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Resumen

Trafico de los canales de sodio activados por voltaje hacia la membrana
axonal en un modelo de dafio de nervio ciatico.

Las neuronas son células que permiten la conduccidon nerviosa mediante
potenciales de accion. Para lograr esto, evolucionaron y desarrollaron una
proyeccion altamente especializada llamada axén, en la cual se concentran
canales ionicos de membrana que permiten el flujo de iones. Los canales de
sodio activados por voltaje (Nav) son los canales ionicos que permiten la
generacion y propagacion de los potenciales de accion. En el caso de los axones
mielinizados, estos se concentran en el segmento inicial del axén y en los nodos
de Ranvier, constricciones simétricas de la vaina de mielina donde se regenera
el potencial de accion. Su abundancia y distribucion a lo largo del axén no son
fijas, sino que varian durante procesos como desarrollo y regeneracion axonal.
Se sabe que los axones son capaces de sintetizar proteinas localmente. A la
fecha se ha reportado que la sintesis axonal de proteinas se ve aumentada en
respuesta a dafio axonal. Sin embargo, se desconoce si proteinas de membrana
también son sintetizadas y traficadas localmente. En este contexto se ha
reportado un aumento de Nav luego de dafio axonal.

El objetivo de este trabajo es establecer si la sintesis axonal de proteinas y la
ruta secretoria local contribuyen a reestablecer los niveles de Nav en nodos de

Ranvier luego de dafio axonal.



Para evaluar esto, se utilizd6 un modelo de dafio axonal generado a partir de la
transeccion de nervio ciatico de rata. Se inhibié la sintesis y ruta secretoria
axonal mediante la aplicacion in vivo de cicloheximida (CHX) y brefeldina A (BFA)
respectivamente. Ambos farmacos fueron inyectados independientemente en el
nervio transectado. Se evalud su efecto sobre la abundancia y distribuciéon de
Nav mediante inmunofluorescencia y western blot.

En primer lugar, se corrobor6 que el dafio axonal produce un aumento de los Nay
en los nodos de Ranvier. Esta sobreexpresion de los canales de sodio activados
por voltaje producto de dafio axonal es bloqueada al inhibir la sintesis y ruta
secretoria axonal con herramientas farmacolégicas. Estos datos sugieren la
existencia de una ruta biosintética y de trafico axonal capaz de mediar el rapido

aumento de Nav en procesos de regeneracion axonal.



Abstract

Trafficking of voltage gated sodium channel to the axonal membrane in an
injury model.

Neurons are highly polarized cells that evolved to transmit nerve impulses. To
achieve this function, they developed a process called the axon that concentrates
ion channels. Voltage gated sodium channels (Nay,) are responsible for
generating and propagating action potentials. In myelinated axons, these proteins
are concentrated at the axon initial segment (AIS) and at the nodes of Ranvier.
Nodes are symmetric constrictions of the myelin sheath where action potentials
are regenerated. The availability and distribution of Nav are plastic, meaning they
change during developmental stages or regeneration. It is currently known that
axonal protein synthesis in enhanced in response to axonal injury. However, it is
still unknown whether local protein synthesis controls the abundance of
membrane proteins in the axon and if Nay are subject to this regulation. The aim
of this work is to study if Nav upregulation after axonal injury is related with axonal
protein synthesis and the axonal secretory route.

To evaluate this, we used an axonal injury model generated from the transection
of the rat sciatic nerve. Local synthesis and the function of the axonal secretory
route were inhibited in vivo using cycloheximide (CHX) or brefeldin A (BFA)
respectively. Both drugs were injected in the nerve right after transection. The

effect on Navwas evaluated by immunofluorescence and western blot.
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First, we corroborated that axonal injury enhances Nay at nodes of Ranvier. This
upregulation disappears when axonal protein synthesis or the local secretory
route were inhibited. Our data suggest the existence of an axonal synthetic and
trafficking route capable of mediating the fast Nav upregulation during axonal

regeneration.
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. Marco tedrico

Durante los afios 60 en el laboratorio de Montemar en Valparaiso, se llevé a cabo
uno de los descubrimientos mas fundamentales de la neurociencia. Alli,
cientificos chilenos demostraron por primera vez que los componentes de la
membrana axonal responsables de la transmision del impulso nervioso eran
proteinas!. Hoy en dia, a mas de 50 afios de aquel hallazgo, ain quedan muchas

interrogantes por responder respecto a estas proteinas.

I.1. Estructura y funcién neuronal

Las neuronas son células del sistema nervioso especializadas en la conduccion
eléctrica. Estan interconectadas en el sistema nervioso y se comunican entre
ellas y con los demas tejidos presentes en un organismo. La comunicacion entre
neuronas se denomina sinapsis y puede ser de tipo quimica o eléctrica.
Estructuralmente, las neuronas se caracterizan por ser altamente polarizadas y
por poseer una morfologia Unica, en la cual se identifican dos dominios
principales: el somato-dendritico y el axonal®>. El dominio somato-dendritico
posee estructuras funcionales especializadas en la recepcion de sefiales
provenientes de axones de otras neuronas. El conjunto de dendritas y sus
ramificaciones se conoce como arbol dendritico. Esta formacion incrementa
significativamente el niumero de contactos sinapticos al aumentar el area de
recepcion disponible, lo que permite aumentar la interconectividad neuronal?.

También se ha visto que mientras mayor sea el nimero de dendritas de una
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neurona, mayor también sera el niumero de axones atraidos hacia dicha
neurona?. Las dendritas poseen espinas dendriticas; pequefias protuberancias
membranosas donde hace contacto un axén y se produce una Unica sinapsis. Al
ser proyecciones especializadas en la recepcién de sefales, las dendritas
poseen receptores ionotropicos y metabotrépicos para las sinapsis quimicas y
Gap Junctions para las sinapsis eléctricas?.

El axon por su parte, es una Unica ramificacion, especializada tanto funcional
como morfolégicamente. Su funcion es transmitir el impulso nervioso,
normalmente desde el soma hacia los terminales axonales. Esta proyeccion
puede alcanzar desde micrones a metros de longitud. Se piensa que el axon mas
grande esta presente en la ballena azul y podria exceder los 30 metros*. La
velocidad de conduccidon de un axén esta determinada por su diametro y por la
presencia o0 ausencia de mielina. La vaina de mielina es una extension
citoplasmatica de origen glial dispuesta alrededor del axén®, lo que condiciona
que la conduccion del impulso nervioso no sea continua sino saltatoria. En el
sistema nervioso central (CNS) esta funcion la cumplen los oligodendrocitos
mientras que en el sistema nervioso periférico (PNS) lo hacen las células de

Schwann?.

[.2. Morfologia de axones mielinizados
La vaina de mielina de los axones mielinizados posee pequefias interrupciones

denominadas nodos de Ranvier, los cuales corresponden a microdominios
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altamente organizados entre dos segmentos de mielina. Toda el é&rea
comprendida entre nodos se denomina zona internodal, la cual a su vez contiene
unos pequeinos segmentos denominados paranodo y juxtaparanodo. Durante la
mielinizacion, los diferentes dominios se forman de manera gradual; primero los
Nav forman agrupaciones en los nodos, seguidos por la generacién de la union
paranodal y finalmente ocurre la agrupacion de los Kv en el juxtaparanodo®.

