeneracién axonal por privacion de NGF. Se muestra
el impacto provocado en cada componente del citoesqueleto axonal y de conos de crecimiento.
Notese, que en la degeneracion temprana se desorganizan y baja de abundancia de MPS (2). (3)
comienzo de la fragmentacion axonal donde ocurre una pérdida del MPS (rdpida) que se ve seguida
por la pérdida de a-tubulina y actina. Mientras que a-glu-tubulina (MT estables), perduran en
axones fragmentados y debris celular.
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DISCUSION CAPITULO #3

Validacion de Microscopia de Expansion para
evidenciar y cuantificar cambios en el MPS axonal.

68



CAPITULO 5: DISCUSION CAPITULO 3

1. Visualizacién de MPS por Microscopia de Expansion.

Los MPS estan presentes con una nano-arquitectura particular a lo largo de los
axones de todas las poblaciones neuronales. Esta organizacién se presenta como
periodos de 190 nm formados por las proteinas asociadas a membrana actina y
espectrina (Xu y col., 2013; revisado en Unsain y col., 2018b). Esta particularidad
hace que solo sea posible ser evidenciados y estudiados utilizando microscopia de
super-resolucion (STED, STORM). En el Capitulo 3 validamos el uso de una nueva
técnica de super-resolucion, Microscopia de Expansién (ExM), para la observacion
del MPS. Desde su primera publicacion en 2015, numeros protocolos en prestigiosas
revistas han surgido para adaptar dicha técnica para diferentes especimenes y
marcaciones de proteinas (Asmamaw y col., 2019).

Algunos de los trabajos que han sido publicados hasta la fecha, han podido
valorar la retencion de diferentes fluoréforos (Tillberg y col., 2016), la visualizacion
de proteinas (Chen et al., 2015; Chozinski y col., 2016), asi como también, otros han
conseguido obtener una mayor expansion (mejor resolucién) mediante cambios en la
concentracién de los compuestos que hacen la solucién del gel y procedimientos de
digestion de los mismos (Gambarotto y col. 2018). En esta linea, otro ejemplo, es el
novedoso protocolo llamado Expansion 10X, donde un gel es expandido 10 veces
del tamafo original y logran una resolucién 25-30nm por microscopia de
epifluorescencia convencional (Truckenbrodt y col., 2019). Mas alla de todos estos
avances Yy validacion de esta técnica, hasta este trabajo no existian publicaciones
del uso de ExM para la observacion de MPS y su cuantificacion. Mediante el
seguimiento de varios protocolos logramos poner a punto un protocolo especifico
para expandir axones sensoriales (en cultivo) inmunomarcados para evidenciar Bll-
espectrina (Ver Fig. 1y 2, Capitulo. 3).

Utilizando un microscopio de flourescencia convencional obtuvimos una
separacion de los fluoroéforos que marcaban Bll-espectrina que nos permitié ver la
nano-arquitectura caracteristica del MPS, es decir una marca periodica de Bll-
espectrina. Lo valioso de esta técnica es la ganancia de super-resolucion en el plano
Z. La resolucién efectiva ganada puede ser de ~70 nm, si partimos de una expansion
lineal de ~4,5 y utilizamos un microscopio con limite de refraccion ~300 nm (300
nm/4,5, Asmamaw y col., 2019). Mediante el escaneo en Z en toda la muestra (Z-
stack) logramos realizar una reconstruccion 3D, asi como cortes ortogonales de
cada plano demostrando que con la técnica de ExM podemos obtener imagenes de
MPS en los axones en todo el eje axial.

Para validar nuestras observaciones con ExM, las comparamos con imagenes
de STED de las mismas muestras. Elegimos esta microscopia como control ya que
la misma es altamente utilizada por nuestro laboratorio y otros grupos de
investigacién para analizar estas estructuras (Leite y col., 2016; Unsain y col.,
2018b). Interesantemente, al principio nuestra medida de coeficiente de expansion
era calculada macroscopicamente (tamano del gel) y ese coeficiente luego era el
utilizado para la calibracion de las imagenes post-ExM para cuantificar los periodos
presente e los axones.
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CAPITULO 5: DISCUSION CAPITULO 3

Cuando realizamos la calibracion de las imagenes y medimos la periodicidad del
MPS nos encontramos con la sorpresa que los mismo median ~240 nm, es decir
mayor tamano a lo registrado en la bibliografia por microscopia de super-resolucion
STED, de 190 nm (D’Este y col., 2016; Leite y col., 2016; Unsain y col., 2018).

Atribuimos esta observacién a que quizas la proteina dentro del gel no se
expande igual que el gel macroscépicamente. Revisando la bibliografia, notamos
que la mayoria de los trabajos publicados de ExM el coeficiente de expansion era
medida tomando dos puntos de referencia en imagenes pre y post-expansion (Chen
y col., 2015; Tillberg y col., 2016; Chozinski y col., 2016; Gambarotto y col. 2018).
Pero también existen registros, donde toman el coeficiente de expansién midiendo el
gel macroscopicamente, pero los resultados son ambiguos, ya que algunos
coeficiente del gel dan un poco menor al registrado por la medida de separacion de
dos puntos de referencia con las imagenes (Pre y Pos Expansion, Ku y col., 2016;
Gao y col., 2018; Sheard y col., 2019).

Para abordar esta problematica, expandimos fibroblastos marcados para
evidenciar la red de microtubulos, de esa forma el nucleo célular queda delimitado y
fue posible medirlo poblacionalmente en celulas pre y pos-expansion. Estos
experimentos evidenciaron un coeficiente de expansion ~4,7 lo que significé un 32%
mayor que el coeficiente de expansion del Gel-Block, que era de ~3,6. Utilizando ese
coeficiente (el cual llamamos, Coef.Proteico; 5-Fig. 2). Con ese nuevo coeficiente de
expansion, medimos los periodos en imagenes expandidas y obtuvimos medidas de
~188 nm, similar a la que se obtiene por STED (~190 nm; Ver Fig. 4, Capitulo 3).
Este resultado muestra que la expansion proteica es mayor a la del Gel-Block y
postula un nuevo procedimiento de obtener un coeficiente de expansion mas preciso
de las proteinas vy justifica el uso de ExM como método cuantitativo.
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CAPITULO 5: DISCUSION CAPITULO 3
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Fig. 2: El esquema representa el Gel.Block y Gel.Proteinas: a) Se representa de una visién
superior del gel-muestra, en imagenes tomadas en esa perspectiva se midié el Coef.Gel-
Block, promediando su medida de diametro. b) Vista ortogonal del gel en a). Se observa
donde estd la muestra incluida en el mismo (cerca del vidrio), en donde se da la expansion
proteica, de las cuales se toman las imagenes de estructura referentes Pre y Pos-expandidas,
para luego estimar el Coef.Proteico.

