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1. RESUMEN

Los oligodendrocitos son las células gliales que forman la mielina en el sistema nervioso
central. Estos provienen de células precursoras (OPCs) que se diferencian y maduran
hasta adquirir la capacidad mielinizante. El proceso de diferenciacion oligodendroglial
implica un incremento drastico en la complejidad morfolégica celular, por lo que el
rearreglo dinamico del citoesqueleto tiene un papel clave. Este proceso es regulado por
diversos factores solubles, entre ellos se propone la melatonina, que es una indolamina
enddgena que modula la organizacion del citoesqueleto en diversas estirpes celulares e
induce la polarizacion morfo-funcional neuronal. El objetivo del presente trabajo es
evaluar el efecto de la melatonina en la diferenciacion de los OPCs y en el citoesqueleto

oligodendroglial.

Para ello, OPCs aislados del hipocampo mediante separacion inmunomagnética, o bien
pre-oligodendrocitos de nervio Optico de rata se incubaron con melatonina [100nM] o el
vehiculo (etanol 0.0004%) durante 24, 48 y 72h. Los marcadores de linaje A2B5 y Olig2,
y de estadio de diferenciacion O4 y MBP se detectaron mediante inmunofluorescencia.
El namero de filipodios -estructuras formadas por microfilamentos de actina- y la
complejidad morfolégica por la técnica de Sholl, se evalué en imagenes obtenidas por
microscopia de fluorescencia de células tefiidas con faloidina rodaminada. La cantidad
relativa de tubulina-alfa acetilada se determiné mediante Western blot.

La poblacién de OPCs aislada tuvo una pureza del 98% y 96% para los marcadores de
linaje oligodendroglial A2B5 y Olig2, respectivamente. En OPCs tratados 72h con
melatonina, la intensidad de fluorescencia de los marcadores de diferenciacion O4 y MBP
fue 85% mayor (p<0.001), respecto al vehiculo. ElI nimero de filipodios aument6
significativamente (p<0.05) en las células incubadas 24h con melatonina. La complejidad
morfolégica también incrementd con este tratamiento. La cantidad relativa de tubulina-
alfa acetilada fue significativamente mayor (p<0.05) en extractos de OPCs tratados con

melatonina durante 48h.

El tratamiento con melatonina incrementd la proporcién de oligodendrocitos que expresan

marcadores moleculares de estadios avanzados de diferenciacion y también la



complejidad morfologica de estas células, lo que sugiere que esta indolamina induce el
proceso de diferenciacion oligodendroglial. Este efecto podria estar mediado por la accion
de la melatonina sobre el citoesqueleto al incrementar el numero de filipodios, que son
protrusiones delgadas que anteceden a la formacion y extensién de las ramificaciones.
Ademas, la melatonina incrementa la complejidad de las ramificaciones
oligodendrogliales, lo cual es congruente con la evidencia previa de nuestro grupo de
trabajo, ya que la melatonina favorece arboles dendriticos mas complejos e intrincados
en neuronas hilares hipocampales. Por otra parte, se sabe que la acetilacion de la
tubulina-alfa proporciona estabilidad al citoesqueleto microtubular en oligodendrocitos
maduros. En las células tratadas con melatonina la proporcion de tubulina-alfa acetilada
fue mayor, lo que sugiere que esta indolamina favorece esta modificacién postraduccional
y con ello la estabilidad de las ramificaciones de los oligodendrocitos. En conclusion, la
melatonina favorece la diferenciacion oligodendroglial y uno de los mecanismos para

ejercer este efecto es la modulacién del citoesqueleto.



2. INTRODUCCION

Las células que componen el sistema nervioso son las neuronas y un grupo de células
con funciones diversas que se conoce como glia o neuroglia. Las neuronas se
especializan en generar y transmitir el impulso nervioso mediante el cual se lleva a cabo
el procesamiento de informacion. La neuroglia estd encargada de mantener la
homeostasis del sistema, para ello tiene funciones de soporte metabdlico, participa en la
modulacién de la accion sinaptica e interviene en la recuperacion de la lesion neural,

entre otras funciones.

Uno de los componentes de la neuroglia son los oligodendrocitos (OLGS). Los OLGs son
células altamente ramificadas encargadas de la produccién y mantenimiento de mielina
en el sistema nervioso central (SNC). Estos provienen de células precursoras de
oligodendrocitos (OPCs), que migran hasta sus sitios de accion donde se diferencian y

comienzan con el proceso de mielinizacion.

La mielina es una estructura especializada formada por multiples capas de membrana
que rodean a los axones por segmentos. Al ser una estructura rica en lipidos aisla dichos
segmentos (internodos) entre los cuales se forman en el axén los nodos de Ranvier. La
formacion de estos dominios funcionales confiere a los axones un aumento en la
velocidad de conduccion del impulso nervioso, ya que se realiza de forma saltatoria entre
nodos de Ranvier. La importancia de la mielina en el funcionamiento 6ptimo del SNC ha
sido evidente en las enfermedades humanas tales como la esclerosis multiple (EM) en la
gue se pierde la integridad de la vaina de mielina por un mecanismo autoinmune.
Ademas, la mayoria de los padecimientos neuropsiquiatricos y neurodegenerativos
presentan alteraciones estructurales y/o funcionales en la materia blanca (formada
principalmente por axones mielinizados y los cuerpos celulares de los OLGS), sin
embargo, el origen y los mecanismos implicados en estas alteraciones no se conocen

hasta la fecha.

Para que ocurra un adecuado proceso de mielinizacion, los OLGs deben pasar por un
proceso de diferenciacién altamente regulado, para lo cual es necesario un cambio

dinamico del citoesqueleto oligodendroglial hacia una morfologia elaborada, ya que es



necesario generar prolongaciones con multiples ramificaciones, que se ensanchan en
sus extremos distales para envolver un tramo de axon con su propia membrana celular.
El proceso de diferenciacion de los OLGs puede ser regulado por moléculas del
microambiente celular como podria ser la melatonina. La funcion de esta molécula
endoégena como un modulador del citoesqueleto en diversas estirpes celulares, entre
ellas las neuronas y sus precursores, fue documentada por Benitez-King (2006). Las
evidencias de este grupo de trabajo sugieren que la melatonina podria contribuir al
restablecimiento de la organizacion del citoesqueleto en enfermedades
neurodegenerativas y neuropsiquiatricas®. Ademas, mudltiples datos experimentales
demuestran que la melatonina tiene un efecto protector y reparador del dafio (estructural

y funcional) en la materia blanca en diversos modelos animales.

Estas evidencias en conjunto sugieren que la melatonina podria tener potencial
terapéutico en enfermedades neuroldgicas y neuropsiquiatricas que involucran estados
patologicos de los OLGs y la mielina. Sin embargo, no se conoce si la melatonina participa
en los procesos fisioldgicos de mielinizacion y remielinizacion (reparacion de la mielina)
en el SNC. Asi, el presente trabajo propone que la melatonina podria participar en la
diferenciacion y maduracién oligodendroglial requerida para adquirir la capacidad de
mielinizacion, a través de la modulacion del citoesqueleto de los OLGs. La relevancia de
este proyecto consiste en aportar conocimiento cientifico respecto al papel de esta
indolamina enddégena en la regulacién de la mielinizacion, ya que este proceso esta
implicado en el neurodesarrollo, en la plasticidad neuronal y en la neurodegeneracion. La
apropiada mielinizacion y un balance homeostatico en el recambio y remodelacion de la
mielina contribuyen al funcionamiento 6ptimo del sistema nervioso, por lo que conocer
los mecanismos que subyacen a la modulacion fisiologica de este proceso es el punto de
partida para comenzar a dilucidar como puede estar alterado en estados patoldgicos e
identificar moléculas que eventualmente podrian convertirse en alternativas terapéuticas
para los padecimientos neuropsiquiatricos que cursan con un déficit/disfuncién de la

materia blanca.



3. MARCO TEORICO

3.1 Sistema nervioso

El sistema nervioso es uno de los mas complejos del organismo. Esté constituido por un
tejido extraordinariamente especializado en la comunicacion biolégica a través de
sefales eléctricas y quimicas: el tejido nervioso®. Esta red intrincada de miles de
millones de células esta organizada en dos subdivisiones principales: el sistema nervioso

central y el sistema nervioso periférico®.

El sistema nervioso central (SNC) esta formado por el encéfalo y la médula espinal. El
SNC procesa diversos tipos de informacion sensitiva aferente, controla los movimientos

voluntarios y es también la fuente de los pensamientos, emociones y recuerdos©4),

Por otro lado, el sistema nervioso periférico (SNP) esta formado por todo el tejido nervioso
gue se encuentra fuera del encéfalo y la médula espinal, que incluye nervios conformados
por miles de axones, ganglios constituidos por los cuerpos celulares de las neuronas,
plexos entéricos que son redes extensas de neuronas localizadas en las paredes de los
organos del tubo digestivo y, receptores sensoriales que son estructuras que detectan
los cambios en el medio ambiente externo o interno como los receptores del tacto en la

piel, los fotorreceptores del ojo y los receptores olfatorios en la nariz®.

A nivel celular, el tejido nervioso estd compuesto por neuronas y glia —también llamada
neuroglia—. Estas células se distribuyen de forma distinta en las diversas regiones del
sistema nervioso y segun su localizacion presentan variaciones estructurales y

funcionales@3,

Las neuronas realizan la mayoria de las funciones propias del sistema nervioso debido a
gue son células especializadas en la transmision y recepcion de sefiales bioeléctricas y
neuroquimicas, capaces de alcanzar grandes longitudes y de realizar conexiones

intrincadas con otras células@?).

Las células gliales superan en numero, diversidad celular y funciones a las neuronas. La

glia sostiene, nutre y protege a las neuronas, mantiene el liquido intersticial que las rodea



y regula la actividad neuronal mediante factores solubles y contacto celular. Ademas

cada vez se atribuye mayor importancia funcional a las interacciones neuro-gliales6).

La disposicion agrupada de las células que lo conforman permite distinguir en el sistema
nervioso dos regiones bien delimitadas, una de apariencia grisacea y otra de aspecto
blanquecino brillante, que se conocen como materia gris y materia blanca,
respectivamente. En la materia gris predominan los cuerpos o somas neuronales, las
prolongaciones dendriticas y la porcién inicial de las prolongaciones axonales, asi como
las terminaciones axonales procedentes de neuronas de otras regiones cerebrales. En
cambio, la materia blanca esta compuesta de millones de axones cubiertos con mielina
(fibras mielinicas) o sin ella (fibras amielinicas), los somas de los oligodendrocitos que
forman la mielina, otras células de la neuroglia y no incluye somas neuronales. En la
médula espinal, la materia blanca envuelve un ndcleo interno de materia gris; por su
parte, una capa delgada de materia gris cubre la superficie de las porciones mas grandes
del encéfalo, el cerebro y el cerebelo?3)(figura 1).