En el paranodo es donde ocurre la union axoglial. Los extremos de la mielina se
orientan hacia el axon, formando los loops paranodales, los cuales se anclan al
axon. Estos loops poseen una proteina transmembrana llamada neurofascina
155 (Nf155), la cual interactia con la proteina transmembrana axonal Casprl
(contactin associated protein 1) mediante su interaccién con contactinal
(Cntnl1)®. A su vez, Casprl se encuentra anclada al citoesqueleto de actina
axonal. Esta unién glia-axdn que ocurre en el paranodo funciona como una
barrera fisica entre el nodo y el juxtaparanodo, lo que permite separar la actividad
eléctrica al impedir la difusion de los canales de membrana de ambos
segmentos. En el juxtaparanodo se encuentran los canales de potasio activados
por voltaje (Kv), normalmente encargados de reestablecer el potencial de
membrana. Mediante microscopia electrénica se ha observado que en esta
region se encuentran principalmente las isoformas Ky 1.1, Kv 1.2 y Ky B2. Ellos
se concentran mas cerca de los paranodos y luego difunden hacia el internodo®.
Es fundamental para la acumulacion de estos canales la presencia en el

juxtaparanodo del complejo entre Caspr2 y Tagl (transient axonal glycoprotein-
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1), ya que se ha demostrado que la ausencia de cualquiera de estas dos
proteinas reduce la acumulacion de Kytanto en el PNS como en el CNS.

Por ultimo, el internodo, localizado entre dos juxtaparanodos, corresponde a la
regibn mas extensa de esta organizacion, aproximadamente 100 veces el
diametro axonal, y a la de mayor interaccion entre el axén y la glia’. Si bien esta
practicamente libre de estructuras organizadas, se ha descrito que la CAM (cell
adhesion molecule) axonal Necll y la glial Necl4 mediarian la interaccion axon-

glia durante el proceso de mielinizacion®.
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Figura 1: Dominios y componentes moleculares de axones mielinizados. (A) Esquema de
una neurona mielinizada. Se muestran los dominios somato-dendritico, axonal y los nodos de
Ranvier. En amarillo se ilustra la vaina de mielina. (B) Subdominios presentes en una neurona
mielinizada: nodo de Ranvier, paranodo, juxtaparanodo e internodo. (C) Componentes
moleculares caracteristicos de cada subdominio.
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[.3. Nodos de Ranvier

La conduccion saltatoria del impulso nervioso ocurre entre los nodos de Ranvier,
los cuales se encuentran espaciados por un segmento cuyo largo aproximado es
de 100 veces el diametro del ax6n®. Los nodos deben su importancia a que en
esta zona es donde el potencial de accion es regenerado, gracias a la presencia
en alta densidad de los canales de sodio activados por voltaje (Nav, >1200/um?)°.
Su presencia elimina la necesidad de regenerar el potencial de accion a lo largo
de toda la membrana axonal. Esto aumenta la velocidad de conduccion y reduce
los requerimientos metabdlicos de la célula®.

Ademas de Nay, en los nodos se encuentran Ky (Ky 3.1b), moléculas de adhesion
celular (CAMs), proteinas de andamiaje y componentes de matriz
extracelular®%0, Dentro de los canales de sodio activados por voltaje presentes
en el nodo, se encuentran Nav 1.1, Nav 1.2, Nav 1.6 (el mas abundante en los
nodos de mamiferos adultos), Nav 1.8 y Nav 1.9,

Tanto en axones del CNS como en PNS, la formacion nodal comienza con la
agrupacion de los Nay, la cual ocurre en sitios cercanos a los bordes de
proyecciones extendidas por los oligodendrocitos o por las células de Schwann?®.
El crecimiento longitudinal de estas proyecciones causa el desplazamiento de
estos agregados, lo que provoca la fusion de agregados vecinos, formando un
nuevo nodo de Ranvier®. También es necesaria la acumulaciéon de neurofascina-
186 (NF186) y de NrCAM (neuronal cell adhesion molecule) en la membrana

nodal. La llegada de NF186 provoca el acoplamiento de la proteina de andamiaje
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ankirina-G (Ank G), encargada de la mantencion y estabilizacion de los demas
componentes nodales a través de su unién con el citoesqueleto de actina por

medio de la proteina BIV espectrinall.

I.4. Canales de sodio activados por voltaje (Nay)

Los canales de sodio activados por voltaje (Nav) son los encargados de iniciar y
reestablecer el potencial de accién®?. Existen 10 tipos de Nav, siendo el Nay 1.6
el mas abundante en los microdominios nodales y en el segmento inicial del
axon. Este canal se encuentra en axones del PNS y del CNS y es el Unico canal
localizado de manera especifica en el nodo de Ranvier de axones del PNS de
mamiferos adultos!®'4. Los Nav estan constituidos por varias subunidades, las
cuales forman heterodimeros o heterotrimeros compuestos por una subunidad a
y una o dos subunidades B*315 (Fig. 2). A la fecha hay 10 genes registrados -
tanto en humanos como en ratones- que codifican para diferentes subunidades
a (las que dan origen a las 10 isoformas) y ademas, existen variantes producto
de corte y empalme alternativo'® (Tabla 1). El mMRNA codificante de la subunidad
a es suficiente para expresar un Nav funcional'®. Esta subunidad estd compuesta
por aproximadamente 2000 residuos organizados en 4 dominios homadlogos (I-
IV), cada uno de los cuales contiene 6 segmentos transmembrana (S1-S6) (Fig.
2). Estos 4 dominios se pliegan para formar el poro!’. Hoy se sabe que los cuatro
segmentos S4 sirven como sensores de activacion’'? y su movimiento es

responsable de la apertura del canal'?!®, Las subunidades B auxiliares son
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moduladores importantes de la funcién de los Nav. Existen 4 subunidades 3
reportadas a la fecha (B1- B4)'8, las cuales estan conformadas por un N-terminal
extracelular del tipo inmunoglobulina, un Unico dominio transmembrana y un
pequeiio segmento intracelular (Fig. 2). Los dominios tipo inmunoglobulina sirven
como moléculas de adhesion que interactlan con proteinas de la matriz
extracelular y otras moléculas de adhesion celulart®.

Los Nav sufren regulacion a nivel transcripcional, de interaccion de sus
subunidades y por modificaciones post traduccionales (principalmente
glicosilacion y fosforilacién)'’. La glicosilacién co-traduccional es esencial para
la mantencion y expresion de los Nav en la superficie celular tanto en neuronas
como en las células de Schwann??, Mutaciones regulan la expresion de los Nay
en la epilepsia hereditaria, migrafa, paralisis periddica, arritmia cardiaca y

sindromes de dolor crénico’?.
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Figura 2: Estructura general de los canales de sodio activados por voltaje. Se muestra un
heterotrimero conformado por una subunidad a y dos subunidades B. Subunidad a: Los cilindros
amarillos representan los segmentos transmembrana (S1-S6) de cada dominio (I-1V). En celeste
se muestran los segmentos S4 (sensores de activacién). Los circulos fucsia indican zonas de
fosforilacion por la PKA y los diamantes zonas de fosforilacion por la PKC. El circulo burdeo
muestra la zona de interaccion con Ank G. Subunidades B: Los cilindros rosados representan el

segmento transmembrana. Los dominios extracelulares se muestran como dominios del tipo

inmunoglobulina.
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Nombre del canal Especies Variantes Tejido Gen

Nav 1.1 Rata Nav 1.1a CNS SCN1A
PNS
Humano CNS
Conejillo de Indias CNS
Nav 1.2 Rata Nav 1.2a CNS SCN2A
Humano CNS
Nav 1.3 Rata Nav 1.3a CNS SCN3A
Nav 1.3b CNS
Nav 1.4 Rata Musculo esquelético SCN4A
Humano Musculo esquelético
Nav 1.5 Rata Mousculo esquelético no inervado SCN5A
Corazon
Humano Corazon
Nav 1.6 Rata Nav 1.6a CNS SCN8A
PNS
Ratén CNS
Humano CNS
PNS
Conejillo de Indias CNS
Nav 1.7 Rata PNS SCNSA
Humano Médula
Conejo Células de Schwann
Nav 1.8 Rata PNS (DRG) SCN10A
Ratén PNS
Perro PNS
Nav 1.9 Rata Nav 1.9a PNS SCN11A
Ratén PNS
Humano PNS
Nax Humano Corazon SCN6A
Utero
Rata Astrocitos SCN7A
PNS (DRG)
Raton Corazon
Utero

Tabla 1: Canales de sodio activados por voltaje de mamiferos. Se muestran las 10 isoformas
de canales de sodio activados por voltaje registradas a la fecha en mamiferos, las cuales se han

identificado y clasificado segun la subunidad a que poseen.
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I.5. Regulacion del proteoma axonal

Debido a la alta especializacion de cada compartimiento axonal (nodo, paranodo,
juxtaparanodo e internodo), el proteoma axonal debe ser regulado de manera
muy fina. La localizacién y abundancia de los componentes proteicos otorga
especificidad tanto morfoldégica como funcional y es por esto que las proteinas
deben expresarse acorde al contexto espacio temporal y los requerimientos de
cada dominio.