2. Cuantificacion de correlacion y abundancia de MPS por Microscopia de
Expansion.

Utilizando el coef.Proteico analizamos imagenes de STED y ExM por el
programa de cuantificacion de correlaciéon de MPS, Gollum (Barabas y col., 2017).
Las frecuencias relativas de correlaciones de imagenes tomadas con ambas
microscopias no dieron diferencia y el % de MPS (abundancia) presentes en las
muestras fue el mismo. Ademas, la cuantificacion de la organizacion y abundancia
del MPS en axones en una condicién de relevancia fisioldgica, como lo es la
degeneracion axonal del desarrollo embrionario, mostro una pérdida de los mismos
en imagenes tomadas por ExM al igual de los datos registrados por STED y STORM
en mismas condiciones (Unsain y col., 2018; Wang y col., 2019).

Esto resultados fueron contundentes y validan la utilizacion de una nueva
técnica de super-resolucién para observar y cuantificar las estructuras periddicas
MPS. Lo valioso es que como describimos en Materiales y Métodos, la ExM no
necesita de equipos de microscopias de alta tecnologia, como lo son los
microscopios de super-resolucion. En resumen, esta puesta a punto, nos permitié
avanzar con mi tercer objetivo de tesis, y ha sido implementada como técnica de
rutina en nuestro Laboratorio, lo que aportara a estudios futuros y en la
profundizacién del estudio del rol de los MPS en axones.
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DISCUSION CAPITULO #4

Rol del citoesqueleto de actina y del MPS durante la
fragmentacion ocurrida en axones distales cortados,
modelo de Degeneracion Walleriana.
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CAPITULO 5: DISCUSION CAPITULO 4

1. El efecto temprano de la Degeneraciéon Walleriana en la F-actina total.

Al igual que el Capitulo. 2, en primer lugar evaluamos cual era el efecto de la
Degeneraciéon Walleriana (DW) in vitro (corte de axones) en la F-actina total de
axones y conos de crecimiento en la zona distal (separada del soma). Desde hace
mucho tiempo es sabido que este tipo de degeneracion es local en el
compartimiento axonal y es un mecanismo que sucede tempranamente y culmina
con una destruccion total de los axones distales (Lee JC.1963; Thomas PK. 1964).
Ademas, algunos moduladores de F-actina también se los han identificado en
procesos de degeneracion e injuria axonal (Valakh y col., 2013; Saal y col., 2015).
Pero no existen evidencias de que cambios estructurales tempranos ocurren en la F-
actina en estos compartimientos. Primero evidenciamos que a las 3 horas de
provocado el corte axonal, existe un generalizado colapso de los conos de
crecimiento. Esta respuesta de colapso es tipica de axones en crecimiento cuando
se encuentran con sehales negativas del ambiente durante el desarrollo de las
conexiones sinapticas (Gallo y Letourneau. 2004; Gomez y Letourneau. 2014). Por
otro laso, nuestros resultados eran los esperados sabiendo que en la bibliografia
existen varias evidencias que vias de control de F-actina estan vinculadas en varios
procesos de degeneracion (Bamburg y col., 2010; Valakh y col., 2013; Saal y col.,
2015). Este fendmeno de colapso de CC replica lo observado en la primera fase de
la degeneracion por PNGF.

Sin embargo, en el compartimiento axonal no identificamos un impacto
temprano en la F-actina, ya que los niveles de intensidad no mostraron diferencia
entre axones en procesos de DW e intactos. Esto podria darse porque quizas sean
diferentes  los mecanismos de control de la dinamica de
polimerizacion/despolimerizacion de F-actina durante la DW en el compartimiento
axonal que los de los Conos de Crecimiento.
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CAPITULO 5: DISCUSION CAPITULO 4

2. La Degeneraciéon Walleriana causa una desorganizacion temprana en los
MPS.

La lesién de un nervio causa una degeneracion axonal que culmina con una
fragmentacion total de los axones distales a la lesién (Lee JC.1963 y Thomas PK.
1964; Neukomm y Freeman, 2014). In vitro es posible emular este procesos por el
modelo de DW por corte de axones (Coleman y col., 2005; Unsain y col., 2013;
Calliari y col., 2014). En el Capitulo 2 de este trabajo de tesis demostramos que los
MPS juegan un rol clave en la mantencion de la integridad axonal en el modelo de
degeneracion que ocurre en el desarrollo, PNGF. En este punto quisimos elucidar si
existen cambios tempranos similares en los MPS durante la DW.

Utilizando ExM cuantitativa, fijamos y expandimos axones sensoriales a la hora
de realizado el corte de los mismos, y la marcacién para evidenciar ll-espectrina
nos mostrd cualitativamente que hay una desorganizacion temprana de MPS. La
cuantificacion con el programa Gollum mostro una baja en la abundancia que fue
acompanada con la baja de correlacién del MPS (5-Fig. 3). Podriamos decir que
esta pérdida temprana del MPS quizas sea por una activacion temprana de
Calpaina, proteasa que tiene como blanco la degradacion de espectrina,
componente proteico de estas estructuras. Esto es apoyado por evidencias que
postulan la expresion temprana de espectrina clivada (proteina degradada por
Calpainas) durante la degeneracion (Saatman y col., 2003; Hall y col., 2005) y
sugiere que la pérdida del MPS temprana puede darse por la degradaciéon de sus
componentes mediada por calpainas. Trabajos posteriores podrian evaluar la
participacion de calpainas en el remodelado del MPS mediante experimentos de
pérdida de funcion genética o con inhibidores farmacoldgicos.

Por otra parte, las Calpainas también degradan Caspasas (via retrogada de
apoptosis neuronal) y la activacién temprana de Caspasas ha sido vinculada con la
pérdida estructural axonal durante la degeneracion por privacion, previo la
fragmentacion axonal (Schoenmann y col., 2010; Simon y col., 2012; Unsain y col.,
2013). Sin embargo, recientes evidencias demostraron que la desorganizacion del
MPS precede la actividad de vias Caspasas en modelos de PNGF (Wang y col.,
2019). Sumado a esto, las Caspasas parecen no tener un rol durante la
degeneracion distal temprana ocurrida durante la DW (Unsain y col., 2013). Lo que
apoya la idea que la pérdida temprana del MPS por la DW, esté vinculada por la
activacion de vias de degeneracion que preceden la fragmentacién axonal (por
ejemplo, Calpainas) y quizas esos efectos tempranos en el MPS sean inducidos por
mecanismos aun sin elucidar, aunque como se discutira mas adelante, es posible
que esa via sea sensible a NAD*, ya que esta molécula previene tanto el
remodelado temprado del MPS como la posterior fragmentacion axonal.
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Zona distal
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Fig. 3: Esquema que representa la Degeneracion Walleriana: 1) representa el tO0 momento
del corte de los axones. 2) representa 1 hora después de realizado el corte, se indica que los
axones distales no estan fragmentados a ese tiempo pero si existe una pérdida estructurala
del MPS.

En base a estas observaciones, nos propusimos analizar en una poblacion
axonal heterogénea, donde la fragmentacion axonal estd dando comienzo (a 3 horas
de DW), la organizacién y estructural del MPS. Evidenciamos que axones que no
estaban fragmentados presentaban una mayor cantidad de MPS (abundancia) por
segmento axonal en comparacion con los que ya estaban fragmentados.
Interesantemente, la organizacion de los MPS mostré el resultado inverso, pequefios
segmentos fragmentados, pero que no eran aun debri axonal, presentaban un mayor
ordenamiento en sus MPS.