Evidencia reciente de estudios de imagen tanto en modelos animales como en humanos,
muestran que la materia blanca tiene una plasticidad dinamica dependiente de la
experiencia, lo que contribuye al aprendizaje en el cerebro adulto®). Consistente con lo
anterior, estudios de muestras post mortem y de imagenes cerebrales in vivo han

revelado el desarrollo continuo de la materia blanca en la edad adulta®-1b.

La medicién de la difusion y direccionalidad de las moléculas de agua a través de los
tejidos (difusividad y anisotropia fraccional) en imagenes obtenidas mediante resonancia
magnética con tensor de difusion (diffusion tensor imaging, DTI) permiten evaluar la
microestructura de la materia blanca y caracteristicas como el calibre axonal, la densidad
de las fibras, la integridad de la mielina y la trayectoria de los tractos, que se conoce como
tractografia(’®1l). En la materia gris las sefiales de DTI son bajas porque el agua difunde
simétricamente, pero en la materia blanca se genera una sefial intensa en un patron
irregular que expone las principales rutas de informacion que fluyen entre las regiones
cerebrales, ya que el agua difunde asimétricamente a lo largo de conjuntos de fibras
axonales?, Estudios longitudinales de DTI en sujetos sanos, muestran un incremento

robusto en la anisotropia fraccional y disminucion de la difusividad media durante la

6



infancia y la adolescencia, en varias regiones de la materia blanca cerebral. Esto se ha
relacionado con un incremento en la formacion y consolidacion de conexiones y circuitos
neuronales. En cambio, en el envejecimiento los estudios muestran resultados opuestos,

con disminucién de la anisotropia fraccional e incremento de la difusividad media®°11),
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Figura 1. Esquema representativo de la composicion celular de la materia gris y la materia blanca.
En la materia gris (arriba) predominan los somas neuronales, las dendritas y la parte inicial de los axones.
En la materia blanca (abajo) se encuentran los axones neuronales cubiertos con mielina o sin ella, los
oligodendrocitos y otras células de la neuroglia.



También, estudios en humanos y en modelos animales de como la habilidad de aprender
tiene un impacto en la remodelacion de la materia blanca. También, factores del estilo de
vida como el ejercicio y el suefio se han encontrado asociados a cambios de la materia
blanca y son mediadores potencialmente importantes en la plasticidad de la misma

durante la edad adulta [Ver revision de: Sampaio-Baptista, et al. (2017)™)].

3.1.1 Neuronas

Las neuronas poseen todas las caracteristicas generales de una célula eucaridtica, pero
su especializacion en recibir, conducir y transmitir un impulso bioeléctrico -el potencial de
accion o impulso nervioso- las hacen singulares y diferentes a otras poblaciones
celulares®. La generacion de un potencial de accién neuronal es una sefial eléctrica que
se propaga a lo largo de la superficie de la membrana plasmatica de una neurona, se
inicia y desplaza por el movimiento de iones (sodio y potasio) entre el liquido intersticial
y el interior de la neurona a través de canales i0nicos especificos en su membrana
plasmatica. El potencial de accion se transmite de unas neuronas a otras a través de las
conexiones sinapticas, con la generacion de circuitos neuronales, o bien se transmite a
los drganos efectores del sistema nervioso periférico donde efectia una funcion

especifica®?),

La morfologia tipica de una neurona consta de 3 partes: 1) un cuerpo celular, 2) dendritas
y 3) un axon. El cuerpo celular, conocido como pericarion o soma, contiene el nucleo
rodeado por citoplasma, en el que se hallan los organelos celulares; del contorno del
soma neuronal surgen prolongaciones (también llamadas procesos, proyecciones o
fibras) especializadas. La mayoria de las neuronas tienen dos tipos de prolongaciones
por lo general dispuestas en polos opuestos de la célula: las dendritas y el axén, ambas
dotadas de un citoesqueleto de microtubulos y microfilamentos de actina y filamentos
intermedios de caracteristicas particulares (neurofilamentos). Las dendritas
habitualmente son cortas, agudizadas y presentan multiples ramificaciones mientras que
el axén o cilindroeje, se caracteriza por ser una prolongacién Unica y de mayor longitud

que parte de una region del soma denominada cono axonal@3)(figura 2).
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Figura 2. Esquema de una neurona y sus partes. Una neurona tipica se conforma del cuerpo celular,
pericarion o soma donde se encuentran los organelos celulares y prolongaciones especializadas
dispuestas en polos opuestos del soma: las dendritas y el axén. Tomado de Fernandez Calderén; 201813),

3.1.2 Neuroglia

En 1856 Rudolf Virchow introdujo el concepto de neuroglia (néuron-, nervio; y —glia, union
0 pegamento) como un tejido conectivo del cerebro, a pesar de que admiti6 que “la
neuroglia también contiene un cierto nimero de elementos celulares”. Sin embargo, las
primeras células gliales fueron descritas antes de la conceptualizacion de Virchow en la
tesis doctoral de Robert Remak en 1838, en la que describié las fibras nerviosas y
visualizé el recubrimiento alrededor de las mismas formado por las células de

Schwann4),

El desarrollo de la técnica de tincidon con cromato de plata reportada por Camilo Golgi,
genero grandes avances en la neuroanatomia celular. Golgi fue el primero en demostrar
gue la neuroglia representa una poblacion celular distinta de las células nerviosas y que
algunas células gliales (probablemente astrocitos protoplasmicos) establecian contacto

entre los vasos sanguineos y las fibras nerviosas a través de sus prolongaciones. Golgi



fue el primero en proponer que las células gliales participaban en la transferencia de
sustancias metabolicas de la sangre al parénquima cerebral. También describié otra
poblacion celular (oligodendrocitos o astrocitos fibrosos) con prolongaciones paralelas a
los tractos de las fibras axonales®4.

En 1889, Wilhelm His demostré el origen comdn de las neuronas y la neuroglia, ya que
ambas poblaciones celulares derivan del neuroectodermo. Afios después, Pio del Rio-
Hortega describié las células microgliales como el Unico tipo de células intrinsecas

cerebrales de origen mesodérmico y no ectodérmico4).

En 1919, Del Rio-Hortega identifico las otras dos clases principales de células gliales: los
oligodendrocitos y la microglia. No fue hasta el uso de la microscopia electronica en 1950
que quedd claro que los oligodendrocitos en el SNC y las células de Schwann en el SNP
forman la mielina, que previamente se describia como una secrecion axonal. También
Del Rio-Hortega descubrié que la microglia protege al cerebro de dafio mediante un
proceso de remodelaciéon morfolégico y funcional conocido como la activacion

microglial®4),

La neuroglia o simplemente glia, agrupa a los componentes celulares no neuronales del
tejido nervioso y representa mas de la mitad del volumen del SNC que varia con la
especie®. La neuroglia participa en diversos aspectos de la neurotransmision y produce

factores de crecimiento que aseguran la sobrevivencia de las neuronas.

En general, las células gliales son entre 5y 25 veces mas numerosas que las neuronas®
y se considera que éstas no generan ni propagan potenciales de accién. Las células
gliales también tienen prolongaciones complejas que se extienden desde sus cuerpos
celulares, pero estas no cumplen los mismos propdsitos que las prolongaciones
neuronales®®). Las funciones que estan bien establecidas de las células gliales son:
formar la barrera hematoencefalica, mantener el medio idnico extracelular, modular la
velocidad de propagacion del impulso nervioso, modular la accidon sinaptica al regular la
recaptura de neurotransmisores en la hendidura sinaptica o cerca de ella, proporcionar
un andamiaje para ciertos aspectos del desarrollo neuronal y participar en la reparacion

de la lesion neural (0 en algunos casos impedirla). En este contexto, las células gliales
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pueden actuar como células madre en algunas regiones encefalicas, promueven el
crecimiento de las neuronas dafiadas en regiones donde puede ocurrir una regeneracion
atil e impiden la regeneracibn en otras regiones donde el nuevo crecimiento

descontrolado podria producir mas dafios que beneficios®.

Hoy en dia se reconoce que en el SNC hay tres tipos principales de células gliales que
se clasifican de acuerdo con su tamafio celular en microglia y macroglia. Tanto las
neuronas como la macroglia se originan de células neuroepiteliales, mientras que la
microglia deriva en mayor medida de células precursoras hematopoyéticas*1%). La
microglia es un solo tipo celular mientras que la macroglia comprende dos poblaciones
celulares diferentes: los astrocitos y los oligodendrocitos?1%. Ademas de las tres clases
principales de glia diferenciada, también se encuentran en todo el SNC del adulto
células madre gliales, que retienen la capacidad de proliferar y generar precursores
comprometidos con los linajes astroglial u oligodendroglial, células ependimales, y en el

SNP, las células de Schwann y las células satélite®15),
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Figura 3. Esquema de las principales células gliales del sistema nervioso central. Los principales
componentes celulares de la neuroglia son la microglia y la macroglia (astrocitos y oligodendrocitos).
Modificado de Fox, et al.,201718),
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3.1.2.1 Microglia

La microglia (micro-, pequefio) son células pequefias que tienen prolongaciones
delgadas con numerosas proyecciones en forma de espinas. Las células microgliales
provienen de células precursoras hematopoyéticas que colonizan el sistema nervioso
desde etapas tempranas del desarrollo embrionario. Después de invadir el SNC, los
precursores microgliales se diseminan de forma relativamente homogénea a través del
tejido nervioso y adquieren un fenotipo especifico que claramente los distingue de sus

precursores(4),

La microglia representa la defensa endégena del SNC contra patdégenos y factores que
causan o derivan de un dafio tisular. La microglia elimina los restos celulares presentes
en sitios donde hubo una lesién o los generados por el recambio celular normal@15),
Ademas la microglia, como sus analogos los macroéfagos, secreta moléculas de
sefalizacion (sobre todo citocinas y quimiocinas) que modulan la inflamacién local e

influyen en la supervivencia o la muerte celular®®).