Existen 3 mecanismos principales que regulan el proteoma axonal: la sintesis y
el transporte de proteinas desde el soma, la transferencia de ciertos elementos
desde células gliales y la sintesis axonal de proteinas.

El movimiento de proteinas desde el soma a lo largo del axdon ocurre mediante
los procesos de transporte axonal rapido y lento!®. De esta forma las proteinas
se desplazan, anterograda y retrégradamente, gracias a su asociacion con
motores moleculares (kinesinas y dineinas, respectivamente)?® que median el
transporte a lo largo de un sistema longitudinal de microtibulos. Este mecanismo
es el mas aceptado y ha sido el mas estudiado, ya que es la principal fuente de
proteinas axonales en individuos adultos. Por el contrario, la transferencia de
elementos que contribuyen al proteoma axonal -desde células gliales- es un
mecanismo de regulacion relativamente nuevo en términos de estudio.
Considerando la enorme area de contacto entre glias y axones del PNS, no es
dificil imaginar el traspaso de material entre ambas células. La mayoria de las

investigaciones ha estudiado la transferencia desde las células de Schwann. A
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la fecha se ha reportado la transferencia de mRNAs y componentes de la
maquinaria biosintética??223, Se piensa que el movimiento de estos elementos
hacia el axén ocurre por medio de exosomas y que estaria aumentado en un
contexto de dafio axonal, al igual que la sintesis local?*. La sintesis axonal de
proteinas de membrana es un mecanismo que ha recibido atencion solo
recientemente, ya que se han detectado marcadores funcionales de los
componentes de la ruta biosintética en axones!®?%, pero no se han podido
observar las estructuras clasicas de todos estos organelos, especialmente del
aparato de golgi*?®. Es bien aceptado que la sintesis local se encuentra activa
principalmente durante el desarrollo y debido a dafio axonal. Una forma de cubrir
la necesidad de suplir demandas inmediatas en regiones distales al soma es
sintetizar, de manera local, proteinas en el axén?’, dado que el movimiento de

proteinas a lo largo del axon podria no ser suficientemente eficiente.

I.6. Sintesis axonal de proteinas

Las primeras evidencias de sintesis de proteinas en axones provienen de
estudios en invertebrados?®. En ellos se report6 la presencia de rRNA%8, mRNA?,
polisomas®® y sintesis de-novo de proteinas3!. Mas tarde, se investigd la
biosintesis axonal en neuronas de vertebrados en desarrollo!®. Actualmente, se
ha reportado la presencia de mRNAs, rRNAs, factores de traduccién y una
importante cantidad de trabajos han establecido de manera convincente la

sintesis local en axones3®?33, Los mRNA son transportados desde el soma al axén
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en forma de ribonucleo particulas (RNP). Las sefales de destinacion son
variadas y se pueden encontrar en regiones codificantes o en cualquiera de los
UTRs34.

Se ha descrito un nimero importante de fendmenos biolégicos relevantes en los
cuales la sintesis local juega un rol fundamental, tales como memoria, formacién
de sinapsis, ramificacion del arbol dendritico, sobrevida neuronal y conduccion
axonal®:3%36_ Sin embargo, la gran mayoria de estos estudios se han centrado
en la sintesis de proteinas citosolicas. Por lo tanto, a pesar que componentes de
la ruta secretoria han sido visualizados en axones maduros de vertebrados!®25,
la sintesis local, modificacién, trafico y funcién de proteinas secretadas y de

membrana han recibido mucho menos atencion.

[.7. Ruta secretoria axonal

El organelo membranoso predominante en axones —tanto de PNS como de CNS-
es el reticulo endoplasmico (ER)%’. Se ha observado su estructura mediante
microscopia electrénica® y mas relevante adn, se han detectado componentes
moleculares funcionales®. Tanto la presencia de sitios de salida del ER (ERES)
como de componentes de la maquinaria COPII sugieren que el ER axonal
participa en sintesis y trafico de proteinas. Ademas del ER, la ruta secretoria
incluye el compartimento intermedio entre el ER y el aparato de Golgi (ERGIC) y
el complejo de Golgi. Se ha demostrado la presencia de marcadores especificos

de Golgi en axones periféricos?’??49, sin embargo, aln no se ha logrado
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observar su estructura tipica compuesta por cisternas®. Con respecto al ERGIC,
un trabajo reciente realizado en nuestro laboratorio demostré la presencia del
marcador de ERGIC, ERGIC-53 en axones®>. Ademas, este mismo estudio
reporté componentes del ER y Golgi en axones del PNS maduros y demostré la
participacion de la ruta secretoria en el trafico de Nay hacia la membrana

axonal?®.

1.8. Dafio axonal

La sintesis local de proteinas en sitios distales al soma puede otorgar al sistema
la capacidad de respuesta rapida. Uno de los escenarios fisiolégicos en los
cuales se hace necesaria la sintesis de nuevas proteinas axonales es el dafio
axonal. Cuando ocurre interrupcion del axén debido a dafio tanto en el CNS
como en el PNS, el axén sufre degeneracion Walleriana*'424344, Este proceso
debe su nombre a su descubridor Augustus Volney Waller e implica la
degeneracion del axén desde la zona de dafio hacia el terminal axonal mediante
la infiltracidn de macréfagos, la ruptura de la vaina de mielina y finalmente la
degradacion del axén®t. Para que este tipo de degeneracion se gatille, basta una
lesion axonal focalizada que puede provenir de origenes tan variados como
metabdlicos, traumaticos, toxicos inflamatorios y hereditarios, es decir, no
necesariamente debe ocurrir una interrupcién completa del axén para que ocurra
degeneracion Walleriana*344. El segmento axonal que se encuentra entre el

dafio y el terminal sinaptico sufre degeneracion. A las 36 horas luego del dafio
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ya se ha fragmentado el axdn, a las 48 horas se desintegra la vaina de mielina y
aparecen las bandas de Biingner (estructura tubular conformada por la lamina
basal de las células de Schwann mielinizantes, las cuales orientan el crecimiento
del axén en regeneracion*?). La degeneracion Walleriana puede durar hasta 7
dias. Por otra parte, el extremo dafiado que sigue unido al soma (porcién
proximal al dafio) inicia un proceso de regeneracion (una vez completada la
degeneracion Walleriana). Este proceso ocurre con mayor facilidad en el PNS,
debido a que en el CNS, las neuronas se encuentran en un ambiente con sefiales
que inhiben la regeneracion, ralentizandola o impidiéndola®>4*. Los extremos
axonales comienzan a formar conos de crecimiento, los cuales daran origen a
una nueva estructura axonal, capaz de reinervar su tejido blanco*?. Su
crecimiento estara orientado por las bandas de Bingner. Este proceso de
regeneracion depende de la edad neuronal, el tipo neuronal, la distancia del dafio
al soma (mas cerca, mejor regeneracion) y el contexto celular*®. Junto con volver
a establecer la estructura del axén, se debe reestablecer su funcionalidad. Esto
implica recuperar la maquinaria nodal, paranodal, juxtaparanodal e internodal,
para restablecer la apropiada conduccion del impulso nervioso. Considerando la
recuperacién de la conductividad, se deben recuperar también de manera rapida
los canales i6nicos de membrana. Se ha observado que en axones dafiados
ocurre un aumento de Nav. En axones dafiados del PNS, utilizando un anticuerpo
anti Pan- Nay, se observo un aumento significativo comparado con una condicion

control a partir de la segunda semana luego del dafio!. Este aumento se
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mantiene hasta aproximadamente 20 semanas después del dafio, periodo
durante el cual ocurre la regeneracion's. También se ha observado el aumento
de isoformas especificas. Persson et al. demostraron la sobreexpresion de Nav
1.7 en axones de nervio ciatico transectados*’. Henry et al., reportaron el
incremento significativo de la isoforma 1.6 en la zona nodal de axones del nervio
intraorbital, dos semanas después del dafio*®. A pesar de estos estudios, no
existen reportes a la fecha que den cuenta de un mecanismo que explique el
rapido aumento en la expresion de los Naven los nodos de Ranvier, en respuesta

a dafio axonal.
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II. Hipotesis y Objetivos