Estas observaciones, sugieren que la presencia ordenada de estas estructuras
en pequefios segmentos axonales, podria mantenerlos para no llegar a la
destruccién total, y apoyan la hipotesis del rol del MPS en la mantencién de
integridad axonal, en consonancia con los resultados que obtuvimos en el modelo de
degeneracion del desarrollo.
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3. El tratamiento farmacolégico que protege la fragmentaciéon axonal protege la
pérdida temprana de MPS.

Trabajos previos han demostrado que durante la degeneracion axonal
Walleriana se da un decaimiento de NAD* (del inglés: Nicotinamide Adenine
Dinucleotide) en los axones en procesos de fragmentacion (Akary y col., 2004). Es
sabido, que esta molécula esta vinculada en la proteccion de axones sensoriales,
previniendo su fragmentacion en modelos de DW in vitro (Coleman y col., 2005;
Unsain y col., 2013; Calliari y col., 2014). Bajo este contexto, realizamos un
tratamiento con NAD* a cultivos DRG que llevaban 1 hora de DW, tiempo donde
evidenciamos que los MPS comienzan a modificar su organizacién y decaen en su
abundancia.

Evidenciamos que 1 hora de tratamiento con NAD* (DW+NAD"*) causa una
prevencion de la pérdida de MPS y su ordenamiento estructural, en comparacion
con los que no habian recibido este tratamiento (DW). Lo interesante de estos
resultados es que, si los asociamos con resultados ya publicados, que demuestran
que NAD™* exégeno contrarresta la pérdida de NAD* enddégeno provocada por la
actividad de SARM1 durante la DA, lo que estaria protegiendo la fragmentacion de
los axones (Sasaki y col.,, 2016). Mas aun, SARM1 es postulada como posible
activador de vias pro-degenerativas tempranas durante la degeneraciéon axonal
(Osterloh y col., 2012; Simon y Watkins. 2018).

Por otra parte, las vias directas de intervencion de SARM1 no estan del todo
claras hasta la fecha. Una de las postuladas es la via DLK>JNK (pro-degenerativa),
la cual puede ser activada por la desestabilizacion farmacoldgica del citoesqueleto
de actina en neuronas sensoriales (Valakh et al. 2015). Pero resultados recientes,
demostraron que la activacion SARM1 es importante en la degeneracién axonal
distal. Sin embargo, la eliminacién genética de esta proteina no previene la actividad
somal de la via DLK>JNK, ni la apoptosis neuronal, lo que sugiere que SARM1 es
importante para los procesos de DA pero no para la activacion de la via DLK>JNK,
que podria ser activada por otra via de sefalizacion de SARM1 no identificada aun
(Fernandes y col., 2018).

En su conjunto, nuestros resultados mas los datos bibliograficos publicados,
dejan la pregunta abierta de cuales son los intermediarios entre vias de activacion
de la DW (fragmentacion axonal) y las disrupcién del citoesqueleto axonal temprana.
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4. La disrupcion de MPS por el tratamiento con Latrunculina-B acelera la
pérdida de axones en la DW.

Los resultados discutidos en la seccion anterior deja indicios claros del rol de
lo MPS en la mantencién de la integridad axonal durante la degeneracién. Estos
hallazgos son relevantes ya que antes no existian evidencias bibliograficas del rol
del MPS en procesos de degeneracién en general.

En esta seccion, discutimos los resultados obtenidos cuando a cultivos DRG
se les realizd un tratamiento con una droga que desestabiliza la actina (Latrunculina-
B), capturando los mondémeros de G-actina (Allingham y col., 2006).

Latrunculina tiene un efecto en los mondémeros de actina, los cuales son
importantes para la nucleacion y posterior elongacion de filamentos de actina
(Allingham y col., 2006). Estudios en mosca demostraron que el silenciamiento de
nucleadores de actina disminuye la abundancia de los MPS (Qu y col., 2017).

Nuestros resultados con el tratamiento con Latrunculina en axones
sensoriales demuestran una baja per-se en la organizacion y abundancia de los
MPS como vya habia sido reportado (Xu y col., 2013; Zhong y col., 2014). Lo
interesante, es que nuestros resultados in vitro evidenciaron que una disrupcion
farmacoldgica de los mismos tiene un efecto en la mantenciéon axonal durante la DW
temprana. Cabe destacar que tanto en nuestros experimentos como en trabajos
previos no se evidencia fragmentacion axonal por drogas que desarman el MPS en
condiciones basales (Zhong y col., 2014; Valakh y col., 2015; Qu y col., 2017,
Unsain y col., 2018b). Lo que sigue fortaleciendo la idea del rol especifico que puede
cumplir el MPS en la integridad axonal en contextos de degeneracion.

Ademas, los estudios con tratamientos agudos con Latrunculina B resaltan la
importancia de la nucleacién de los filamentos cortos de actina para la integridad del
MPS, idea que ya habia sido propuesta por ensayos de pérdida de funcion en D
melanogaster por otros (Qu y col., 2017).

Por dultimo, los resultados obtenidos durante esta tesis y la reciente
publicacion de Wang y colaboradores (Wang et al., 2019) esclarecen que el efecto
inicial de la degeneracion axonal es un cambio estructural de los MPS. Nuestros
resultados postulan un nuevo rol de los MPS y sus componentes, que puede ser
clave para el avance de la degeneracién axonal en general, ya que sus cambios
nano-estructurales tempranos y efectos en la dinamica de los anillos de actina
podrian desencadenar y acelerar la pérdida axonal.
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CONCLUSION GENERAL
Conclusion general

Utilizando el modelo de Privacion de NGF en cultivos de neuronas
sensoriales, evidenciamos por primera vez que la degeneracién causa un impacto
en el citoesqueleto actina de axones y conos de crecimiento. Por otra parte,
aportamos al conocimiento del rol que cumplen las estructuras periédicas del
citoesqueleto cortical (MPS) en axones, a los cuales la privaciéon de factor trofico les
causo una desorganizacion y caida de abundancia temprana. Este cambio
estructural precede la fragmentacion axonal y tratamientos con drogas que
estabilizaron la actina revirtié la pérdida de MPS y la fragmentacion de los axones, lo
qgue confirmd la importancia de estas estructuras para la mantencion de la integridad
axonal durante el avance de la degeneracion.

En el presente trabajo logramos poner a punto la técnica de Microscopia de
Expansion Cuantitativa, la cual nunca habia sido utilizada como método cuantitativo
desde su aparicion. Con la misma, evidenciamos y cuantificamos por primera vez
MPS axonales, en condiciones basales y en procesos de Degeneracion Walleriana
(DW). Mostramos que ocurren cambios tempranos estructurales en los MPS durante
la DW ocurrida en axones distales. Ademas, estos cambios parecieron ser clave en
la pérdida de la mantencion de los axones y para que la fragmentacién de los
mismos comience. Esta ultima hipétesis, fue confirmada realizando un tratamiento
farmacoldgico que causa la pérdida de MPS, lo cual provoco la pérdida mas rapida
de axones durante la DW.