En el SNC la microglia existe bajo condiciones fisioldgicas en su forma ramificada o como
generalmente se le denomina en “estado de reposo” que se caracteriza por un cuerpo
celular pequefio y multiples prolongaciones delgadas y elaboradas. Dichas
prolongaciones y sus ramificaciones se extienden a través del tejido nervioso para
detectar sefales de degeneracion celular o la presencia de agentes extrafios a través de
los receptores expresados en su membrana plasmatica. Si esto ocurre, la microglia inicia
un proceso de respuesta activa que desencadena su transformaciéon morfolégica para
adoptar una forma ameboide. Este proceso, conocido como activacion microglial,
conlleva hacia un cambio de nivel funcional, ya que se induce la expresion de
propiedades migratorias, proliferativas y fagociticas, asi como la capacidad de liberar
diversas enzimas, receptores y proteinas solubles. Algunas células de la microglia
regresan al estado de reposo y otras mediante quimiotaxis se reunen alrededor del sitio

de lesion donde comienzan a multiplicarse y a remover restos celulares14.17.18),
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En presencia de una lesion las células microgliales pueden desencadenar la respuesta
inmune adaptativa en el SNC al actuar como células presentadoras de antigenos. Bajo
condiciones especificas, se estimula la expresion del complejo molecular de presentacion
de antigenos, el complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC-II, por sus siglas
en inglés); la expresion de este complejo es esencial para la interaccion de las células

microgliales con los linfocitos T en la induccion de la respuesta inmune®?.

3.1.2.2 Macroglia
3.1.2.2.1 Astroglia

Los astrocitos (astro-, estrella) recibieron este nombre por la forma estrellada en la que
se acomodan los filamentos intermedios en su citoplasma, sin embargo, su morfologia
real es altamente heterogénea. Los astrocitos tienen muchas prolongaciones celulares.
Son las células mas numerosas y diversas de la neuroglia en el SNCG14, Una
caracteristica tipica de los astrocitos es la expresion de la proteina fibrilar acidica de la

glia (GFAP) y la vimentina de los filamentos intermedios que forman su citoesqueleto(4),

En el tejido nervioso la astroglia se asocia tanto a las neuronas como a los vasos
sanguineos®@. De acuerdo con su distribucion en el sistema nervioso existen dos tipos de
astrocitos: los astrocitos protoplasmicos presentes en la materia gris y los astrocitos
fibrosos que se asocian a las prolongaciones nerviosas en la materia blanca®4. Los
astrocitos protoplasmicos tienen muchas prolongaciones cortas, las cuales son
extremadamente elaboradas y complejas. Estas prolongaciones hacen contacto con los
vasos sanguineos a través de sus terminales en forma de botén (“end-feet”)
perivasculares. Ademas establecen multiples contactos con las neuronas®. En cambio,
los astrocitos fibrosos tienen prolongaciones largas y menos elaboradas que los
astrocitos protoplasmicos. Las prolongaciones de los astrocitos fibrosos también
establecen terminales tipo end-feet perivasculares o subpiales. Ademas, las
prolongaciones de los astrocitos fibrosos tienen numerosas ramificaciones que hacen

contacto con los axones en los nodos de Ranvier4),

Las células astrogliales tienen mudltiples funciones, una de ellas es definir la

microarquitectura del parénquima cerebral mediante la division de la materia gris en
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unidades estructurales relativamente independientes!). En su papel nutricio, los
astrocitos integran los circuitos neuronales con el flujo sanguineo local mediante la
formacién de dominios microanatémicos astrocito-neurona-vaso sanguineo, conocidos
como unidades neurovasculares. También participan en la regulacion del flujo sanguineo
local mediante la liberacién de agentes vasoactivos y contribuyen a generar una barrera
de permeabilidad limitada de los vasos sanguineos hacia el tejido nervioso: la barrera

hematoencefalica (BHE)@14),

Con el objetivo de mantener un entorno quimico apropiado para la sefializacion celular,
los astrocitos regulan la concentracion de iones, neurotransmisores y metabolitos, asi
como el movimiento de agua mediante multiples cascadas moleculares. Por otra parte,
su papel en la homeostasis del glutamato liberado durante la transmision sinaptica

contribuye a prevenir la muerte neuronal por excitotoxicidad®4).

La astroglia regula la formacion, maduracion, mantenimiento y estabilidad de las sinapsis
y asi influye en la funcionalidad de los circuitos neuronales. Los astrocitos secretan
numerosos factores indispensables para la sinaptogénesis, y sin ellos, la formacion de
las sinapsis disminuye. Subsecuentemente, los astrocitos influyen en la maduracion de
las sinapsis mediante varios sistemas de sefializacion, por ejemplo al regular la densidad
de receptores postsinapticos o por la liberacién de mediadores solubles como el factor
de necrosis tumoral (TNFa)®14),

La evidencia de una relacion morfo-funcional entre las células astrogliales y las sinapsis
sugirié el concepto de la sinapsis tripartita, formada por tres partes equivalentes en
importancia: la terminal presinaptica, la membrana neuronal postsinaptica, y el astrocito
que rodea la sinapsis. Asi, la liberacién de neurotransmisores de la terminal presinaptica
activa receptores tanto en la membrana postsinaptica neuronal como en las membranas
perisinapticas astrogliales. Esto resulta en la generacién de un potencial postsinaptico en
la neurona y una sefializacion de Ca?* en el astrocito. Este i6n se propaga a través del
cuerpo celular del astrocito y desencadena la liberacién de moléculas de los astrocitos
(gliotransmisores), los cuales pueden estimular a la membrana neuronal pre- y

postsinaptica®®.
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Figura 4. Esquema de las principales funciones de los astrocitos. Los astrocitos forman las unidades
neurovasculares y contribuyen a prevenir la muerte neuronal por excitotoxicidad al intervenir en la
homeostasis del glutamato liberado durante la transmision sinaptica. Imagen tomada y editada de Fox et
al; 200708),

3.1.2.2.2 Oligodendroglia

Los oligodendrocitos (oligo-, poco; y —dendron, arbol) son células gliales altamente
ramificadas que se asemejan a los astrocitos pero son mas pequefias y con menos
prolongaciones. Su soma mide entre 10 y 20 uym de diametro9, tienen un nucleo
pequefio y esférico rico en heterocromatina y su citoplasma contiene abundante reticulo
endoplasmico rugoso (RER), polirribosomas libres, un aparato de Golgi desarrollado y un

alto contenido de microtabulos®,

En el SNC los oligodendrocitos (OLGS) se disponen asociados, de forma sucesiva, a lo
largo del trayecto de los axones ya que los extremos de sus prolongaciones forman una
envoltura laminada rica en lipidos, llamada mielina, alrededor de varios axones
simultaneamente@3. En el SNP, las células que forman la mielina se denominan células
de Schwann, y cada una de estas células puede mielinizar un segmento de un
axon21520) A pesar de tener la misma ultraestructura, la mielina del SNC y del SNP no

tiene la misma composicion proteica®). Ademas de la capacidad de generar las vainas
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de mielina, los OLGs proveen de soporte metabdlico a los axones que envuelven. Los
productos de la glucdlisis de los OLGs (lactato o piruvato) pueden difundir a través de
los transportadores de monocarboxilato en la mielina paranodal en axones
subyacentes, lo que acelera el metabolismo mitocondrial y promueve la funcion

integrada de los axones(@b,

También, se ha reportado que los OLGs juegan un papel inmunomodulador ya que
expresan varias moléculas involucradas en los procesos inmunoldgicos como citocinas,
quimiocinas, moléculas presentadoras de antigenos, receptores y proteinas
reguladoras del complemento, entre otras [Ver revision de: Zeiz, Enz & Schaeren-
Wiemers; 2016(?2)].

3.2 Estructura y funciones de la mielina

La mielina es una estructura especializada formada por la membrana plasmatica de las
células mielinizantes y tiene una composicion molecular y arquitectura tnicas. Como se
menciono previamente, en el SNC, la mielina estad formada por los extremos distales de

las prolongaciones de los OLGs, que se ensanchan y envuelven fragmentos de axones.

La mielina esta formada por multiples capas de membrana con una estructura peridédica
caracteristica: la linea mayor densa y la linea de interperiodo, respectivamente, como se
ha revelado por microscopia electronica. La linea mayor densa representa el conjunto de
las membranas de mielina citoplasmatica condensada, mientras que la linea de

interperiodo consiste del espacio intersticial entre las membranas® (figura 5).
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Figura 5. Ultraestructura de un axén mielinizado en el SNC. A) En el SNC, los axones mielinizados
estan empacados dentro de la materia blanca (imagen: nervio éptico de ratén) y a menudo estan en
contacto con las vainas de mielina de las fibras vecinas. En una magnificacion los elementos del
citoesqueleto axonal son visibles: microttbulos (flechas) y microfilamentos (cabezas de flecha). B) Vaina
con multiples capas de mielina. La periodicidad regular de la mielina compacta (linea mayor densa) refleja
las superficies intracelulares gliales fusionadas (puntos blancos), y los 2 nm de espacio interperiodo entre
las superficies extracelulares de las envolturas adyacentes (puntos azules), las flechas sefalan los
componentes radiales. C) Representacion esquematica de una fibra mielinizada: la membrana plasmatica
de la célula glial (verde), linea mayor densa (gris), mitocondria (M), membrana externa (OT); membrana
interna (IT). Tomado y editado de Stassart, Mobius, Nave & Edgar; 20184,
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Figura 6. Composicidn molecular y ultraestructura de un axéon del SNC mielinizado. En el panel
superior se observa un diagrama esquematico e imagenes de microscopia electronica que muestran los
diferentes dominios de un axdn mielinizado: nodo de Ranvier (N), internodo (IN), paranodo (PN) y
yuxtaparanodo (YPN). Barra 80 nm. Abajo, imagen de las balsas paranodales (PL) que contienen
microtlbulos (flechas) y vesiculas (cabezas de flecha). En el panel inferior, en A representacion
esquematica de los elementos de un nodo: balsas paranodales de la vaina de mielina (verde), canales de
Na* dependientes de voltaje (rojo), canales de K* dependientes de voltaje (azul), neurofilamentos (cabezas
de flecha), microtibulos (cabezas de flecha abiertas) y mitocondria (M); en B se observa una
representacién esquemaética de un axén no mielinizado con una distribucién uniforme de canales de Na*
dependientes de voltaje a lo largo del axonema. Modificado de Simons, Misgeld & Kerschensteiner, 2014;
Stassart et al., 2018(24.25),
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La mielina recubre segmentos de axon que son denominados internodos o segmentos
internodales, ya que entre ellos hay regiones del axdn no mielinizadas que se denominan
nodos de Ranvier® (figura 5). Estos son dominios axonales especializados que
contienen una alta densidad de canales idnicos distribuidos en regiones especificas para
que la transmision del impulso nervioso se lleve a cabo de forma saltatoria. Los
potenciales de accidbn son Unicamente desencadenados en el nodo, después se
transmiten al siguiente nodo donde se genera el siguiente potencial de accién, y asi
sucesivamente de tal forma que el potencial de accién pareciera saltar de nodo en
nodo®¥. De esta manera, la mielina aumenta la velocidad de conduccién de un impulso

eléctrico a lo largo del axén (figura 7).
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Figura 7. Conduccion saltatoriadel impulso nervioso. La sefial eléctrica o impulso nervioso se transfiere
de nodo a nodo lo que aumenta la velocidad de transmisién del mismo en axones mielinizados. Tomada y
editada de Lehninger, Nelson & Cox, 2009(5),