[I.1 Hipotesis
El aumento en la abundancia de los canales de sodio activados por voltaje en
los nodos de Ranvier luego de dafio es dependiente de sintesis local y de la ruta

secretoria axonal.

II. 2 Objetivo general
Evaluar in vivo la participacion de la sintesis local y de la ruta secretoria axonal
en el aumento de los canales sodio activados por voltaje en los nodos de Ranvier

de axones de nervio ciatico de rata.

II. 3 Objetivos especificos

[1.3.1 Implementar la técnica de disociacion manual de axones,
inmunofluorescencia y deteccion de Nav y generar dafio axonal local mediante
transeccion del nervio ciatico de ratas macho adultas

11.3.2 Comparar la abundancia de los canales de sodio activados por voltaje en
un modelo de dafio axonal y en una condicion control.

11.3.3 Evaluar el efecto de la inhibicién de la sintesis local axonal y de la ruta
secretoria axonal sobre la abundancia y la distribucién de los canales de sodio

activados por voltaje en un modelo de dafio axonal.
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lll. Materiales y Métodos

I11.1 Materiales

I11.1.1 Animales

Para las cirugias se utilizaron 28 ratas macho Sprague-Dawley entre 120 y 150

gramos. Estos animales provienen del Bioterio Central de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Chile y fueron solicitados bajo el protocolo

CBAO620FMUCH.

[11.1.2. Anticuerpos

Anticuerpo Marca Cddigo Dilucion
Anti BlII tubulina hecho en Abcam Ab78078 1:200
raton
Anti CASPR hecho en Abcam Ab34151 1:300
conejo
Anti NF-M hecho en pollo Millipore AB5735 1:200
Anti Pan-Nav hecho en Alomone ASC-003 1:50 (IF)
conejo 1:1000 (WB)
Anti-lgG de conejo Jackson Immuno | 111-035-144 1:7000
conjugado a peroxidasa de Research
rabanito (HRP) hecho en Laboratories
cabra
Anti-IgG de conejo Jackson Immuno | 711-025-152 1:300

conjugado a tetrametil
rodamina isotiocianato
(TRITC) hecho en mono

Research

Laboratories
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Anti-lgG de pollo Jackson Immuno | 703-095-155 1:300
conjugado a fluoresceina Research
isotiocianato (FITC) hecho Laboratories
en mono
Anti-1gG de raton Jackson Immuno | 715-035-150 1:5000
conjugado a peroxidasa de Research
rabanito (HRP) hecho en Laboratories
mono

[11.1.3. Farmacos

e Brefeldina A (BFA). Sigma, codigo: B7651 (5mg).

e Cicloheximida (CHX). Carbiochem, cddigo: 239763.
¢ Ketoprofeno solucién inyectable 1%. Naxpet.

e Isofluorano USP 100%. Baxter.

[11.1.4. Reactivos

e Acetona pura. Merck, cédigo: #K44063214.

e Acetona Técnica. Winkler, cédigo: #AC-0020.

e Acrilamida: Bis-Acrilamida 29:1 30% p/v. Winkler, cédigo #BM-0100.

e Gelatina de pez de agua fria. Sigma, cédigo: #G7765 (250ml).

e Lapiz Hidrofdbico. Cancer Diagnostics Inc., codigo: #SPR0905-5.

e Paraformaldehido (PFA). Sigma, codigo: #P6148.

e Portaobjetos Super Frost Plus con carga positiva. Thermo Scientific, codigo:
#10143352.

¢ 3-Aminopropyltriethoxysilane (Silane). Sigma, cédigo: #A3648 (100ml).
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e SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate. Thermo Scientific,
codigo: #3408.

¢ N,N,N’,N"-Tetramethylethylenediamine (TEMED) para electrophoresis, 99%.
Sigma, cédigo: #110-18-9.

e Tritdbn X-100. Winkler, codigo: #BM-2020.

e Vectashield. Vector Laboratories, cédigo: #H-1000

I11.2 Métodos

[11.2.1 Cirugia de dafio de nervio ciético

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de 120-150 grs, las cuales fueron
anestesiadas con Isofluorano inhalatorio 2-3% y Oz al 2,0-2,5%. Una vez
dormidas, se les inyecté de manera subcutanea una dosis de ketoprofeno
2mg/kg. Se rasuraron ambas extremidades inferiores con una rasuradora
eléctrica y se desinfectd el area con etanol 70%. Se realizé una incision a la
altura del glateo para exponer el nervio ciatico. En la pata izquierda el nervio fue
transectado (cortado de manera transversal, generando una separacion
completa del nervio en dos segmentos) mientras que en la extremidad
contralateral, el nervio fue dejado intacto como condicion control. Los animales
fueron suturados y se recuperaron de la anestesia sobre una almohadilla
calefaccionada. Veinticuatro horas después de la cirugia, los animales fueron

sacrificados mediante inhalacion de exceso de isofluorano. De cada nervio
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ciatico se extrajeron 2 segmentos; uno proximal al dafio (1 cm) y uno distal al
dafo y méas proximo al DRG (0,5 cm). Ambas secciones estaban distanciadas
por 1,5 cm aproximadamente. Las muestras fueron fijadas en PFA-sacarosa al
4% para ser analizadas mediante microscopia de fluorescencia o bien, fueron
extraidas e inmediatamente almacenadas a -80°C para posteriormente ser

homogenizadas y analizadas mediante western blot.

[11.2.2 Inhibicion local de la sintesis proteicay de la ruta secretoria axonal

La anestesia, analgesia y recuperacion de los animales fue realizada de la misma
manera que la cirugia de dafio previamente descrita (seccién 111.2.1), pero en
este caso se transectaron ambos nervios ciaticos. Utilizando una jeringa
Hamilton, se inyectd el nervio inmediatamente después de la transeccion. La
inyeccion se realizé de manera longitudinal por el interior del nervio en direccion
hacia el DRG. La extremidad izquierda fue inyectada con 10 uL de BFA (50 pg/mi
diluida en metanol) -para inhibir la ruta secretoria- o con 10 yL de CHX (500 pg/mi
diluida en PBS 1X estéril) -para inhibir la sintesis local. De manera paralela, la
extremidad contralateral fue inyectada con solucién control, MetOH o PBS
respectivamente. Veinticuatro horas después de la cirugia las muestras fueron