En conclusién, el presente trabajo de tesis aporté novedosos datos sobre el
impacto que causa la degeneracion en la estructura del citoesqueleto de actina
axonal en dos modelos de degeneracion, evidencias que no habian sido reportadas
anteriormente. Sumado a esto, introduce un nuevo rol de los MPS en el proceso de
degeneracion y fragmentacion en axones. En su conjunto, demuestran el impacto de
un cambio estructural del citoesqueleto de actina en la mantencion de la integridad
axonal durante la degeneracion.
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PERSPECTIVAS

Perspectivas

En un futuro, seria interesante indagar cuales son los posibles intermediarios
entre mecanismos de degeneracion y estos cambios estructurales de la actina y
componentes asociados. Por ejemplo, regulacion de vias de control de dinamica de
actina y, posibles mecanismos de activacion de la degeneracion y apoptosis
neuronal.

Para seguir adelante con esta linea de investigacién, seria necesario realizar
experimentos de manipulaciones moleculares en vias pro-degenerativas
caracterizadas por DLK, JNK y SARM1 y su vinculacibn con los cambios
estructurales de MPS durante la Degeneracion Walleriana. Por otra parte, seria
interesante abordar experimentalmente la relacion entre inductores de los cambios
estructurales de actina (Rho-GTPasas y en cofilina) en la degeneracion (PNGF o
DW) con las vias pro-degenerativas antes mencionadas. Encontrar estos
intermediarios entre ambos fendmenos seria de gran relevancia por aportar un
nuevo grupo de posibles blancos terapéuticos para enfermedades
neurodegenerativas.

Por ultimo, estudiar como se produce la formacién y desarrollo de los MPS en
condiciones basales de neuronas sensoriales in vitro en diferentes tiempos del
desarrollo, aportarian al conocimiento basico de como estas estructuras esenciales
para la integridad axonal en la degeneracién se desarrollan basalmente en las
neuronas. Realizar una curva espacio-temporal durante el desarrollo y extensién
axonal aportaria informaciéon importante sobre la funcion que tienen los MPS en el
desarrollo neuronal, extension y guiado de los axones durante el desarrollo. Asi
mismo, estas observaciones permitirian elaborar hipdtesis testeables sobre el
mecanismo de mantencion y desarmado de estas estructuras en condiciones
basales o patoldgicas.
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1. Animales

Se utilizaron ratones de la sepa C57BI/6 para cultivos de Ganglio de la Raiz Dorsal
(DRG) proporcionados por el Bioterio de animales libres de patégenos especificos
instalado en el Instituto de Investigacion Médica Mercedes y Martin Ferreyra (IMMF).
Todos los procedimientos que involucran animales fueron aprobados por el CICUAL
(Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales NIMEC-CONICET).
Departamento Nacional de Cuidado y Salud Animal (SENASA, Argentina) y
cumplieron con las pautas generales del Instituto Nacional de Salud de Estados
Unidos (NIH, E.E.U.U.). Se realizaron esfuerzos por minimizar el nUmero de animales
usados asi como el numero de manipulaciones.

2, Cultivos
Explanto de neuronas sensoriales DRG (del inglés: Dorsal Root Ganglion).

Los explantos de DRG se diseccionaron a partir de embriones de ratéon de edad
gestacional 13,5 (E13,5) bajo mesa de flujo laminar vertical, en Buffer HBSS-Hank’s
1x estéril (Thermo Fisher Gibco, #14185-052) con pinzas esterilizadas. Los explantos
fueron cultivados en cubre-objetos de 12 mm recubiertos secuencialmente con 2% del
polimero de etilenimina (PEI) (Sigma-Aldrich), laminina (10 mg/ml, Sigma) y colageno
(0,1 mg/ml, Thermo Fisher Gibco). Se utiliz6 como medio de cultivo Neurobasal
(Thermo Fisher Gibco; Cat Number: 21103049) suplementado con 2% B-27 (Thermo
Fisher Gibco; Cat Number: A3582801), 1% L-glutamina (Wisent) o Glutamax (Thermo
Fisher Gibco; Cat Number: A1286001), 1% penicilina/estreptomicina (Thermo Fisher
Gibco; Cat Number: 15140122). Dichos cultivos se dejaron crecer durante 72 horas en
presencia de Factor de Crecimiento Nervioso NGF (50ng/ml, Harlan); (Unsain y col.,
2013; Unsain y col., 2014, video Jove).

Linea celular NIH-3T3.

Los cultivos de fibroblastos (Linea celular NIH-3T3) se mantuvieron en Medio Esencial
Minimo (MEM, Thermo Fisher Gibco; Numero de Gato: 61100-061) suplementado con
Suero Fetal Bovino al 10% (Thermo Fisher Gibco; Numero de Gato: 16050122) y 1%
penicilina/estreptomicina (Thermo Fisher Gibco; Cat Number: 15140122). Las células
se sembraron en cubreobjetos circulares de 12 mm y fueron fijadas cuando se
encontraban en el 80% de confluencia.

3. Modelo de Degeneracion axonal en el Desarrollo: Privacion de NGF

Para emular la degeneracién axonal que ocurre durante el desarrollo del sistema
nervioso, utilizamos el modelo que degeneracion axonal por privacion de NGF
(PNGF). La utilizacién de este modelo es posible ya que las neuronas de explantos
DRG son capaces de responder a la falta de este factor de crecimiento (Unsain y col.,
2013). Para ello, a las 72 horas (3 DIV) de sembrado el cultivo se realiza un cambio
de medio, suplementado con NGF al grupo control, mientras que al grupo que sera
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expuesto a la privaciéon de NGF, se le coloc6 un medio desprovisto del mismo vy
suplementado con anticuerpo anti-NGF Rab1 (1mg/ml; Abcam), para captura NGF
que pueden sintetizar basalmente estas neuronas, de este modo aseguramos que no
existe presencia de NGF en el medio donde se estd dando la degeneracion axonal
por privacion. Los tiempos de privacion fueron: 3, 12, 18 y 24 horas (Fig. 1)

Modelo de Privacion de NGF

Cambio de medio
con NGF * *

| 3 Dias * *
i @ @ in vitro
Diseccion medio 3 Eé

i DRG suplementado

con NGF
. *
* e
@ DRG diseccionados
* DRG 3 dias de crecimiento in vitro -

Fig. 1: Esquema representativo del modelo de Degeneracidn axonal por Privacion de NGF en ganglios
DRG.