El final del segmento internodal contiene mas citoplasma y forma las llamadas balsas
paranodales que tienen uniones con el axén423, En las regiones paranodales y las
adyacentes (denominadas yuxtaparanodales) (figura 5) hay una distribucion especifica
de los canales idnicos responsables de la transmisién de los potenciales de accion, asi
como diversas moléculas que participan en la sefalizacion bidireccional OLG-axoén.
Durante el proceso de mielinizacion, los OLGs insertan mas internodos que son Optimos

para una rapida sefializacion a través de ciertos axones®?,
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La funcion primaria de la mielinizacion es regular la velocidad de conduccion necesaria
para una coordinacion de las sefiales a diferentes distancias y con ello proveer las bases
para un procesamiento adecuado de la informacién mediante la sincronizacién del
impulso nervioso. La velocidad de conduccion depende de diversos factores como el
diametro axonal, el espesor y la compactacion de la vaina de mielina, el nUmero y la
longitud de los nodos de Ranvier, la estructura nodal y la densidad y distribucion de los

canales iénicos en el nodo y en la regién paranodal”27:28),

La resistencia a la corriente eléctrica se reduce a medida que aumenta el calibre de las
fibras nerviosas, por lo que las fibras de mayor calibre conducen los impulsos nerviosos
a velocidades mas altas. La mielina regula el diametro axonal mediante la sefializacion
de proteinas de mielina, como la glicoproteina asociada a mielina (MAG) que ha sido
implicada en la fosforilacion de los neurofilamentos, lo que a su vez afecta el calibre
axonal y el transporte axoplasmico®®-31. Ademas, el espesor de la vaina de mielina en
los axones mantiene una relacion estrecha entre el diametro axonal con y sin mielina,
donde las vainas de mielina mas delgadas o gruesas que lo necesario para alcanzar la

relacion optima (0.65)©2 reducen la velocidad de conduccion®?),

En los procesos neurobiolégicos es necesaria la conexion funcional entre regiones
distantes del cerebro. Como se menciond antes, reducir la resistencia a la corriente
eléctrica acelera la velocidad de transmisién del impulso nervioso en axones de gran
diametro. Esta estrategia para acelerar los impulsos conduce al gigantismo de los axones
en los circuitos neuronales. Sin embargo, esta adaptacion necesita un gran espacio y un
elevado gasto metabdlico debido a la activacion y mantenimiento de los axones®3. La
conduccion saltatoria del impulso nervioso permite una alta velocidad de transmision a
través de axones delgados y con bajo costo metabdlico, caracteristicas que han permitido
el desarrollo de sistemas nerviosos mas compactos y de mayor complejidad®334, Las
ventajas evolutivas que aporta este mecanismo explican por qué han surgido diferentes
versiones de la vaina de mielina a lo largo de la evolucion. Por otra parte, pone en
perspectiva la gravedad de los problemas asociados a las enfermedades

desmielinizantes®,
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Al estar formada por multiples capas de membrana plasmatica, la mielina esta compuesta
principalmente por moléculas hidrofobas, incluidos lipidos y proteinas proteolipidicas, que
juntos ejercen una fuerza repulsiva hacia el citosol acuoso y el fluido extracelular.
Ademas, las fuerzas de atraccion intermoleculares de los lipidos dan como resultado la

formacion de una membrana de mielina compacta y estrechamente organizada®®.

Estudios de la composiciéon molecular de la mielina revelan que su contenido in situ de
agua es cercano al 40%, ademas de un alto contenido de lipidos (70-85% de su peso
total seco) y el resto en proteinas (15-30%). La composicion lipidica en la mielina es
particular, la caracteristica més relevante es el enriquecimiento en glicoesfingolipidos
(~27%) y plasmalégenos (~16%)@3. En el SNC el contenido de lipidos en la mielina es
caracterizada por altos niveles de galactolipidos (~32% del peso seco de lipidos), que
incluyen el galactocerebrésido C (Gal-C) y su derivado sulfatado, sulfatida, colesterol
(~26% del peso total de lipidos) y fosfolipidos(14.23:36),

3.3 Mielinizacion

Los OLGs estan programados para mielinizar diferentes segmentos de varios axones.
Cada OLG emite alrededor de 15 prolongaciones extensas y aplanadas en sus extremos
gue se enrollan alrededor de los axones y forman la vaina de mielina. A diferencia de la
mielinizacion en el SNP donde las células de Schwann envuelven el axén con el cuerpo
celular y el ndcleo y forman una estructura denominada neurolema, los axones
mielinizados por los OLGs carecen de esta estructura®. La mielinizacion indiscriminada
de fibras nerviosas se ha visto regulada por dos posibles mecanismos: el tamafio de la
fibra y las moléculas inhibitorias®®”). Los OLGs son capaces de detectar el diametro de la
estructura a mielinizar y requieren un diametro minimo para el proceso, asi, los OLGs
mielinizan Unicamente fibras de calibres mayores a 0.4 uym y la mielinizacién
indiscriminada de dendritas se previene mediante moléculas inhibitorias secretadas o
expresadas en la membrana de las dendritas, como la molécula de adhesion de la unién
(junctional adhesion molecule, JAM2) que inhibe la mielinizacion mediante contacto

celular®®,
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Para mielinizar correctamente, un OLG debe extender varias prolongaciones que
contactaran y envolveran cada una un segmento de axon. De tal forma que la progresion
a lo largo del linaje oligodendroglial ocurre mediante un programa altamente regulado de
migracion, proliferacion, diferenciacion y mielinizacion. Ademas, con el objetivo de
asegurar la mielinizacion los OLGs tienen una tasa metabdlica alta. Algunos estudios
sefalan que durante el pico de mielinizacion, los OLGs producen 3 veces Su peso en
mielina y mas de 100 veces en membrana de soporte por dia®®409, Estas caracteristicas
convierten a los OLGs en células altamente vulnerables a diversos tipos de dafio®?).

El proceso general de la formacion de mielina, que ocurre tras la migracién de las
células precursoras que dan lugar a los oligodendrocitos (OPCs, oligodendrocyte
precursor cells) de la zona subventricular a diferentes regiones del cerebro puede ser
dividida en tres eventos especificos: 1) diseminacién celular, que incluye el proceso de
diferenciacion caracterizado por la formacién de prolongaciones altamente ramificadas;
2) el establecimiento y estabilizacion de las interacciones OLG-axonales, elaboracion
de ldminas membranales y formacidn de envolturas primarias, y 3) compactacion de las

capas de mielina (formacion de la vaina de mielina madura)“b.

Durante la primera etapa de la mielinizacion, las prolongaciones oligodendrogliales estan
extendidas y ramificadas. Los mecanismos exactos previos a los de envoltura y
compactacion de la mielina son eventos morfolégicamente complejos que no estan
completamente claros. Varias teorias se han presentado a través de los afios, basadas
en la habilidad de un OLG de mielinizar varios axones, lo que supone que cada
prolongacion oligodendroglial debe realizar los movimientos necesarios para envolver un
segmento axonal mientras que el cuerpo celular permanece inmdvil. Un modelo del
envolvimiento axonal propone que el borde distal de cada prolongacién oligodendroglial
se extiende a lo largo del segmento de axén a mielinizar en forma de lamina, genera una

envoltura inicial y después se mueve debajo de la lamina de crecimiento (Figura 8 B-C).
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Figura 8. Dos modelos de mielinizacion. Después del contacto de una prolongacién oligodendroglial con
un axoén (A), el borde de ésta podria extenderse a lo largo del ax6n en forma de lamina (B) y luego moverse
debajo de si mismo (C) para formar las mdltiples capas de la vaina de mielina madura (G). Alternativamente,
el borde de la prolongacion podria envolverse alrededor del axén (D), y una vez que se haya formado el
namero apropiado de vueltas, se extiende lateralmente (E, F) para concluir la formacién de la vaina. H
representa una seccion longitudinal a través de un axén mielinizado, que detalla las diferentes capas de la
vaina de mielina. Tomada de Bauer et al., (2009)“D,

Otro modelo sugiere que el borde de la prolongacion permanece compacto y Unicamente
cuando un numero suficiente de envolturas se han generado alrededor del axén, se
extiende lateralmente en laminas superpuestas (Figura 8 D-F). Estas dos teorias no son
mutuamente exclusivas y podria existir alguin mecanismo intermedio. Ambos modelos
demuestran claramente la necesidad de los cambios morfologicos de los oligodendrocitos

que subyace a la formacion de la vaina de mielina®?.
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Cualquiera que sea el mecanismo, la subsecuente fase de compactacion es la parte mas
importante en la formacién de la vaina de mielina, porgue involucra la extrusion tanto del
citoplasma como del liquido extracelular que queda entre las laminas de membrana e
involucra la interconexion de las laminas intracelular y extracelular mediante la interaccion
de proteinas especializadas, es por lo tanto responsable de la funcion de aislamiento
altamente especifica de la vaina de mielina®Y. Los eventos morfolégicos y moleculares

de la extrusion del citoplasma no se conocen completamente.

El proceso de formacion de mielina es parte del neurodesarrollo. En roedores comienza
aproximadamente al nacer y es completada cerca de los dos meses después del
nacimiento. En humanos, la mielinizacién comienza durante la segunda mitad de la vida
fetal y continua hasta aproximadamente los 20 afios de edad®¥, lo que coincide con el
periodo en el que la corteza cerebral humana se somete a una remodelacion masiva de

las conexiones sindpticas®”.