extraidas y almacenadas segun lo descrito anteriormente.
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[11.2.3 Inmunofluorescencia de axones individuales de nervio ciatico de rata
Una vez extraidas las muestras, se fijaron por una hora a 4°C en PFA-sacarosa
al 4% y luego se lavaron 3 veces por 10 minutos en PBS 1X. Utilizando pinzas
quirdrgicas n°5, en una placa de 40 mm con PBS 1X se extrajo el perineuro bajo
lupa y se comenzé a disociar el nervio. Una vez separadas lo mas posible las
fibras, se fueron pasando pequefias porciones a portaobjetos previamente
tratados con silane al 3% en acetona (ayuda a la adhesion de los nervios a la
superficie del vidrio). La disociacion se terminé extendiendo los axones sobre el
portaobjeto utilizando agujas de acupuntura. Las muestras se dejaron secar y se
almacenaron a -20°C. Para la inmunofluorescencia, las muestras se
permeabilizaron incubando los portaobjetos en acetona pura (previamente
enfriada) durante 10 minutos a -20°C. Una vez terminada la permeabilizacion y
evaporada la acetona de las placas, se enmarcé la zona del portaobjetos donde
se encontraban los axones utilizando un lapiz hidréfobo. En esta area se trabaj6
con la solucién de blogueo y con los anticuerpos. El bloqueo se realizé durante
una hora a temperatura ambiente con solucidn de blogueo (gelatina de pez 5%
+ tritén 0,05% + PBS 1X). Los anticuerpos primarios anti neurofilamento y anti
Pan-Nav se incubaron toda la noche en solucién de bloqueo a 4°C en una camara
hameda. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS 1X.
Luego se incubaron los anticuerpos secundarios en solucion de bloqueo, por tres
horas a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados de 10 minutos con

PBS 1X y se montaron las muestras, utilizando Vectashield y sellando el
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portaobjeto con el cubreobjeto utilizando esmalte de ufias. Las muestras fueron

almacenadas a 4°C.

[11.2.4 Western Blot de nervio ciatico de rata

Para la extraccion de proteinas, las muestras previamente almacenadas a -80°C,
fueron homogenizadas en 100 yL de PBS 1X estéril con inhibidor de proteasas
1X, utilizando un homogenizador manual de vidrio esmerilado en hielo. Se afiadio
10 uL de RIPA 5X y se sonic6 por 3 segundos. Las proteinas totales de los
homogenizados fueron cuantificadas utilizando el ensayo de BCA (acido
bicincoinico) y la medicién se realiz6 mediante un espectrofotometro. A las
muestras se les afladié Laemmli Buffer 5X con DTT 1M y fueron calentadas 5
minutos a 95°C. Se prepararon geles de poliacrilamida al 6% y se cargd 30 ug
de proteinas por pocillo. La electroforesis se realizé a 110 V por
aproximadamente 2 horas en buffer de electroforesis 1X. La transferencia en
medio humedo se realizé a 0,4 mA utilizando una membrana de nitrocelulosa y
buffer de transferencia 1X durante 2 horas en hielo. La membrana se bloque6
con una solucién de leche al 5% (leche en polvo Svelty, PBS Tween) durante
una hora en agitacion, a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios (anti
Pan-Nav y anti Blll tubulina) se incubaron en leche durante la noche a 4°C en
agitacion. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS Tween
en agitacion a temperatura ambiente y se incubaron los anticuerpos secundarios

(anti IgG de conejo y anti IgG de ratén, ambos conjugados a HRP). Esta
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incubacion se realizé en leche a temperatura ambiente y en agitacion por una
hora. Nuevamente la membrana se lavd 3 veces por 10 minutos en PBS Tween
y en agitacion a temperatura ambiente. Luego se dejé en PBS 1X. La deteccion
de proteinas se llevé a cabo utilizando un sustrato quimioluminiscente de HRP
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent substrate, Thermo Scientific), en el
cual se incubo la membrana durante 3 minutos, manteniéndola en movimiento
con la ayuda de una pinza. La visualizacion de las bandas se logré exponiendo
la membrana a una pelicula fotografica, la cual se sumergié en liquido revelador

y finalmente en liquido fijador.

[11.2.5 Procesamiento de imagenes

Las imagenes de las inmunofluorescencias fueron adquiridas mediante un
microscopio de fluorescencia (Spinning disk Microscopy) Olympus BX61WI
(Center Valley, PA, USA) usando un lente objetivo UPlanFLN 60X de inmersion
en aceite con una apertura numérica de 1.25. El microscopio utiliza el programa
Cell "R (Olympus, Tokyo, Japon) con el cual se obtuvieron las imagenes. Las
imagenes obtenidas a partir de las inmunofluorescencias fueron cuantificadas
mediante ImageJ (NIH, Bethesda, Maryland, EE. UU). utilizando un ROI definido
para todas las imagenes. Esta region de interés rectangular de 611 um por 108
Mm se orientd de manera longitudinal a lo largo del axén y centrada en el del
nodo de Ranvier. Se evalué la intensidad de fluorescencia de los Nav

normalizada por la fluorescencia del ruido de fondo. La intensidad de cada pixel
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fue comparada con la intensidad del mismo pixel, pero de una condicion
diferente, dentro de la misma area de interés.

Las imégenes obtenidas a partir del western blot se obtuvieron escaneando las
peliculas fotogréficas. Las imagenes fueron cuantificadas mediante ImageJ,
seleccionando cada banda de manera individual. Cada banda fue normalizada
restando la banda del control de carga (Blll tubulina) correspondiente a su mismo

carril.

[11.2.6 Analisis estadistico

Los datos fueron tratados como promedios de pixeles. Se promedio la intensidad
de fluorescencia de cada pixel con su pixel homdlogo de un conjunto de
imagenes representativas de cada condicion. Cada promedio obtenido se
compar6é con el promedio de pixeles control. Para la comparacion de los
promedios se utilizo el test t-student (Excel, Microsoft). Se considero significativo

un *p < 0,05, **p < 0,005, ***p < 0,0005.
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IV. Resultados

IV.1 Obtencion de axones individuales, identificacion de Nay mediante
inmunofluorescenciay generaciéon de dafio axonal mediante transeccién

del nervio ciatico de ratas macho adultas.

Se establecio la técnica de disociacion manual de axones de nervio ciatico de
rata utilizando pinzas quirargicas y agujas de acupuntura bajo lupa (Fig. 3). Se
comprobd la obtencién de fibras individuales tifiendo las muestras con anticuerpo
anti neurofilamento y observandolas en un microscopio de fluorescencia
(Spinning Disk Microscopy). Una vez dominada esta técnica, se procedio a
distinguir la zona nodal (Fig. 4B, 4D). Esto se logré observando las diferencias
morfologicas entre ambas zonas (Fig. 4B) y, por otro lado, también se pudo
identificar mediante marcadores moleculares especificos, el nodo (Nav) (Fig. 4D)
y el paranodo (CASPR) (Fig. 4C). El nodo de Ranvier también se puede detectar
como la zona entre dos paranodos (Fig. 4C, cabeza de flecha). Para facilitar la
distincion de cada zona se muestra un esquema general de un axén mielinizado
(Fig. 4A). En resumen, podemos concluir que la disociacion manual del nervio
ciatico y la obtencion de axones individuales permite la observacion detallada de
la estructura axonal. Esto posibilita el reconocimiento visual de compartimientos

axonales -como el nodo y el paranodo- mediante inmunofluorescencia.
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Figura 3: Obtencién de axones individuales. (A) Izquierda: Cirugia de dafio. Ambos nervios
ciaticos fueron expuestos, pero solo el izquierdo fue transectado. Derecha: Veinticuatro horas
después, dos segmentos fueron extraidos de cada nervio (4 segmentos en total). (B) Cada
segmento de nervio ciatico fue disociado primero mediante pinzas quirdrgicas n°5 y luego
mediante agujas de acupuntura, en una placa de 40 mm con PBS 1X hasta obtener un
conglomerado de axones. (C) Un pequeiio grupo de axones fue separado del conglomerado y

traspasado a un portaobjetos, donde se termind la disociacién utilizando agujas de acupuntura.
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Figura 4: Identificacion de zona nodal, paranodal e internodal en axones individuales.