4. Modelo de Degeneracion Walleriana: Axotomia (corte de axones)

Los cortes fueron realizados en axones de DRG que llevaban 3DIV de crecimiento. El
corte a los mismos se realizé con una hoja de bisturi estéril bajo una mesa de flujo
laminar horizontal y posteriormente se observaron los explanto por contraste de fase
verificando de esta forma que los axones cortados se encontraran totalmente
separados de su cuerpo neuronal, para valorar en la zona distal de estos (separados
del soma) la Degeneracién Walleriana. La zona contralateral (no-cortados) se utilizd
como zona control (Unsain y col., 2013; Unsain y col., 2014, video Jove) (Fig. 2). Lo
interesante, de este modelo es que todos los axones distales (cortados) sufren el
proceso de fragmentacion axonal en simultaneo vy algunas de las vias moleculares
activadas en este fendmeno también han sido identificadas en otros procesos de
degeneracion axonal (degeneracion en el desarrollo o alguna patologias.
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Modelo de Axotomia (Degeneracion Walleriana)

3 dias
in vitro

7
=
=
N

i NGF \
Corte de
axones con bisturi -
@ DRG diseccionados * DRG 3 dias de crecimiento in vitro

Fig. 2: Esquema representativo del modelo de axotomia (corte de axones) Degeneracion
Walleriana en ganglios DRG.

5. Tratamientos

Para evaluar el rol del citoesqueleto axonal de actina durante la degeneracion se
utilizaron diferentes drogas que causan efecto en la estabilidad del citoesqueleto de
actina las concentraciones utilizadas fueron tomadas basandonos en datos
bibliograficos. (Cuadro. 1). Los tratamientos con Curcubitacina-E fueron agudos de 3

horas en cada experimento. Para el tratamiento con Latrunculina B, el tiempo utilizado
fue de 2 horas.

Cuadro 1: Drogas y concentraciones utilizadas

Citoesqueleto Estabilidad del Droga Mecanismo de Accién Concentracion
Polimero utilizada
Actina t Curcubitacina-E Se une a F-actina y previene su
depolimerizacién
P [5 nM]
Actina Secuestra la G-actina y previene el
ensamblaje de la F-actina
Latrunculina-B [20 uM]

Fuente: Zhuang 2013; Zhong y col., 2014.

Respecto al tratamiento con NAD* (Sigma-Aldrich), se utilizé una concentracion de
5mM (Unsain y col., 2013), durante 1hora.
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6. Inmunocitoquimica

Los explantos de DRG fueron fijados con Paraformaldehido-Sucrosa (Sigma-Aldrich)
al 4% en PBS 1x, pH=7,4 durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se permeabilizé con PBS-Triton 0,2% durante 5 minutos y se
realizaron dos tiempos de 5 minutos de bloqueo con PBS-Teewn al 0,1%. Los
anticuerpos primarios fueron incubados 1 hora a temperatura ambiente (TA) o over
nigth (o.n) a 4°C para los ensayos de Microscopia de Expansion (ExM). Los
anticuerpos secundarios se incubaron 1 hora a TA, excepto para los ensayos de
ExM que se incubaron durante 2 horas. Cada vidrio fue montado con Mowiol (2.4%,
poly-vinyl-alcohol, Sigma), y guardados a 4°C protegidos de la luz hasta ser
observados al microscopio.

Preparaciones de microtubulos: a explantos DRG se les realizé una extraccion de
componentes del citoesqueleto solubles con detergente durante el proceso de
fijacion, este procedimiento lo llamamos fijacion-extracién, y utilizamos un protocolo
de preparacién ya descrito (Witte y col., 2008). La fijacion se realizd6 con una
solucion: 60mM PIPES, 25mM HEPES, 5mM EGTA, 1mM MgCl (pH 6,9),
glutaraldehido (0,25%), paraformaldehido-sacarosa (3.7%) y Triton X-100 al 0.1%
durante 20 minutos a T.A.

Anticuerpos primarios: para la marcacion de Microtubulos se utilizaron anticuerpos
anti-tubulina-tirosinada, (Abcam-clone YL1/2, cat#ab6160), anti-glu-tubulina (Dr
Gregg G. Gundersen, Columbia University Medical Center, US), anti-alfa-tubulina
(clon DM1A, Sigma) en diluciones de (1:1000; 1:500) para microscopia confocal y
para ExM (1:200). Para evidenciar las proteinas de citoesqueleto cortical se utilizd
anti-Bll-espectrina de union al N-terminal del tetramero (mono-clonal, BD
Biosciences, US, cat#612563) para microscopia confocal (1:500) y para
microscopia ExM y STED se utilizé una dilucién 1:100.

Anticuerpos secundarios: para micrsocopia confocal y ExM se utilizaron
AlexaFluo 488 y 568 en una dilucion de 1:500 o 1:1000 (confocal) y 1:100 (BlI-
espectrina) o 1:200 (tubulina) para ExM. Para los ensayos de STED se utilizé Atto
647 a una dilucién 1:100. Los filamentos de actina se evidenciaron marcandolos con
Faloidina-Rodamina (1:1500) (Invitrogen).
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7. Microscopias

Microscopia de super-resolucion STED (del inglés: Stimulated Emission
Depletion Nanoscopy).

Desde el afio 2016 nuestro Laboratorio ha establecido una colaboracion con el
Laboratorio CiBion del Polo Cientifico de Buenos Aires, dirigido por el Dr. Fernando
Stefani. Dicho Laboratorio cuenta con un equipo STED (Stimulated Emission
Depletion Nanoscopy) el cual fue construido por un grupo de cientificos
multidisciplinarios (Fisico, quimicos, etc). Lo a resaltar de esta colaboracion es que
nos ha permitido caracterizar las recientes estructuras periédicas de 190nm del
citoesqueleto cortical de axones de actina/espectrina, MPS (siglas del inglés) en
modelos de Degeneracion axonal. Como se menciond anteriormente estas
estructuras presentan un periodo caracteristico que esta por debajo del limite de
resolucion, lo cual hizo que el surgimiento de la tecnologias de microscopia de
super-resolucion fueran de gran importancia para el hallazgo de MPS en axones
neuronales (Xu y col, 2013). Por ende, esta colaboracién ha sido de gran
importancia para gran parte el primer objetivo de esta tesis.

Para la toma de imagenes se utilizd un laser pulsado linealmente polarizado (1ns) a
775nm (Onefive Katana HP), el mismo fue acoplado en una polarizacion que
mantiene la fibra en monomodo (PMF3; Thorlabs P3-630PM-FC-5) utilizando un
colimador de fibra (L3; Schaffer und Kirchoff 60FC-4-A11-02). De esta forma se
colimé la luz STED de salida de la fibra (L6; f = 30 mm) y se envia a través de una
placa de fase 0-2m (VPP; RPC Photonics VPP-1a). La polarizacion circular fue
ajustada utilizando una placa de cuarto de onda de banda ancha (690 nm-1200 nm)
(M4; Thorlabs AQWP05M-980) y una banda ancha (690nm—-1200nm) placa de media
onda (M2; ThorlabsAHWP0O5M-980). Los haces de excitacibn se combinaron
utilizando un espejo dicroico de paso largo (D1; Chroma ZT594RDC), filtro de
muesca a 22 grados (NFE; Semrock NF03-658-25) y espejo dicroico de paso corto
de 5mm (D2; Chroma Z780sprdc) respectivamente. La exploracién de haz lateral se
realizé mediante un sistema compuesto por un galvandmetro casero.