La mielinizacion de las regiones apropiadas del cerebro coincide con el desarrollo de
funciones cognitivas especificas#243, como la lectura®¥, el desarrollo del vocabulario®®
y la eficiencia en la toma de decisiones®46). En concordancia con lo anterior, se han
descrito diferencias en la estructura de la materia blanca correlacionadas con diferencias
individuales en el desarrollo cognitivo normal“6-48)_ en el coeficiente intelectual (1.Q-)“9:50),
la habilidad de lectura®1-53), la memoria®'54) y la competencia musical®>%6), Ademas, se
ha demostrado que el aprendizaje de habilidades complejas, como tocar el piano, se
acompafan de un incremento en la organizacion de la estructura de la materia blanca en

los tractos cerebrales involucrados con el trabajo musical@?:5%),

La mielinizacién procede tipicamente en una direcciéon caudal a rostral®”. En los
humanos, los nervios periféricos y el puente troncoencefélico estan bien mielinizados
desde el nacimiento®®. A los 6 meses, el genu del cuerpo calloso es mielinizado y entre
los 8 y 12 meses, la mielinizacién tiene lugar en los lobulos frontales, parietales y
occipitales. El volumen de la materia blanca se incrementa progresivamente
aproximadamente un 12% de los 4 a los 22 afios de edad, y en la corteza prefrontal la
mielinizacién es completada Unicamente en la adolescencia/ adultez temprana®°9, En

comparacion, algunos estudios han revelado que la mielinizacion en las ratas parece

24



comenzar en las regiones caudal y el tronco cerebral y procede al cerebro anterior, lo que

involucra las regiones mediales antes de las laterales, como en los humanos®”),

3.3.1 Padecimientos desmielinizantes y dismielinizantes

Cambios en la integridad de la mielina pueden producir deficiencia y/o desincronizacion
en la conduccion del impulso nervioso entre regiones distales, o que puede manifestarse
clinicamente como paralisis, disfuncion sensorial-motora, dafio cognitivo, retraso mental
o0 incluso la muerte. La mielina puede ser dafiada por enfermedades autoinmunes, como

en el sindrome de Guillain-Barré en el SNP y la esclerosis multiple (EM) en el SNC?7),

Las enfermedades desmielinizantes son aquellas en la que existe un proceso patologico
dirigido contra la mielina sana y pueden clasificarse en primarias como la EM y
alteraciones en la mielina secundarias a otras causas como la encefalopatia postanoxica
tardia o la desmielinizacion osmoética. En contraste, las enfermedades dismielinizantes o
leucodistrofias son aquellas en las que hay una formacién inadecuada de la mielina®? o,
como sucede en las adrenoleucodistrofias, hay una afectacién de los mecanismos

moleculares para mantenerla®?,

Existen otros padecimientos que afectan la mielina: de origen infeccioso
(leucoencefalopatia multifocal progresiva), téxico-metabdlico (intoxicacién por monoéxido
de carbono, déficit de vitamina B12, intoxicacion por mercurio, ambliopia, alcohol, tabaco,
desmielinizacion osmotica, sindrome de Marchiafava-Bignami, hipoxia, radiacion),
vascular (enfermedad de Binswanger) y paraneoplasico (encefalitis limbica,

degeneracion cerebelosa, sindrome opsoclono-mioclono)®3.64),

A su vez, en multiples padecimientos neuropsiquiatricos los pacientes presentan
diferencias estructurales en tractos de la materia blanca o anormalidades en los genes
de las proteinas que conforman la mielina, entre ellas la dislexia, el trastorno por déficit
de atencion e hiperactividad (TDAH), la depresion, el trastorno bipolar, algunos trastornos
del lenguaje como el tartamudeo, el autismo, el trastorno obsesivo compulsivo (TOC), el
trastorno por estrés postraumatico, deficiencia cognitiva en la Enfermedad de Alzheimer,

la enfermedad de Tourette, la esquizofrenia y varios trastornos idiosincraticos como
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amusia congénita (tone deafness) y la mitomania®”). Mediante imagenes de resonancia
magnética nuclear (RMN) se revela la pérdida de materia banca subcortical en pacientes
con esquizofrenia, depresion y trastorno bipolar®®. También algunos polimorfismos de
varios genes de mielina han emergido como factores de riesgo inesperados para la

esquizofrenia(®>6®), |a depresion®® y el TOC®7),

Dada la relacion funcional entre la mielina y los axones, las enfermedades
desmielinizantes son también neurodegenerativas, progresivas y cronicas, con
consecuencias devastadoras para los pacientes, quienes pierden sus funciones basicas
y con ello su calidad de vida. Estas enfermedades a la fecha no tienen cura, por lo que el
entendimiento de la biologia y fisiologia de los OLGs y sus interacciones con las neuronas
y con otras células gliales, asi como los factores que intervienen en la regulacién del
proceso de mielinizacion tiene implicaciones importantes tanto para dilucidar la
fisiopatologia de los padecimientos antes mencionados como para el desarrollo de

nuevas alternativas terapéuticas.
3.3.2 Plasticidad de la mielina: remodelacion y remielinizacion

La plasticidad de la mielina se refiere a la respuesta de las células con capacidad
mielinizante (o sus precursoras) ante la actividad neuronal. La mielina puede ser
remodelada por mecanismos dependientes de la actividad neuronal y la experiencia. Por
lo tanto se considera que la mielinizacién es un proceso dinamico, sujeto a remodelacion
y a reparacibn en caso de dafio (remielinizacién), ademas de ser un proceso

adaptativo®®),

Una pérdida focal de mielina en el cerebro adulto es seguida por la remielinizacién; esta
plasticidad puede reflejar la funcion reparadora del cerebro adulto®®, Las células OPCs
son consideradas como una fuente de remielinizacion en enfermedades
desmielinizantes®. En experimentos con modelos animales de desmielinizacion, los
OPCs que expresan el marcador NG2 son las células que proliferan y migran hacia los
sitios de lesion y se diferencian en nuevos oligodendrocitos capaces de remielinizar. Al
considerar la capacidad del sistema nervioso para la remielinizacién, un parametro critico

es la proporcion de OPCs gue se diferencian a OLGs maduros, debido a que esto podria
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determinar el nimero de divisiones celulares que necesita atravesar un progenitor para
el mantenimiento del nimero de células oligodendrogliales®. Como se menciond
anteriormente, la generacion de estos OLGs diferenciados y la formacion de mielina se
ven influenciados tanto durante el desarrollo como en la edad adulta por la experiencia y
los niveles de actividad neuronal. Esto condujo al concepto de mielinizacion adaptativa,
donde los cambios continuos de la mielina en funcion de la actividad representan una
forma de plasticidad neuronal y refinamiento del funcionamiento de los circuitos

neuronales®9,

La plasticidad de la mielina puede ocurrir a través de diferentes rutas. Puede ocurrir la
mielinizacion de novo en segmentos previamente no mielinizados o se pueden
reemplazar los segmentos de mielina retraidos o dafiados de OLGs preexistentes,
también se puede llevar a cabo un aumento del grosor o adelgazamiento asi como
cambios en la compactacion de la vaina de mielina, el alargamiento o acortamiento de
los internodos existentes, asi como cambios adaptativos en la estructura de los nodos de

Ranvier (figura 9)9),

En este aspecto, se ha observado que durante la remielinizacién, el proceso de
oligodendrogénesis es necesario y critico™, Por esa razén es de suma importancia

entender cdmo se lleva a cabo este proceso en condiciones fisioldgicas.

3.4 Mecanismos de regulacion del proceso de mielinizacion

Los OPCs se distribuyen de manera ubicua en el SNC; estos originalmente derivan en
forma mas o menos equilibrada de todas las partes de las zonas germinales
embrionarias, las llamadas zonas ventriculares(/?. En la médula espinal los OPCs se
originan de las regiones ventrales del tubo neural, en el nervio 6ptico éstos migran hacia
el nervio desde el tercer ventriculo®®, y migran como precursores hasta su lugar de
destino donde se diferencian en OLGs maduros con capacidad de iniciar el proceso de

mielinizacion(’3).
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Mielinizacion de novo de segmentos de axones no mielinizados
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OPC OLG Nuevo OLG OLG

Retraccion o reemplazo de vainas de mielina existentes

_________
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Engrosamiento o adelgazamiento de vainas de mielina existentes
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D | e e ——

Cambios adaptativos en los nodos de Ranvier
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Nodo de Ranvier Nodo de Ranvier

Figura 9. Plasticidad de la mielina. Los axones (verde) en el SNC envueltos por segmentos de mielina
(azul) pueden tener diferentes cambios dinamicos en la mielinizacion durante la edad adulta. (A) La
mielinizacion de novo (segmento naranja) puede ocurrir en segmentos previamente no mielinizados o (B)
la mielina puede ser remplazada si la formada por OLGs preexistentes esta dafiada. Ademas, OLGs pre-
existentes pueden ajustar parametros de la vaina de mielina para modificar la velocidad de la conduccion
nerviosa. Asi la remodelacion de la mielina puede ser lograda mediante cambios en el grosor (C), o en la
longitud de los segmentos de mielina (D). Adicionalmente se ha sugerido que puede haber cambios
adaptativos en los nodos de Ranvier como otro mecanismo para sincronizar el transporte de informacion
en el SNC (E). Modificado de Kaller et al., 20179,
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Tanto las neuronas como los diversos tipos de células de la macroglia del SNC maduro
son generadas a partir de un grupo homogéneo de células precursoras en regiones
ventrales del tubo neural embrionario, los llamados precursores neuroepiteliales (neural
epithelial precursor, NEPS). En estadios tempranos, los NEPs son multipotenciales con
la capacidad de generar todos los tipos de neuronas y macroglia en el SNC; con el
tiempo, su potencialidad es restringida por exposicion a sefiales microambientales(". En
general, la gliogénesis ocurre después de la generacion de neuronas durante el
desarrollo embrionario’?74, sin embargo, también se ha sugerido que el destino de la
glia podria especificarse tan pronto como el destino de las células neuronales. A
diferencia de las neuronas, que pierden la capacidad de proliferacion poco después de
que se especifican, los precursores de OLGs se especifican inicialmente como células
migratorias proliferativas. Estas OPCs no se encuentran Unicamente en el cerebro en

desarrollo si no también en el cerebro adulto®14.72),

En el proceso de oligodendrogénesis, las células progenitoras deben especificarse,
proliferar, migrar de las zonas germinales a la materia blanca y finalmente diferenciarse
de su estadio de precursor al OLG inmaduro y después al OLG maduro con capacidad
mielinizante®47%), Durante la migracion, los OPCs extienden muliltiples prolongaciones
mediante las que exploran el microambiente celular y, segun la retroalimentacion recibida
a través de factores solubles o mediante contacto celular, los OPCs pueden continuar su
migracion, proliferar o diferenciarse e iniciar el proceso de mielinizaciéon("®. Ademas, los
OPCs son capaces de migrar hacia regiones de demanda para reemplazar células

dafiadas o muertas(®).

La proliferacion y diferenciacion de las OPCs es regulada por factores de crecimiento
liberados predominantemente por las neuronas y los astrocitos, como el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor, PDGF), el factor de
crecimiento basico de fibroblastos (basic fibroblast growth factor, bFGF) y el factor
neurotréfico derivado de cerebro (brain-derived neurotrophic factor, BDNF)®477),
Ademas, hay evidencia de que la insulina y el factor de crecimiento insulinico (insulin-like
growth factor, IGF-1) son potentes reguladores del desarrollo oligodendroglial. En los

OPCs estan presentes tanto los receptores de insulina como los del IGF-1. En cultivo, el
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IGF-1 incrementa la proliferacion de los OPCs e incrementa el numero de OLGs maduros

con marcaje positivo a GalC, posiblemente porque este factor inhibe la apoptosis®4.