(A) Esquema general de un axén mielinizado. Dos células de Schwann (amarillo) rodean al axén
y estén separadas por el nodo de Ranvier (morado). A ambos costados del nodo le siguen los
paranodos (celeste), luego los juxtaparanodos (naranjo) y finalmente los internodos (lila). (B)
Usando un anticuerpo anti-neurofilamento (NF) sobre muestras de axones disociados, se
observé la estructura de los nodos de Ranvier como constricciones simétricas espaciadas
regularmente a lo largo del axdn (flecha). (C) Utilizando un anticuerpo anti-CASPR se pudo
visualizar el paranodo (flecha). CASPR (contactin-associated protein) participa en la union
axoglial permitiendo el anclaje de las células de Schwann al axdn. El paranodo corresponde a la
zona internodal mas cercana al nodo. El espacio entre dos paranodos corresponde al nodo
(cabeza de flecha). (D) Los nodos de Ranvier también pueden ser identificados utilizando un
anticuerpo anti Pan-Nay (flecha), el cual reconoce a toda la familia de canales de sodio activados
por voltaje. Estas proteinas se encuentran concentradas en el nodo, por lo que en esta zona se
observa una marca muy brillante, normalmente distribuida con mayor intensidad hacia los
extremos de la membrana axonal. Las imagenes son representativas de 3 experimentos

independientes. Barra de calibracién de tamafo: 5 um.
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Para obtener el modelo de dafio axonal y poder estudiar este fendbmeno in vivo,
se transecto el nervio ciatico. Si bien son 3 los tipos de dafio mas utilizados
experimentalmente (ligaciéon, compresion o en inglés crush y transeccién)*®, se
decidio realizar la transeccion debido a que este método nos permitia una
corroboracion visual inmediata de que el dafio se realizé con éxito. Esto debido
a que, al cortar el nervio, ambos extremos se recogen y quedan separados por
un pequefio espacio (Fig. 5, cabeza de flecha). Por lo tanto, debido a la
corroboracion visual de separacion del nervio durante la cirugia se puede

concluir que el dafio axonal quedo correctamente efectuado.
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Figura 5: Transeccién de nervio ciatico de rata. El nervio ciatico (fecha) fue expuesto a la
altura del gluteo mediante una incisién de 2 centimetros aproximadamente. Para todos los
experimentos, el nervio de la extremidad izquierda fue donde se evalu6 la condicion de interés y
el nervio derecho fue utilizado como condicion control. La transeccidn se realizé con unas tijeras
quirdrgicas pequefias mediante un Unico corte. El espacio que separa ambos extremos producto
del corte del nervio corresponde a aproximadamente 3 milimetros (imagen derecha, cabeza de
flecha).
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IV.2 Efecto del dafio axonal sobre la abundancia de los canales de

sodio activados por voltaje en la membrana axonal.

Para evaluar el efecto del dafio axonal sobre la abundancia de los canales de
sodio activados por voltaje, se comparo la intensidad de fluorescencia obtenida
con el anticuerpo anti Pan-Nav, en un nervio transectado versus una condicion
control. La intensidad relativa de fluorescencia bajo condiciones constantes de
adquisicion de imagenes fue evaluada en nodos de Ranvier de un segmento
proximal y distal al dafio (Fig. 6A). El anticuerpo detecta los canales de sodio
dependientes de voltaje en los nodos de Ranvier (marca axonal) con alta
intensidad y también detecta canales en la zona internodal. Esta sefal
corresponde a proteinas presentes tanto en el axébn como en las células de
Schwann que lo rodean®®®, Si se analiza la zona internodal, en el segmento
proximal se observa un mayor aumento de los Nav producto del dafio en
comparacion con el segmento distal (Fig. 6C, 6D). En los nodos proximales se
observé un aumento significativo del 31% en los axones dafiados, mientras que
en los nodos distales el aumento alcanz6 un 44% (Fig. 6E). Este resultado fue
corroborado mediante western blot. Esta técnica no permite la evaluacion
exclusiva de axones, debido a que el lisado celular utilizado también contiene
células gliales y células del sistema inmune, entre otras. En este caso, se
observé una razén de aumento de 3,9 veces en el segmento proximal al dafio

y en el segmento distal, un aumento de 1,9 veces (Fig. 6E, 6G). Ambos
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experimentos permiten concluir que el dafio axonal efectivamente produce un
aumento en los canales de sodio activados por voltaje, el cual es detectable 24
horas después del dafio, tanto en la zona proximal como en la zona distal al
dafio. Este aumento se pudo observar tanto de manera general en el nervio
ciatico (WB) como de manera particular en los nodos de Ranvier (IF). La
diferencia en magnitud detectada entre ambas técnicas podria sugerir que la
transeccion no afecta de igual manera al axén que a las células de Schwann y/o

demas células presentes en el nervio.
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Figura 6: Efecto del dafio sobre la abundancia de los canales de sodio activados por
voltaje. (A) Esquema explicativo de los segmentos proximal y distal con relacién al corte (linea
punteada) en el nervio ciatico. El circulo representa al DRG (somas) y el rectangulo el segmento
extraido para ser evaluado. (B) Imagenes representativas de axones mielinizados, con y sin
dafio. Todos los axones fueron tefiidos con anticuerpo anti Pan-Nav. La fluorescencia de cada
muestra fue normalizada por la fluorescencia del ruido de fondo y fue graficada para segmentos
proximales (C) y distales al dafio (D) (n = 24). (E) Para evaluar el efecto del dafio de manera
exclusiva en el axdn, se cuantificé la intensidad de fluorescencia en la zona nodal. (F) El analisis
mediante western blot corrobor6 que el dafio produce un aumento en la cantidad de Naven el
nervio. Este aumento es significativo Unicamente en el segmento proximal al dafio (G). Los
resultados son representativos de 3 experimentos independientes (n= 3). *p<0.05; N.S. (No

significativo) > 0.05; prueba t.
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IV.3 Efecto de la inhibicion de la sintesis local axonal y de la ruta
secretoria axonal sobre la abundanciay la distribucion de los canales de

sodio dependientes de voltaje en un modelo de dafio axonal.

Para lograr la inhibicion de la sintesis axonal de proteinas, se transecto el nervio
ciatico e inmediatamente, se inyecto6 cicloheximida (CHX) por el interior del nervio
de manera longitudinal en direccion al DRG (Fig. 7A). Esta droga bloquea la fase
de elongacion durante la traduccion eucarionte al evitar la traslocacion del
péptido naciente mediante su unién al ribosoma®2°2, Para evaluar el efecto de
esta inhibicion sobre la abundancia y distribucién de los Nav, 24 horas después
de la cirugia 2 segmentos del nervio fueron extraidos (proximal y distal al dafo)
y evaluados mediante inmunofluorescencia de axones individuales. Los nervios
tratados con CHX presentaron una disminucién en la marca de Pan-Nav en
comparacion con los tratados con PBS (control) (Fig. 7B, 7C). Se cuantifico la
fluorescencia de la zona nodal, donde hubo una disminucion del 16% en el
segmento proximal al dafio y de un 13% en el segmento distal (Fig. 7D). Este
resultado sugiere que el aumento de los canales de sodio activados por voltaje
en la membrana axonal luego de dafio es dependiente de sintesis axonal de
proteinas. Con respecto a la distribucion de los Nay, se observé que al inyectar
CHX ocurre un cambio en el patrén de fluorescencia de la zona internodal en el

segmento proximal al dafio. En los axones control, la fluorescencia del paranodo
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es mas baja que la del resto del internodo. Al inyectar CHX, esta diferencia se
perdid, unificandose ambas intensidades (Fig. 7B). Este efecto de la droga no se
apreci6 en el segmento distal al dafio (Fig. 7C).