El escaneo se realiz6 con una lente de escaneo (SL; Leica) y una lente de tubo (TL;
Leica). Para control posicional adicional y enfoque fino, la muestra se montd en una
etapa de posicionamiento nano pieza-eléctrico XYZ (Thorlabs NanoMax MAX311D /
M). La luz se enfocé al limite de difraccion con un objetivo de 1.4 NA (O; Leica HCX
PL APO 100x / 1.40-0.70 aceite CS). La alineaciéon correcta de los tres haces se
realizé midiendo la dispersién de nanoparticulas de oro de 40nm. Divisor de haz de
la pelicula montado magnéticamente recubierto para 400 nm—700 nm, 45:55 (R: T)
(mP; Thorlabs BP145B1). Dispersion de la luz dirigida a un tubo fotomultiplicador de
banda ancha (280 nm-850 nm) (PMT; Thorlabs PMMO02). La longitud de onda STED
se rechazo6 de la ruta de deteccion utilizando un filtro de muesca (NFF; Semrock
NFO03-785-25), fluorescencia se dividié en dos canales utilizando un espejo dicroico
de paso largo (DF; Chroma ZT647RDC) y luz para cada canal se seleccion6
utilizando filtros de paso de banda (FF1; Semrock FF01-623 / 24-25 y FF2; Semrock
FF01-676 / 37-25). Luego se acoplé la luz (L8 y L9; f =50 mm) en una fibra
multimodo de NA de 25um, 0.1 (MMF1 y MMF2; Thorlabs M67L01) del detector
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confocal (APD1 y AP2; MPD PD-050-CTC-FC). Tiempo de puerta de Los fotones de
fluorescencia se realizaron utilizando una tarjeta electrénica hecha a medida (MPI
para quimica biofisica).

Microscopia de Super-resolucion: STED Quad Scan. Las imagenes STED de la
figura 5 del capitulo 3, fueron tomadas por STED Quad Scan (Abberior
Instruments, Germany), el cual se encuentra en el centro de Microscopia “Neuro
Microscopy Imaging Center”, Instituto de Neurologia de Montreal, Universidad de
McGill. El mismo fue instalado en un microscopio invertido Olympus IX 83 presente
en la institucién. Las imagenes fueron tomadas en un solo plano (2D) con una
excitacion de laser de 635nm y la deplecion fue realizada con una excitacion de
775nm, ambas con una apertura del “pinhole” de 1 Ayri Unit.

Microscopia de Expansion (ExM)

En el afio 2015, surge la técnica de Microscopia de Expansion (ExM; Chen y col.,
2015). La misma consiste en incluir en una red polimérica (hidro-gel), una muestra
inmunomarcada, gel-muestra-fluoroforo, la cual pasa por un proceso de degradacion
enzimatica leve de proteinas para que no haya impedimentos a la hora de realizar la
expansion fisica de proteinas y flouroforos por dialisis continuas de agua, de tal
forma que el limite de difraccion 6ptica se puede separar isotropicamente y resolver
Opticamente, ganando una resolucién aproximadamente de 70nm. Lo interesante es
que esa ganancia de resolucién se puede obtener en cualquier microscopio de
flourescencia convencional. Desde el afio 2017 nuestro Laboratorio se focalizo en
esta técnica y logro poner a punto la observacion y cuantificion de MPS (Objetivo
Especifico #2) asi como poder avanzar en el estudio del efecto de la Degeneracién
axonal en los mismos (Objetivo Especifico #3). A continuacion se detalla los pasos y
reactivos utilizados para esta técnica.

1. Retencion de proteinas (del inglés: Anchory):

A las muestras ya fijadas e inmunomarcadas (en nuestro caso con anticuerpo
primario anti-Bll-espectrina y un anticuerpo secundario AF488). Se le realizo un
“crosslinking” a sus proteinas para realizar el anclaje o retencién de las mismas en el
hidro-gel donde fueron incluidas posteriormente. En nuestro caso, incubamos con
50ul de Glutaraldheido al 0,25% en PBS 1x (cada vidrio de 12mm) durante 10
minutos. Basandonos en el protocolo publicado por (Chozinski y col., 2016).
Posteriormente se realizé un lavado de 10 minutos con PBS 1x (Fig. 4 box 2).

2. Inclusion y polimerizacion de las muestras en el hidro-gel:

El hidro-gel fue preparado con una solucion monomérica compuesta por Acrilato de
Sodio  (8,6gr/ml)  (Sigma), Acrilamida 2,5 (gr/ml)  (Sigma), N,N’-
Methylenebisacrylamide (0,15 gr/ml) (Sigma), Cloruro de Sodio (11,7 gr/ml), PBS 10x
(Gibco) y agua bi-destilada. Posteriormente para realizar la reaccion de gelificacion
se agrego el acelerador de tetrametiletilendiamina (TEMED, Bio-Rad) y el activador
de reacciéon Persulfuto de Amonio (APS), ambos diluidos en agua bi-destilada al
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0.2%; (Tablas 1.1-2), todos los pasos fueron realizados manteniendo la mezcla de la
solucion mondmerica en hielo hasta el momento de incluir la muestra (Fig. 4 box 3).

De la solucién resultante se colocaron 35 ul (por pocillo) lo que estan realizados en
una placa de silicona con una medida conocida (5 mm), a esa solucion monémerica
se le apoy¢ el vidrio, contactando directamente la muestra con la solucion, luego de
apoyar el vidrio se realizé una leve presién (haciendo un efecto de adherencia vidrio-
gel para que no circule aire) este paso es importante para lograr una buena
gelificacion. El gel-muestra se los dejo gelificar durante 1 hora a temperatura
ambiente cubiertos de la luz (Fig. 3).

Muestra en contacto con gel
gjerciendo presién con la pinza

Vidrio con muestra

Desmolde Vista lateral
vidrio-gel-muestra vidrio-gel-muestra

=

"

Fig. 3: Imagenes de los pasos de inclusion-gelificacion de las células

Digestion:

Para que la muestra se pueda expandir junto con el hidro-gel es necesario realizarle
una leve digestion con Proteinasa-K (Invitrogen). Este paso es necesario para poder
‘romper” posibles acumulos de proteinas que podrian causar un impedimento a la
hora de expandirla isométricamente. El tiempo justo entre el equilibrio de digerir
proteinas pero con el compromiso de no digerir y despegar el anticuerpo que tienen
el flouréforo fue el de una incubacion “over nigth” en camara humeda a TA. La
proteinasa-K se uso6 a 8 unidades/mL) en Buffer de digestién (Tris pH 8,50 mM, Bio-
Pak), EDTA (1 mM, Invitrogen,#15576/028), 0,5% Tritdbn X-100 (Bio-Rad) y 0,8 M
Guadine HCI (Sigma) (Tabla 1.3). La incubacion se realizé sin despegar el vidrio del
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gel, cada vidrio de 12 mm fue colocado en pocillos de 24 Well, con 350 pl de la
solucion Proteinasa-K + Buffer de Digestion (Fig. 4 box 4).