Se ha demostrado que tanto el PDGF como el bFGF inducen la proliferacion de las OPCs,
el crecimiento de las prolongaciones primarias y la migracién celular de manera Ca?*-
dependiente®d, En OPCs el PDGFa actiia como un mitégeno, un factor de diferenciacion
e incrementa la sobrevivencia. En OLGs maduros, el efecto mitogénico del PDGFa deja
de expresarse, sin embargo el efecto de supervivencia permanece, lo que sugiere que
bajos niveles de PDGFa son suficientes para la sobrevivencia pero no para inducir la

proliferacion®4),

Por otro lado, el factor de crecimiento de hepatocitos (hepatocyte growth factor, HGF) y
el factor de crecimiento glial (glial growth factor, GGF) -también denominado neuregulina
1 tipo Il-, son mitogénicos e inhiben la diferenciacion®16478), Juntos, estos factores de
crecimiento estan involucrados en la regulacion del citoesqueleto oligodendroglial durante
la proliferacion de estas células, en estadios tempranos de migracién, en el crecimiento
de prolongaciones y en el establecimiento de contactos con axones; pero estan poco
involucrados en el envolvimiento de los axones y la compactacion de la vaina de mielina

en desarrollo®1.64),

Por otro lado, los axones promueven la proliferaciéon de las OPCs, ya que segun el
namero (y longitud) de los axones se establece el nimero de OLGs con capacidad
mielinizante necesarios para la mielinizacion. Ademés se sabe que las neuronas liberan

PDGF y otros mitdgenos(79:80),

En contraste con los factores de crecimiento, el microambiente generado por la matriz
extracelular (ECM) de los OLGs que se preparan para la mielinizacién juega un papel
importante en las vias de transduccion de sefiales intracelulares y la regulacion del
citoesqueleto. Se sabe que la ECM estimula la proliferacion y migracién de los OPCs®4
y esta constituida de varios tipos de proteinas, entre ellas fibronectina, vitronectina,
colageno y laminina®-83, Ademas, de forma intrinseca controlan el nimero de OLGs
necesarios para la mielinizacion; los OLGs producidos en exceso son eliminados por

apoptosis4),
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Se ha sugerido que el numero de veces que un OPC se divide antes de su diferenciacion
es controlada por un sistema de reloj bioldgico®4. Este mecanismo de reloj consiste en
dos componentes: un componente de conteo del tiempo o las divisiones celulares y un
componente efector que detiene la proliferacion celular. EI mecanismo contador esta
compuesto por proteinas mitogénicas hidrofilas, como la hormona tiroidea,
glucocorticoides y acido retinoico, que activan receptores intracelulares®?. Estas sefiales
desencadenan el componente efector del reloj una vez que el componente del conteo
llega a determinado tiempo, lo que detiene la division celular y como consecuencia la

diferenciacion procede®d).

El nimero final de OLGs en cualquier region del SNC depende del nimero de precursores
gue migran hasta ahi, del nUmero de veces que el precursor se divide antes de su
diferenciacion y del nimero de OLGs y OPCs que se somete a muerte celular en la
region®8). En cultivo de células de linaje oligodendroglial de nervio dptico se ha observado
que las células precursoras cultivadas de forma individual en ausencia de mitdégenos o
en altas densidades sin mitdgenos u otros linajes celulares, se detiene inmediatamente
la division y se diferencian prematuramente a OLGs, lo que sugiere que la proliferacion

de las OPCs depende de sefiales provenientes de otras células®7:88),

Los estadios de diferenciacion y maduracién que atraviesan las OPCs son identificables
con base en su capacidad proliferativa y migratoria, el incremento dramatico en su
complejidad morfologica y la expresién diferencial de marcadores antigénicos especificos

antes de su asociacion final con los axones y el inicio de la mielinizacion(2.

La proliferacion y migracion de las células gliales es un proceso esencialmente prenatal,
mientras que la diferenciacion y maduracion se llevan a cabo durante toda la infancia®9.
El origen y diferenciaciéon de los OLGs ha sido estudiada extensamente en modelos
animales, y esta bien documentada especialmente en roedores(. Sin embargo, en
humanos, Unicamente pocos estudios han evaluado el desarrollo temporal de los
OLGs®), La mayoria de los autores dividen los estadios de maduracion de los OLGs en
cuatro diferentes etapas: ceélulas precursoras de oligodendrocitos (OPCs), pre-
oligodendrocitos (u OPCs tardios), OLGs inmaduros o pre-mielinizantes y OLGs maduros

o mielinizantes® (figura 10).
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Figura 10. Esquema de las cuatro etapas de maduracién oligodendroglial. Los estadios de células
progenitoras de oligodendrocitos, pre-oligodendrocitos, oligodendrocitos inmaduros y oligodendrocitos
maduros son identificables de acuerdo con el incremento en su complejidad morfolégica, la expresién
diferencial de marcadores moleculares y la capacidad de proliferar y migrar o de diferenciarse y madurar.
Modificada de Barateiro & Fernandes, 20149,

Los primeros OPCs son observados en el encéfalo seguido de grandes cantidades de
OPCs en las eminencias ganglionares, la zona ventricular cortical y la zona
subventricular®®71), Estas células tienen una morfologia uni- o bipolar con prolongaciones
cortas que emanan por lo general de los polos de las células®®89 y son caracterizados
por la expresion del receptor de PDGFa (PDGFRa)®0, Este receptor estd presente
Unicamente en células en las que el linaje oligodendroglial se ha especificado y es
probablemente el marcador de mayor confianza de los precursores de oligodendrocitos

in vivo®4),

Posteriormente aparecen los pre-oligodendrocitos que junto con los OPCs son los
estadios predominantes de OLGs que expresan el proteoglicano de sulfato de condroitina
(NG2), aunque también se encuentran en menor cantidad en OLGs inmaduros®?9, En
el SNC, el NG2 se expresa en los OPCs, pero no en otros tipos de células progenitoras

neurales. EI NG2 es una proteina membranal que cumple multiples funciones en el SNC



como la sefalizacion intracelular dentro del OPC, con efectos en la migracion e
interaccion con el citoesqueleto. Ademas se ha reportado recientemente que la region
extracelular del NG2, aparte de su funcion de adhesion, actiia como un componente de
la ECM con la capacidad de alterar las propiedades de redes neuronales definidas®?.
PDGFRa y NG2 co-localizan tanto in vitro como in vivo y son regulados a la baja en la

diferenciacion por lo que no se encuentran en OLGs maduros®4.

Otras moléculas que se expresan en OPCs son el factor transcripcional Olig2 y el
gangliésido A2B5(1439.93) | a proteina Olig2 conserva su expresion incluso después de
que los OPCs se diferencian en oligodendrocitos maduros®4).

Durante la diferenciacién, los OPCs dan lugar a pre-oligodendrocitos que extienden
multiples prolongaciones cortas y empiezan a expresar la sulfatida reconocida por el
anticuerpo 0409 y |a proteina GPR17®%, que persiste hasta el estadio de OLG
inmaduro®9. La expresion de los marcadores A2B5 y NG2 se pierde gradualmente y los
OLGs inmaduros contindan con la expresion de glicoproteinas de membrana como el
galactocerebrdsido C (GalC) o el galactocerebrosido O1%74). En este punto, los OLGs
se han vuelto células post-mitéticas con prolongaciones multipolares largas y ramificadas,

y estan comprometidos con el linaje oligodendroglial®%97),

Cuando los OLGs maduran adquieren una forma redonda con prolongaciones complejas
multipolares que extienden membranas que pueden formar la vaina de mielina alrededor
de los axones474.93) Alrededor de las 30 semanas de gestacién humana, las células que
expresan O4 aumentan y muestran una compleja morfologia multipolar; éstas se
observan sobre todo en la materia blanca cerebral mas profunda, son escasamente
distribuidas en la materia blanca superficial y no son detectadas en la corteza
cerebral®198.9)  Esta transformacion morfolégica corresponde al desarrollo y a la
conversion funcional de un progenitor en un OLG y esta determinada por la expresion
ordenada de proteinas de mielina. Las principales proteinas de mielina que son las
primeras en expresarse con niveles detectables son la proteina basica de mielina (MBP,
myelin basic protein), la proteina proteolipidica (PLP: proteolipidic protein), la
glicoproteina asociada a mielina (MAG, myelin-associated glycoprotein) y finalmente la
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glicoproteina  oligodendrocitica de mielina (MOG: myelin oligodendrocytic

protein)(4.71.74,100)

Las primeras células que expresan MBP son observadas entre las 20 y 28 semanas de
gestacion en regiones subcorticales, pero son Unicamente visualizadas extensamente
entre las 36 y 40 semanas, con un incremento de materia blanca mielinizada de 1 a 5%
del volumen total del cerebro®%9) |as proteinas MBP y PLP, estan localizadas
exclusivamente en los prolongaciones donde forman las vainas de mielina, excepto
durante el periodo de mielinizacion o en condiciones patoldgicas en las cuales estas

proteinas se acumulan en los cuerpos celulares(’4100),

La enzima CNPasa (2,3-nucleétido ciclico 3"-fosfodiesterasa) es una de las proteinas
especificas de expresion temprana implicada en la biogénesis de la mielina y se
encuentra en la mielina no compacta en OLGs maduros(®%2), Esta proteina es capaz de
unirse al ARN y a la tubulina y contribuir a la dinamica de la formacion de prolongaciones
y ramificaciones in vitro(12103), Como la PLP, la CNPasa no es esencial para la
mielinizacion, pero es requerida para la integridad axonal®®®. Estudios en los que se
utilizan marcadores especificos para los tipos celulares como la CNPasa o los factores
transcripcionales Oligl y Olig2 demuestran que la ruta celular hacia el destino
oligodendroglial es especificado tempranamente en el dia embrionario (E) 10-12.5 en

roedores; tiempo en el que se lleva a cabo la neurogénesis(’4.

A diferencia del humano, en roedores (rata y ratdén) se presenta la primera sefial de OPCs
alrededor del E9.5 en el telencéfalo®. En el dia postnatal (P) 2, tanto las ratas como los
ratones presentan pre-oligodendrocitos como el estadio predominante de OLGs en la
materia blanca cerebral, con una menor poblacién de OLGs inmaduros. En P7, la materia
blanca contiene mas del 80% de OLGs inmaduros que tienen potencial para el inicio de

la mielinizacién(04),
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Figura 11. Progresion del linaje oligodendroglial en la materia blanca cerebral en humanos y
roedores. Los OPCs (NG2+) aparecen entre la semana de edad gestacional (EG) 10 y 18 en humanos y
alrededor del dia embrionario (E) 9 en roedores. En el dia postnatal (P) 2 de roedores hay OPCs,
preoligodendrocitos y una menor cantidad de oligodendrocitos (O4+) de forma similar que los humanos
entre las 18 y 28 EG. En el dia P7 de roedores se observa similitud con los humanos entre las 28 y 40 EG
con predominancia de oligodendrocitos inmaduros y un aumento progresivo de oligodendrocitos maduros
gue expresan proteina basica de mielina (MBP). Modificada de Barateiro, Brites & Fernandes, 2016195,

Al comparar la progresion del linaje oligodendroglial en la materia blanca cerebral de
roedores y humanos (Figura 11), se observa similitud en la proporcion alta de pre-
oligodendrocitos y pocos OLGs inmaduros en el dia P2 y alrededor de 18-27 semanas
de gestacién humana, respectivamente. Mas tarde, en P7, la materia blanca de roedores
presenta un estado de maduracion similar al observado en humanos entre las semanas
30-36 de gestacion®2°l, Finalmente, las primeras células que expresan MBP son
observadas alrededor del dia P7 en ratones y se vuelve mas abundante en P14 tanto en
cerebro de rata y ratén(®%101106) de forma similar a la extension de la mielinizacién en

algunos infantes a término®©8).