Con el fin de evaluar la participacion de la ruta secretoria axonal en el aumento
de Naven la membrana axonal en el modelo de dafio, se interrumpio el trafico de
proteinas desde el ER hacia el Golgi mediante una inyeccion localizada de
Brefeldina A (BFA). BFA inhibe la actividad enzimatica de ARF, proteina
necesaria para catalizar la formacion de la cubierta de COPI en vesiculas que
trafican desde el ER al Golgi. De esta forma, esta droga tiene como efecto la
dispersion del aparato de Golgi y posterior acumulacién en el interior del reticulo
endoplasmico®*°®, La droga fue inyectada de la misma manera que la CHX en el
sitio de corte (Fig.7A). El nervio contralateral fue inyectado con el vehiculo en el
gue se resuspendio la droga (metanol). Se evalud el efecto de la BFA sobre la
expresion de los Nav mediante inmunofluorescencia. Se observdo una
disminucion en la intensidad de fluorescencia en las muestras tratadas con BFA
en comparacion a las muestras control. Este efecto de la droga se detect6 tanto
en los segmentos proximales al dafio (Fig. 8A) como en los segmentos distales
(Fig. 8B). Al igual que CHX, BFA afecta la ruta secretoria tanto de axones como
de las células de Schwann y demas células presentes en el nervio, por lo que
para evaluar exclusivamente el efecto sobre los Nav axonales se cuantificé la
zona nodal. En los nodos de axones proximales a la zona de dafio hubo una

disminucion del 42%, mientras que, en la zona lejana al dafio, la inhibicion solo

47



disminuy6 la fluorescencia en un 3% (Fig. 8C). Esto sugiere que la
sobreexpresion de los canales de sodio activados por voltaje debido a dafio
axonal es un fenédmeno dependiente de la ruta secretoria axonal. La fuerte
diferencia detectada entre ambos segmentos (distal y proximal al dafio) sugiere
que la participacion de la ruta secretora es variable a lo largo del axén y seria

dependiente de la distancia a la zona de dafio.
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Figura 7: Efecto de la inhibicién de la sintesis local de proteinas mediante CHX sobre la
abundanciay distribucion de los canales de sodio activados por voltaje. (A) Esquema que
muestra como fue inyectada la CHX por el interior del nervio ciatico recién transectado. De esta
misma manera fue inyectada en la extremidad contralateral PBS 1x estéril como solucién control.
Los segmentos proximales (B) y distales al dafio (C) fueron tefiidos con anticuerpo anti Pan-Nav
y se graficé su intensidad de fluorescencia. Para evaluar el efecto de la CHX sobre la sintesis
exclusivamente axonal, se cuantifico la fluorescencia del area nodal (D). Los resultados son

representativos de 3 experimentos independientes (n=41). *p<0.05; prueba t.
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Figura 8: Efecto de BFA sobre la sobreexpresion de los canales de sodio activados por
voltaje en un modelo de dafio axonal. Axones disociados a partir de nervios inyectados con
BFA y sus respectivos controles fueron tefiidos con anticuerpo anti Pan-Nav. Se grafico la
intensidad de fluorescencia de muestras cercanas al dafio (proximal) (A) y lejanas al dafio (distal)
(B). (C) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia en los nodos de Ranvier, tanto de
segmentos proximales como distales al dafio. Los resultados son representativos de 3
experimentos independientes (n = 28). ***p<0.0005; N.S. (No significativo) > 0.05; prueba t.
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V. Discusion

La morfologia neuronal posee una complejidad Unica dentro del mundo celular.
Esto implica que las neuronas requieren una fina regulacion de sus componentes
proteicos, para que asi cada uno de sus compartimientos responda de manera
especifica a su funcion. La regulacion del proteoma axonal, especificamente de
los canales idnicos de membrana, le permite a la célula regular su conductividad
acorde al contexto espacio temporal en que se encuentre. Se sabe que los
componentes axonales de mamiferos adultos se transportan en su mayoria
desde el soma, sin embargo, axones en desarrollo o axones dafiados sefalizan
al soma para cambiar su programa celular, desde mantencién a crecimiento o
regeneracion axonal*®. Este cambio induce un aumento en la sintesis axonal de
proteinas y le garantiza al axon contar con nuevas proteinas tanto estructurales
como funcionales de manera rapida. A pesar de toda esta informacion, la
mayoria de los reportes acerca de sintesis axonal de proteinas involucran
proteinas solubles, por lo que faltan estudios que relacionen este mecanismo
con proteinas de membrana. Este trabajo relacion6 por primera vez el rapido
aumento de los canales de sodio activados por voltaje en los nodos de Ranvier
producto de dafio axonal, con la sintesis axonal de proteinas y con la ruta

secretoria local in vivo.
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V.1 Efecto del dafio axonal sobre la abundancia de los Nay

En primer lugar, se establecié el modelo de dafio axonal y se evalud su efecto
sobre los canales de sodio activados por voltaje. Utilizando axones individuales
obtenidos a partir de nervios ciaticos transectados y de nervios control, se
observo6 una sobreexpresion de la marca correspondiente al anticuerpo anti Pan-
Nav en los nodos de Ranvier, producto del dafio axonal. Se debe tener en
consideracion que este anticuerpo detecta toda la familia de canales de sodio
activados por voltaje y no una isoforma especifica. Esto es beneficioso para
nosotros ya que lo que se quiere estudiar, es la relacion de la ruta secretoria
axonal y de la sintesis axonal con la sintesis general de proteinas axonales de
membrana. Ademas, se sabe que las isoformas de Nay presentes en la
membrana axonal varian segun el contexto celular'*®¢, por lo que haber
enfocado el estudio en una isoforma especifica nos hubiese desviado del
verdadero fin de esta tesis.

Al analizar el efecto del dafio sobre la abundancia de los Nav, se observa que
estas proteinas aumentan tanto en el segmento proximal al dafio como en el
segmento distal. Si se analiza exclusivamente la zona nodal, el incremento es un
13% mayor en la zona distal. Esto puede sugerir que 24 horas después del dafio,
ya comienzan a traficar canales sintetizados desde el soma, los cuales adn no
han llegado a la zona proximal al dafio. La mayoria de los estudios publicados
evallan la sobreexpresion de Nav dos semanas después del dafio'®4”: 48, Sin

embargo, este andlisis no permite excluir el aporte de proteinas somatico, por lo
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gue los datos obtenidos en esta tesis son novedosos en cuanto a la temporalidad
del andlisis. Es interesante destacar que en la zona nodal, se observa una
diferencia importante entre el segmento distal y el segmento proximal de la
condicion control. Segun nuestros datos, habrian mas Nay en los nodos de la
zona proximal al dafio que en la zona distal, lo que podria sugerir una diferencia
en la distribucion enddgena de los Nay a lo largo del axon. Esta observacion
debera ser estudiada a futuro. Si se observa ahora la zona internodal, se aprecia
lo contrario; el aumento producido por el dafio es mayor en el segmento proximal
que en el segmento distal. Este mismo patron, para ambos segmentos, se
confirmd mediante western blot, pero con una diferencia mas exacerbada entre
ambos segmentos. Esta diferencia entre ambas técnicas podria deberse a que
el western blot abarca una mayor variedad de tipos celulares (a diferencia de la
inmunofluorescencia, en donde se analizan solo axones y células de Schwann),
las cuales son analizadas en conjunto. Estas otras células, como células del
sistema inmune o células de los capilares, también podrian estar presentando
un alza en sus Nay producto del dafio. Otro andlisis interesante que puede dar
cuenta de esta diferencia entre ambos métodos es la anatomia del nervio ciético.
Un reporte de este afio indica que debido a las ramificaciones del nervio ocurre
una variacion en el numero de fibras en distintos segmentos de un mismo
nervio®’. Para el western blot se utilizan segmentos completos de nervio, los
cuales pueden contener distintos nameros de axones (segmento distal y

segmento proximal), mientras que para la inmunofluorescencia se selecciona un
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namero fijo de axones representativos, que es igual o muy similar para todas las
condiciones. Por lo tanto, todas estas diferencias podrian estar explicando el
hecho de que la inmunofluorescencia y el western blot muestren el mismo
fendbmeno, pero con distinta intensidad.