4. Expansion (dialisis del hidro-gel):

Para realizar la expansion del gel se realizaron didlisis con agua destilada de 3
tiempos de 2 horas dentro de pocillos de placas de petri de 12Well. Finalizado este
periodo los geles fueron guardados en agua a 4°C protegidos de la luz hasta ser
observados al Microscopio (Fig.4 box 5).

a Axon
«—— Membrana Plasmatica
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Fig. 4: Esquema representativo de la técnica Microscopia de Expansion (ExM): 1) Muestra
inmunomarcada. 2) “Crosslinking” de proteinas. 3) Inclusion de la muestra en el gel. 4) digestidn. 5)

Expansion isométrica de gel-muestra.

5. Coeficiente de Expansion Gel:

Luego de obtener un gel isométricamente expandido para poder realizar una
cuantificacion de las imagenes tomadas con esta técnica, se debe calcular el
coeficiente se expansion el cual se utilizara para calibrar las mismas. Para ello,
basandonos en la bibliografia (Ku y col., 2016). Como primera aproximacion en cada
experimento tomamos una foto del gel expandido con una regla de referencia, luego
con el programa ImageJ-Fiji mediante una linea segmentada tomamos por lo menos
diez medidas diferentes de 10mm de la regla. Posteriormente, la imagen del gel
expandido fue medida con un cuadrado, con la precaucién de tomar la totalidad del
gel, se midi6 al menos diez radios del mismo, para tomar cada medida se giro la
imagen 15° (sentido horario). Luego se promedi6é cada dato (medidas de la regla y
gel), para obtener la relacion de medida del gel en mm, eso se dividid6 por 5mm
(medida ya conocida del gel Pre-Expansion), de este modo el numero resultante es
el coeficiente de expansion que llamamos Gel-Block (Fig. 5).
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Fig. 5: Imagenes del Gel pre y pos-expansion: Nétese, la rotacion de la imagen delimitada por el
ROI con el cual se tomaban las medidas del gel expandido.

6.Coeficiente de Expansion Proteico:

Cuando realizamos las mediciones de los periodos de imagenes expandidas
utilizando el coeficiente de expansién descrito en la seccion anterior (Coeficiente
Gel-Block), notamos que la periodicidad daba mas de 200nm (~240nm) mayor que la
que se ha evidenciado por microscopia de super-resolucién (190nm) (ver resultados
capitulo 3). Esto nos llevé a pensar que quizas la expansién proteica incluida en el
gel no era la misma que el Gel macro. Para abordar esta pregunta, realizamos el
siguiente procedimiento experimental, calculamos el coeficiente de expansion de
proteinas de la siguiente forma: tomamos como referencia el tamano de una
estructura celular conocida, como por ejemplo el nucleo celular (en nuestro caso
nucleos de fibroblastos).

A cultivos de fibroblastos (Linea celular NIH-3T3) se les realiz6 un
inmunocitoquimica para evidenciar tubulina total (anticuerpo primario a3A1-tubulina)
marcando asi la red microtubular que rodea el nucleo celular, al contorno nuclear
evidenciado se les midi6 el didmetro mas largo pre y pos-expansion (utilizando
ImagedJ-Fiji), cada medida fue promediada y se realizé una relacion de los promedios
pre y pos expansion de esta forma se obtuvo el coeficiente de expansion, el cual lo
llamamos coeficiente de Expansion Proteico (Coef.Proteico). (Fig. 6).
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a
Fibroblasto Fibroblasto
Pre-ExM Pos-ExM

Barra que sefiala diametro

N Nicleo — Microttibulos mas largo del nicleo

Fibroblastos Fibroblastos

Fig. 6: a) esquema que representa Fibroblastos y sud red Microtubular pre y pos-expansién. b)
Imagenes confocales de Fibroblasto (pre y pos-expansidn), linea blanca determina el radio mas
largo del nucleo celular. Las imagenes confocales de Fibroblastos fueron tomadas por /a Biol.
Guadalupe Gazal, Laboratorio Unsain. Escala de barra Pre-ExM 20um; pos-ExM 5um.

8. Cuantificacion de fragmentacion axonal y conos de crecimiento

Cuantificacion de la Degeneracion Axonal:

Como indicador del proceso de la degeneracién axonal se cuantifico el area axonal
de explantos DRG, los cuales estaban marcados para revelar tubulina total (a3A1-
tubulina). Para cada muestra se tomaron imagenes a “ciegas” (muestreo aleatorio
sistematico), 3-4 imagenes por explanto, a 400um del centro del mismo, y se
recolectaron al menos 20 imagenes por tratamiento. Utilizando el software ImageJ-
Fiji, el area axonal se determiné por el numero total de pixeles detectados después
de la binarizacion de la imagen mediante la funcion “Threshold”. Para estimar el area
ocupada por los pixeles de axones no fragmentados, axones fragmentados y “debri’
estos ultimos fueron excluidos por tamafo (definidos como particulas pequefas
utilizando la funcion “Particle Analyzer’ de Imaged). Se evaluaron al menos dos
cubreobjetos para cada condicion, siendo el n experimental tres cultivos. Para los
experimentos de DW, se cuantifico el area ocupada por axones intactos (no
cortados) con el mismo criterio antes descrito y; para los axones cortados se
tomaron imagenes de los mismos y se cuantifico el area axonal de la zonas distales
(ver Figura 2). Para ambos analisis se utilizé un objetivo 20x del Microscopio
Confocal FV800 que se encuentra en la plataforma de Microscopias del IMMF.
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Analisis del colapso de los conos de crecimiento:

Con el fin de cuantificar los cambios provocados por la Degeneracion Axonal en los
conos de crecimiento (CCs), se tifieron los explantos DRG con doble tincion para
revelar Tubulina y F-actina. La cuantificacion fue cualitativa, directamente en el
microscopio siguiendo el siguiente procedimiento (a) utilizando el canal verde
(Fluorescencia de la Tubulina marcada con Alexa 488), en una observacion a ciegas
se eligid un campo que presentaba, por lo menos, mas de dos tips (extremo de los
axones); (b) luego de escoger la zona se cambié al canal rojo (Fluorescencia de la
F-Actina marcada con Faloidina-Rodamina) y se contabilizaron cuantos de esos tips
presentaban estructura tipos: lamelas, filopoidales o no presentaban marcacion de F-
actina, siendo estos ultimos los tomados como conos no sanos (colapsados) (Fig. 7).
Al igual que el andlisis anterior utilizamos un objetivo 20x del Microscopio Confocal
FV800 que se encuentra en la plataforma de Microscopias del IMMF.

Ojo
observador

Tipos de Conos
en rojo

p Zonai

/

/

—

Lamela

Filopodio

Colapsado
(no sano)

A

Fig.7: Esquema representativo de las diferentes morfologias de los CCs de
cuantificados bajo microscopio.