35



Los estadios de maduracion que atraviesa el OLG revelan la importancia de la compleja
morfologia de estas células y su asociacion intima a su funcionalidad, ya que son las
prolongaciones de los OLGs las responsables de la formacion y mantenimiento de la
vaina de mielina alrededor de los axones en el SNC®). La generacién y el mantenimiento
de esta morfologia compleja requiere el rearreglo dinamico del citoesqueleto

oligodendroglial.

3.4.1 Participacion del citoesqueleto en la oligodendrogénesis

El citoesqueleto de los OLGs esta compuesto por microtibulos y microfilamentos, pero
estd desprovisto de filamentos intermedios, a pesar de que los progenitores

oligodendrogliales han mostrado tener vimentina®®,

Los elementos del citoesqueleto llevan a cabo distintas funciones en los OLGs. Mientras
que los microfilamentos median el crecimiento de procesos primarios y la estabilidad
bésica de la célula como consecuencia de su localizacion intermedia debajo de la
membrana plasmatica, los microtibulos soportan la arquitectura de la célula y
proporcionan una mayor estabilidad mecanica a los procesos. Ambos sirven como vias
de transporte para organelos celulares, vesiculas, proteinas, y granulos de ARNm, que
son transportados a lo largo de los microttbulos y microfilamentos por proteinas motoras

como las cinecinas, dineinas y la miosina(°:41.107),

Tanto los microtubulos como los microfilamentos son polimeros polarizados constituidos
por distintas subunidades proteicas. Los microtubulos estan formados por subunidades
heterodiméricas de tubulina-a y -B, que se ensamblan paralelamente para formar su
estructura caracteristica de cilindro hueco. Los microfilamentos estan constituidos por
actina, que puede encontrarse en la célula en dos conformaciones: en forma globular o
monomeérica (actina G) o filamentosa o polimerizada (actina F). A partir de dos
monomeros de actina se forma un dimero y tras la union de otro monémero se forma el

trimero, que es la unidad estable a partir de la cual se forma un filamento(?®),
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Dado que los protofilamentos de los microtubulos estan alineados en paralelo con la
misma polaridad, los microtibulos son estructuras polares. El extremo “mas” (plus-end o
extremo libre) es capaz de polimerizarse a gran velocidad mientras que el extremo
“‘menos” (minus-end) tiene tendencia a despolimerizarse si no estd estabilizado. Esta
estabilidad es conferida en la mayoria de las células animales por la unidn con el
centrosoma. Para que se lleve a cabo la despolimerizacion (inestabilidad dinamica de los
microtUbulos) se necesita un aporte de energia que proviene de la hidrolisis de GTP
(trifosfato de guanosina). EI GTP se une a la subunidad de tubulina-a de la molécula de
tubulina heterodimérica y cuando la molécula de tubulina se incorpora el extremo de un
microtubulo, esta molécula de GTP es hidrolizada a GDP (difosfato de guanosina), lo que
debilita las uniones entre las subunidades de tubulina lo que conlleva a la

despolimerizacion(1®),

Después de su polimerizacion las subunidades de tubulina-a pueden ser modificadas
covalentemente mediante acetilacion en el residuo de lisina 40 (K40) y la eliminacion de
un residuo de tirosina (destirosinacion) del extremo carboxilo terminal de la tubulina-a.
Estas reacciones enzimaticas se revierten cuando la molécula de tubulina se
despolimeriza. La acetilacién de tubulina proporciona un indicio util de la estabilidad de
los microtiibulos1°®), mientras que la destirosinacion es un marcador de longevidad de
los microtubulos, ya que se ha visto in vivo que los microtibulos que conservan el residuo
de tirosina experimentan renovacion en minutos mientras que aquellos microtibulos en
los que se llevo a cabo un proceso de detirosinacién pueden permanecer asi incluso

horas(109.110),

Otras modificaciones postraduccionales que puede presentar la tubulina tanto a como 3
son fosforilacion, poliglutaminacion y poliglicosidacion. En los OLGs se ha reportado
tubulina-a tirosinada en el cuerpo celular y en los procesos cortos y largos. La tubulina-a
acetilada se distribuye de manera similar pero no esta presente en la parte distal de los
procesos(®4l) mientras que la tubulina-a tirosinada si se encuentra en las regiones

distales®3),

La acetilacion de tubulina-a esta correlacionada con la estabilidad de los procesos en los

OLGs en estadio maduro®3. Para incrementar la dindmica de los microtibulos necesaria
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en las etapas iniciales de la diferenciacion oligodendroglial la tubulina debe estar
desacetilada, proceso que es mediado por el silenciador de la informacion tipo 2 (SIRT2)
que se expresa en los OLGs y se localiza principalmente en las prolongaciones
oligodendrogliales, en regiones con alta flexibilidad de microtabulos y de alta rotacion
(inestabilidad dinamica). Mientras que esta enzima desacetilasa esta presente en el
citoplasma de las capas de mielina no compacta, ésta no se encuentra en laminas de
mielina compacta y se ha asumido que esta involucrada en la remodelacion substancial
del citoesqueleto requerido para la compactacion de la mielina®t112), La expresién de
SIRT2 se relaciona con cambios morfolégicos significativos y con prolongaciones
altamente ramificadas. En conjunto con la expresién incrementada de la CNPasa

constituye un indicativo de que las células entran en un estadio de premielinizacion“1-112),

También se ha reportado recientemente que los OLGs expresan una isoforma especifica
de tubulina-p, denominada tubulina-piv, la cual no se ha encontrado en ningan otro tipo
de célula del SNC. Esta proteina se distribuye en las prolongaciones proximales de OLGs
premielinizantes y en prolongaciones distales de células mielinizantes. La expresion de
una isoforma especializada de tubulina enfatiza la importancia del citoesqueleto
oligodendroglial durante los diferentes estadios de maduraciéon relacionados con su

capacidad mielinizante(13),

Al igual que los microtubulos el microfilamento de actina es una estructura polar, con dos
extremos estructuralmente distintos: un extremo negativo (-) relativamente inerte y de

crecimiento lento y un extremo positivo (+) de crecimiento rapido.

En la polimerizacion, los monémeros de actina-G se unen al nucledtido ATP (trifosfato de
adenosina). El polimero de actina-F despliega un extremo positivo y un extremo negativo
y crece asimétricamente ya que el extremo positivo crece mas rapido que el extremo
negativo durante la fase de elongacion. La hidrolisis de ATP a ADP (difosfato de
adenosina) confiere inestabilidad a la actina que da pie para la despolarizacion. Para
evitar la despolarizacién ocurre el proceso denominado "trampa de ATP", que consiste
en el acomodo consecutivo de una molécula de actina-G sobre la zona “de escape” del
ATP(108),
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Figura 12. Esquema representativo de los componentes del citoesqueleto oligodendroglial. Los
microtubulos son cilindros huecos formados por dimeros de a- y - tubulina. Los microfilamentos, polimeros
de actina, son flexibles y se localizan principalmente en la parte cortical de la célula. Imagen tomada de
Calderon Salinas, 2016(114),

Durante el desarrollo de los OLGs, los microtibulos se acomodan en un grupo denso de
haces dentro de las prolongaciones, los cuales se liberan en la region inmediata proximal
a los bordes delanteros de los mismos. En estas regiones los microtubulos se separan y
se extienden en los dominios ricos en microfilamentos, sin llegar a la region mas distal
del borde delantero®? (figura 13).

Los microtubulos en las prolongaciones estan acomodados en filamentos paralelos al eje
principal mientras que en el cuerpo celular forman un patrén en forma de malla en todo
el citoplasma. Asi mismo, la orientaciébn de los microtibulos es uniforme en las

prolongaciones oligodendrogliales cortas y no uniforme en las mas largas®®.
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Figura 13. Organizacién y composicion de los microtibulos en los bordes delanteros y sitios de
formacion de ramificaciones. (a, b) Los microfilamentos (rojo) y microttbulos (verde) en oligodendrocitos
(OLGs) de 2 dias in vitro (DIV). Los microtubulos agrupados en las prolongaciones se destensan a medida
que se acercan al borde de la prolongacion (a) o a los sitios de formacién de ramificaciones (b); (c, d) los
microtibulos en el borde de las prolongaciones y en las nuevas ramificaciones de OLGs (2 DIV) estan
enriquecidas con tubulina tirosinada (rojo), comparando con microtibulos primarios acetilados (verde) en
la porcién central de procesos estables. Los microtubulos aparecen amarillos cuando la tubulina tirosinada
y acetilada co-localizan. Barra 5 ym. Tomada de Song et al., 2001(3),

Por su parte, los microfilamentos se distribuyen en todas las regiones de los OLGs
durante su desarrollo y su orientacion general dentro de la célula es aleatoria, densa y en
forma de malla cortical tridimensional rigida, localizada directamente debajo de la
membrana plasmatica®). En los OLGs, los microfilamentos estan concentrados
particularmente en los bordes delanteros de las prolongaciones y en el area donde se
forman nuevas ramificaciones. En cambio, en los OPCs los microfilamentos y los
microtubulos se encuentran en el cuerpo celular y las prolongaciones, pero notablemente,
los microtUbulos no se extienden a las partes mas distales de los bordes delanteros donde

los microfilamentos estan presentes. Mientras que en OLGs inmaduros los
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microfilamentos se encuentran en los bordes delanteros y los sitios de derivacion

(formacion de ramificaciones) (Figura 14)©3),

Figura 14. Distribucién de microfilamentos y microtubulos en el desarrollo oligodendroglial. Tincién
doble (microfilamentos en rojo y microtibulos en verde) de la célula precursora de oligodendrocitos. (a)
Después de 24h de cultivo se observaron los microfilamentos en el cuerpo celular y en las prolongaciones,
asi como en los bordes distales de las mismas (circulo). Los microtibulos se visualizaron en las mismas
estructuras, pero no se extendieron hasta a la region mas distal. (b) A las 36h, los microfilamentos se
observaron en nuevas conexiones que se formaron entre las prolongaciones de la célula (flechas). (c) En
OLGs maduros (7 dias in vitro) también se observé el patrén antes mencionado. Barra = 50 ym. Tomada y
editada de Song et al., 2001(%3),