Al analizar la fluorescencia de la zona internodal, se debe tener en consideracion
la presencia de las células de Schwann, las cuales aportan la mayoria de la
intensidad de fluorescencia detectada. Esto debido a que poseen una masa
considerablemente mayor al axén y ademas, los axones concentran los Nay en
la zona nodal, no en el internodo. Segun Frieboes et al., existe un incremento de
Nav en las células de Schwann debido a dafio axonal®® (correspondiente a la

isoforma 1.8), lo que concuerda con nuestra observacion.

V.2 Relacion de la sobreexpresion de los Nay con la sintesis local

Para dilucidar si el fenémeno de sobreexpresion de los Nay efectivamente es
dependiente de sintesis axonal de proteinas, se inhibio este proceso inyectando
de manera local CHX en un nervio recién transectado. El analisis de este
experimento se realizd en la zona nodal, ya que en esta regién tenemos la
seguridad de que la fluorescencia detectada corresponde a canales
exclusivamente axonales. La cuantificacion indicé una disminucion significativa
del 16% en el segmento proximal al dafio y de un 13% en el segmento distal.
Considerando que previamente se han reportado efectos de la CHX 24 horas

después de su aplicacion® y que la vida media de los Nav es de 30 horas®,
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podemos deducir que la disminucion en la fluorescencia de los Nav detectada es
efecto del bloqueo de la sintesis de nuevos Nav producto de CHX. Este resultado
apoya la suposicion de que el aumento de los Nav producto del dafio seria
dependiente de sintesis axonal. Al ser un experimento in vivo, siempre se tendra
la presencia de células no neuronales que estan interactuando con el axon. Esto
nos genera una ambigiedad al momento de sacar conclusiones precisas, ya
que, si bien al usar CHX se esta disminuyendo la sintesis de proteinas, esta
droga no esta afectando Unicamente a la sintesis axonal. Todas las células
presentes en el nervio son blancos de la droga. Como ya ha sido reportado
previamente, las glias son capaces de transferir organelos a las neuronas. Los
astrocitos pueden transferir mitocondrias después de un infarto (isquemia)®! y las
células de Schwann son capaces de traspasar ribosomas a axones luego de
dafio axonal®?. Para este estudio, esto implica que tanto el aumento de los Nav
producto de dafio, como la inhibicién de este aumento producto de CHX en los
axones, pudiesen ser fenomenos dependientes de la influencia de las células de
Schwann. Para reducir esta ambigliedad, se podria utilizar un cultivo axonal libre
de glias, sin embargo, un modelo in vitro implica alejarse del contexto biolégico
gue incluye muchos otros factores que favorecen el proceso de regeneracion
axonal. Otro tipo de aproximaciones como animales que no producen mielina, o
el bloqueo especifico de la sintesis axonal utilizando un vector viral que presente

tropismo axonal, podrian utilizarse en trabajos futuros.
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V.3 Relacion de la sobreexpresion de los Nay con la ruta secretoria local

Por dltimo, se observé que al inhibir la ruta secretoria local mediante una
inyeccién de BFA, se pierde la sobreexpresion de Nav producto del dafio axonal.
Si bien una publicacion previa de nuestro laboratorio demostré que al inyectar
BFA en un nervio ciatico de rata los Nav sufren una redistribucion -en lugar de
una disminucion- desde la membrana axonal hacia el axoplasma e incluso
aparecen estructuras discretas contenedoras de Nav en el internodo?®, se debe
tener en cuenta que esos axones no fueron transectados. Se sabe que en
contexto de dafio axonal tanto en el CNS como en PNS se ve afectada la
proteostasis del ER, lo que gatilla estrés y activa la respuesta a proteinas mal
plegadas (UPR)®3. La activacion de la UPR implica degradacién de proteinas y
podria dar cuenta de la disminucion que se observo en la fluorescencia de los
Nav en este experimento. La fluorescencia disminuyo significativamente un 42%
en la zona cercana al dafio y solo un 3% en la zona lejana al dafio, lo que es una
diferencia muy notoria entre ambos segmentos. Esto podria sugerir que la ruta
secretoria axonal estd comprometida con distinta intensidad en el rapido
aumento de Nav a lo largo del axdén. Al parecer, este compromiso podria ser
dependiente de la distancia a la zona donde se produjo el dafio. Es importante
destacar que, en este experimento, la fluorescencia del tratamiento con BFA fue
bastante menor que la de su respectivo control (inyeccién con MetOH). Una
posible explicacion es que el uso de este farmaco, al estar induciendo la

acumulacion de los canales al interior del ER%4%5, esté induciendo también la
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degradacion de los mismos (mediante UPR). A pesar de que a la fecha todavia
no hay reportes que confirmen la presencia de Golgi en axones, una publicacion
reciente demostro la funcionalidad de una ruta secretoria no convencional (Golgi
independiente) en dendritas®. Esta ruta permite la generacién de proteinas
inmaduras, las cuales al no pasar por el aparato de Golgi, son sintetizadas de
manera mas rapida®*. Una ruta secretoria no convencional similar a esta, que
esté presente en el axon, podria dar cuenta de nuestros resultados observados

al inyectar BFA.
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VI. Conclusion

Con los resultados obtenidos a partir de esta tesis, se puede concluir que 24
horas después de dafio axonal ocurre un aumento significativo de los canales de
sodio activados por voltaje en los nodos de Ranvier. Nuestros resultados
sugieren que esta sobreexpresion seria un proceso dependiente tanto de
sintesis axonal de proteinas como de la ruta secretoria axonal, debido a que al
inhibir cada uno de estos procesos, se pierde el incremento de estas proteinas

producto del dafio axonal.
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VII. Mecanismo propuesto

El conjunto de datos obtenidos a partir de esta tesis y los datos reportados en la
literatura, permiten proponer que luego de la transeccién del nervio ciético,
ocurre una sobreexpresion de los canales de sodio activados por voltaje en la
membrana axonal. Estos canales detectados 24 horas después de la generacién
del dafio en la zona proximal al dafio estarian siendo sintetizados de manera
local en el axdn, utilizando las reservas axonales de mRNA vy traficando hacia la
membrana axonal por la ruta secretoria local. EI aumento de los Nav también
podria deberse a un aporte glial, tanto de mMRNA como de proteinas. Por su parte,
en la zona distal al dafio como se registra una sobreexpresion mayor que en la
zona proximal, este aumento podria explicarse -ademas de por los mecanismos
recién descritos- por un transporte de proteinas sintetizadas en el soma. Todas
estas respuestas estan gatilladas por una sefializacién que se origina en la zona
de dafio y viaja hasta el soma, cambiando el programa celular de la neurona de

mantencion a regeneracion.
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VIII. Proyecciones

A pesar del rol clave que juegan los Naven la funcion neuronal, este es el primer
trabajo que da cuenta de un mecanismo que permite el rapido aumento de estas
proteinas en respuesta a dafio axonal. Dado que este estudio fue realizado en
un modelo in vivo, lo que involucra cierta ambigiedad al interpretar resultados
debido a la alta complejidad del sistema, trabajos futuros podrian corroborar
estos resultados con axones aislados en un sistema in vitro. Otra interesante
proyeccion es evaluar qué rol cumple la sobreexpresion en la regeneracion
axonal, dado que es esperable una recuperacion de los canales perdidos
producto de dafio, pero es curioso que ocurra una sobreexpresion de ellos. Por
altimo, dos interrogantes mas que se desprenden de esta tesis son, la funcién
qgue cumplen las células de Schwann en el proceso de regeneracion; ¢serian
capaces de traspasar canales idnicos a los axones?, y qué tipo de canales se
sintetizan de manera rapida y local producto de dafio; ¢son iguales a las

isoformas descritas?
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