9. Analisis de abundancia y organizacion de MPS utilizando Software Gollum.

Para la evaluacion cuantitativa de la organizacion y abundancia de MPS utilizamos
el programa computacional que fue elaborado por nuestros colaboradores del
Laboratorio CiBion de Buenos Aires (Barabas y col., 2017). Dicho programa fue
disefiado para scanear las imagenes con una cuadrilla de 1umx1um, cada cuadrado
es correlacionado con un pico Gaussiano separados 190nm (la medida de
periodicidad de los MPS descrita en la bibliografia) cada valor de correlacién indica
cuanto si se conservan en cada tramo los MPS. Este algoritmo es efectivo midiendo
correlaciones tanto en tinciones de F-Faloidina como Bll-espectrina. El conjunto de
software Gollum esta escrito en Python 3 con Qt como interfaz grafica de usuario
(GUI) Marco, haciéndolo multiplataforma. El coédigo fuente, de los programas
ejecutables de Python con interfaces graficas de usuario, y la documentacion
detallada se mantiene en un repositorio publico en https:/github.com/cibion-
conicet/Gollum. (Fig. 8).
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Para el analisis cuantitativo de correlacion primero determinamos un Threshold,
siendo el mismo el nimero de correlacion que observabamos MPS, los valores
tomados por encima del Threshold seleccionado (para cada experimento) fueron las
medidas tomadas como MPS. Para la evaluacion de la abundancia de MPS en cada
imagen STED y/o de ExM se dividi6é en cuadrantes de 1uymx1um. Cada una de esas
sub-areas fue decidida visualmente bajo el criterio si el segmento presentaba o no
periodicidad (tefiidos contra Bll-espectrina) luego se calcul6 la abundancia de MPS
como porcentaje de segmentos con MPS (por encima de valor Threshold designado)
sobre el numero total de segmentos con marca de Bll-espectrina en el axén.

(a) Nanoscopy image Neuron discrimination Sub-regions

(b) Subregion with MPS (d) Oy —20°

0.5

0.4

0.3

0.2
01 \/ (c)
0.0

Oy — 20° Oy By + 20°
(7]

Fig. 8: Figura tomada del trabajo publicado en Scientific Reports: a) imagen de axdn tomada por nanoscopia se
evidencia los MPS. Se muestra la discriminacidn de area del axén y los cuadrantes de 1umx1um. b) las sub-areas
con MPS vy los diferentes dangulos que el software Gollum correlaciona si existen MPS o no. ¢) muestra una sub-
area sin MPS. Imagen tomada de Federico M. Barabas y col., 2017.

10. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos en el Objetivo #1 se presentaron como media + SEM. La prueba
t de Student (dos colas) se utilizd para experimentos grupales de dos, mientras que
ANOVA de una via para mas de dos comparaciones, seguido por Tukey.
Comparaciones post hoc, a menos que se indique lo contrario en las leyendas de las
figuras. Los asteriscos denotan valores de p <0.05. En graficas de barras con mas
de dos condiciones, las lineas superiores indican si la comparacion de pares
indicada entre los conectados. Las barras son significativas (*p <0.05) o no
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significativas (n.s.). Cuando los supuestos para una prueba t no se cumplieron. Se
uso la prueba U de Mann-Whitney no paramétrica.

Los estudios de los objetivos #2 y 4 se analizaron con el programa GraphPad
Prism4. Para comparaciones de dos grupos se utilizd6 Mann Whitney (t-test, Mann-
Whitney; Medianas p<0.05). Para comparaciones de mas de dos grupos se utilizé
Tukey’s Multiple Comparison Test se tomaron como significativos los valores de (p
<0.05). Para la correlacion de MPS > 0,1 (Treshold), t-tets, varianza p<0.0001.

11. Procesamiento de imagenes de ExM.

Procesamiento de imagenes de ExM para cuantificar:

Parte de las imagenes de las muestras expandidas fueron tomadas con un objetivo
100x (medio de sumersion Oil, AN:1.49) en el microscopio invertido Olympus 1X81
equipado con una unidad de giro de disco (DSU), iluminacion de epifluorescencia
(lampara de xenén de 150 W) y un microprocesador. Algunas imagenes también
fueron tomadas con un Microscopio Confocal FV1000 con el objetivo 60x (medio de
sumersion QOil, AN:). Las imagenes provenientes del microscopio Olympus [1X81
fueron muestreadas en Z tomando imagenes de “slice” con una ventana de 260nm,
en GFP y RFP a un tiempo de exposicién de 800s. El procesamiento de cada z-stack
se realizd con el software ImageJ-Fiji, substrayendo el “background” con el comando
“subtractbackground” y deconvoluciéon. Para obtener un maxima proyeccién de Z-
stack, se tomaron “slice” teniendo el criterio de encontrar un axén o mas de uno con
MPS en foco, a ese numero de “slice” se les realiz6 una proyeccidon maxima
obteniendo una imagen 2D. El resultado de esa proyeccion maxima es la imagen
que se utilizé para cuantificar en el software Gollum. Las imagenes tomadas en el
confocal fueron 2D se utilizé el “Pinhole” abierto 100 y 20s, las mismas se les realizo
un “subtractbackground” para mejorarlas.

Deconvolucion de imagenes ExM:

Imagenes de ExM fueron deconvolucionadas utilizando el software ImagedJ-Fiji. En
primer lugar con la utilizacién del plugins “PSF-Generation”, tomamos los Z-stack de
cada imagen y calculamos sus PSF, luego con el plugins “Deconvolution Lab”
utilizando el Algoritmo: Richardson—Lucy with TV regularization, regulando los
parametros con un numero de 0.001 y 100 interacciones. Terminadas las
interacciones realizamos una proyeccién de intensidad maxima en Z, obteniendo
una imagen 2D de un z-stack Deconvolucionada.

Cadigo de color de Z-Stack. Algunas imagenes Z-Stack deconvolucionadas se les
realizd un cédigo de colores en Z utilizando el macro del Cédigo de color-temporal
(Fire-Lut) en el software ImagedJ-Fiji. Como resultado, se obtiene una imagen 2D con
un cédigo de color de ubicaciones en el plano Z.
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1.1 Solucion Mondémerica (stock a -20 °C)

Componentes Concentracion | Volumen | Concentracion
Stock (ml) Final
Sodium Acrylate 38 gr/ml 2.25 8.6 gr/ml
Acrylamide 50 gr/mi 0.5 2.5 gr/mi
N,N-Methylenebissacrylamide 2 gr/ml 0.75 0.15 gr/ml
Sodium Chloride 29.2 gr/ml 4 11.17 gr/ml
PBS 10x 1 1x
Agua MQ 0.9
Total 9.4
1.2 Gel solucion (realizar a 4°C, hasta el momento de utilizar)

Componentes 200 pl (final) 100 pl (final)
Solucién Mondmerica 188 ul 94 ul
Solucién Aceleradora (TEMED) 4 ul 2 ul
(Stock, 10% en Agua MQ)
Solucién Iniciacién (APS) 4 pl 2 ul
(Stock, 10% en Agua MQ)
Agua MQ 4 ul 2 ul

1.3 Buffer de Digestion (Stock a -20 °C)
Componentes concentracion pH
(final)

Tris-p.a (solucién de dilucién) 50 mM 8.5
EDTA 1 mM
Tritén X-100 0,5 %
Guadine-HCI 0,8M
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