Los microfilamentos juegan un papel clave en el crecimiento de las pequefias
protrusiones membranales que anteceden al desarrollo de las prolongaciones. Estas
protrusiones se forman por la polimerizacion y el ensanchamiento de filamentos simples
que resulta en la generacion de filopodios y lamelipodios. Los filopodios son estructuras
estrechas formadas por haces de actina, con sus extremos positivos orientados hacia la
membrana, mientras que los lamelipodios son mas amplios y contienen redes de actina
dispuestas en forma ortogonal1, Estudios sugieren que los filopodios se forman primero
y tras su ensanchamiento se convierten en lamelipodios por subdivision de los
microfilamentos, de esta manera empujan hacia afuera los bordes frontales de los

procesos oligodendrogliales®93),

A su vez, distintas proteinas interactian con el citoesqueleto oligodendroglial, cuya
localizacion subcelular y expresion en el OLG pueden ser un indicativo del estadio de
maduracion y de estabilizacion de la célula. Las proteinas especificas de mielina MBP y

MOG, entre otras, estan estrechamente asociadas con el citoesqueleto y regulan su
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funcion®d). La MBP se une a proteinas cargadas negativamente como a los filamentos de
actina y microttbulos in vitro y puede estar unido de forma reticular a la proteina PLP{116),
La MBP induce la polimerizacion de actina-F (asi como el agrupamiento de
microfilamentos) esta actividad es dependiente de la fosforilacién de MBP. En general, el
estado de fosforilacion de la MBP determina su distribucion subcelular, ya que la MBP
fosforilada se localiza principalmente en el cuerpo celular mientras que la desfosforilada
esta presente en la periferia®1®). En estadios tardios en el proceso de mielinizacion, la
MBP estd predominantemente desfosforilada, lo cual permite su interaccion con los
lipidos de membrana y se ha postulado que puede actuar como una proteina de anclaje
para el citoesqueleto de actina®d. Por su parte, la glicoproteina MOG tiene un dominio
extracelular similar a la region variable de las inmunoglobulinas lo que sugiere una funcion
de adhesion celular'?), Ademas, la MOG puede tener un efecto regulador sobre la MBP,
porque se expresa relativamente tarde en el desarrollo, lo que puede indicar un contra

balance de la actividad estabilizadora de los microttbulos por la MBP®D),

Un cambio morfolégico complejo como la generacion, crecimiento y ramificacion de
prolongaciones no solo requiere una remodelacion pronunciada del citoesqueleto, sino
también una extension significativa de la superficie membranal, asi como alteraciones en
la composicion de la membrana que la preparan para recubrir segmentos axonales. Una
caracteristica eminente en la remodelacion de la membrana en los OLGs es la generacion
de microdominios especializados denominados balsas lipidicas, compuestas de
colesterol y glucoesfingolipidos, asi como fosfolipidos con cadenas saturadas de acilos.
Debido a que los glucoesfingolipidos no son detectables en precursores celulares, se ha
asumido que la formacién de las balsas lipidicas se incrementa durante la diferenciacion

y crecimiento de los procesos oligodendrogliales®d.
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Figura 15. Papel de las balsas lipidicas en el crecimiento prolongaciones. Las balsas lipidicas se
forman tras la maduracion oligodendroglial y la formaciéon de contactos con los axones. (A) Las balsas se
constituyen de grandes cantidades de glicoesfingolipidos y colesterol y estan enriquecidas de cinasa Fyn,
F3/contactina, integrinas y NCAM120. (B) La composicién de las balsas conlleva la polimerizacién de los
microfilamentos (MF) y los microtibulos (MT), el anclaje de los MT por la cinasa Fyn, y el transporte directo
de vesiculas, proteinas de mielina, y ARNm para la formacién de la vaina de mielina. Tomada y editada de
Bauer et al., 2009¢41),

Dos lineas de evidencia sugieren que las balsas lipidicas de los OLGs tienen un papel
directo en el reacomodo especifico del citoesqueleto para permitir la mielinizacion
después del contacto con el axén, y mediante experimentos de cultivo celular se ha
demostrado que el recubrimiento de MBP en las balsas depende de la formacion del

contacto neurona-glia%118),

Debido a que la extrusién de citoplasma en la fase de compactacion de la mielina requiere
una posicién cercana de las membranas plasmaticas, se ha especulado que este proceso
esta basado en la retraccion, desensamble o reorganizacion del citoesqueleto. Se han
propuesto diversas moléculas que podrian contribuir a la retraccién de los microtubulos,

entre ellos la proteina SIRT2, mencionada previamente“D,
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La dinamica de los cambios en la organizacion del citoesqueleto ocurre en diversos
procesos bioldgicos de acuerdo con el tipo celular y sus funciones especificas. Ademas,
la organizacion especifica de los tres principales componentes del citoesqueleto es
necesaria para su 6ptima funcionalidad. Se ha sugerido que en procesos patologicos del
SNC, tales como las enfermedades neurodegenerativas y psiquiatricas, ocurre una
organizacion anormal del citoesqueleto neuronal®. Como ya se menciond, la mayoria de
estos padecimientos presentan alteraciones de la materia blanca y también se ha
reportado un déficit de melatonina*'®129, una indolamina enddégena involucrada en
multiples procesos fisioldgicos en el organismo y un importante modulador del

citoesqueleto en diversas estirpes celulares®.

3.5 Melatonina

Como se menciond anteriormente, la diferenciacion y maduracién de los OLGs puede
regularse mediante moléculas presentes en el microambiente extracelular. Una de las

moléculas enddgenas que podria influir en este proceso es la melatonina (MEL).

La MEL (N-acetil-5-metoxitriptamina) es sintetizada y secretada principalmente por la
glandula pineal durante la fase oscura del ciclo de iluminacion ambiental y es rapidamente
liberada tanto al liquido cefalorraquideo como al flujo sanguineo donde los niveles altos
alcanzan concentraciones nanomolares®?Y, Sin embargo también se sintetiza en otros
tejidos y células, incluyendo la retina?2123) células de la médula ésea humana y
murina®?4), las plaquetas(?®, el tracto gastrointestinal(29), la piel27) y los linfocitos(128.129),
En cuanto a las células gliales, se ha reportado que los astrocitos pueden sintetizar esta

indolamina(139,

La MEL es un modulador de multiples procesos fisiologicos. En mamiferos, la informacion
fotoperiddica es transmitida al resto del organismo a través de la secrecion de la MEL por
la glandula pineal. De esta manera regula diversos ritmos bioldégicos como el ciclo
suefo/vigilia, la reproduccion, asi como ritmos de sintesis de proteinas en el cerebro y
en el sistema neuroendocrino para producir cambios adaptativos en la fisiologia en

general(129.131-134)

44



H3C O~ cH,
/
N
H
C13H16N,0,

Figura 16. Estructura quimica de la melatonina. La N-acetil-5-metoxitriptamina es una indolamina que
se sintetiza principalmente en la glandula pineal y participa en mdultiples procesos celulares,
neuroendocrinos y neurofisiolégicos.

Al tener una estructura quimica anfifilica, la MEL puede difundir a través de las bicapas
lipidicas de las membranas3), Una vez dentro de las células actGia directamente como
captador de radicales libres (scavenger) y neutraliza radicales como el hidroxilo y el
peroxilo, entre otros. Ademas, tiene un efecto indirecto al inducir la sintesis de enzimas
antioxidantes. De esta manera previene la peroxidaciéon de la membrana lipidica y la
apoptosis(3%), También puede interactuar con moléculas que actian como sitios de unién
intracelulares para modular cascadas de sefializacion. Entre estos blancos intracelulares
estan las proteinas calmodulina y PKC®37) y |os receptores nucleares de tipo retinoidal
ROR y RZR(138),

La MEL también ejerce su efecto en las células mediante la activacién de sus receptores
especificos de membrana MT1 y MT2. Estos son receptores de siete dominios
transmembranales acoplados a proteinas G. Estos receptores se expresan fuertemente
tanto en astrocitos como en células microgliales, y en un grado menor en neuronas y

OLGs inmaduros(®39),
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Figura 17. Mecanismos de accién de la melatonina. Los mecanismos de accion de la MEL son multiples.
La MEL puede atravesar la membrana plasmaética, incluso el nacleo, gracias a su caracter lipofilico; unirse
a receptores de membrana plasmatica (MT1 y MT2); actuar sobre receptores nucleares (ROR/RZR), sobre
proteinas citosélicas de union a calcio (calmodulina, calreticulina); sobre la mitocondria al mantener la
homeostasis mitocondrial y depura radicales libres. Imagen tomada y editada de Guerrero, Carrillo-Vico &
Lardone, 2007(140),

Como se mencion6 previamente, la fisiologia de la MEL es muy versétil. En lo que al
sistema nervioso se refiere, se ha reportado que esta indolamina tiene efectos desde la
etapa embrionaria para la regulacién de diversos procesos fisioldgicos, entre ellos el
neurodesarrollo. Si el aporte materno de la MEL durante la gestacion es deficiente en
cuanto a su concentracién o esta desincronizado respecto de su ritmo circadiano se
pueden generar diversas alteraciones en la progenie®1. Nuestro grupo de trabajo ha
demostrado que la MEL es un factor de diferenciacion neuronal, que favorece la
proliferacion y la sobrevida de nuevas neuronas®#?). Ademas, estimula la polarizacién
morfofuncional de células progenitoras neurales y de neuronas adultas ya que promueve

el desarrollo de sus proyecciones especializadas (dendritas y axones)®43.144),
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La MEL cruza facilmente la BHE donde protege tanto a las neuronas como a la neuroglia
del dafio oxidativo y de la muerte celular®#). Dentro de todas las células, incluidas
neuronas y neuroglia, esta indolamina previene la formacion aumentada de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que provocan la despolarizacion de la membrana
mitocondrial y la subsecuente apertura de los poros de permeabilidad transitoria
mitocondrial (PPTM) y la liberacién de citocromo c; de este modo reduce la pérdida de
células cerebrales por apoptosis4®). Esta accion combinada de la MEL en el SNC junto
con su habilidad de cruzar rapidamente la BHE y entrar a las células, hacen a esta

indolamina un agente neuroprotector muy relevante en términos neurofisiolégicos®47).

La MEL también ejerce un efecto protector potente en la materia blanca en desarrollo, ya
gue atenuta defectos en mielinizacion inducidos por condiciones de hipoxia y/o isquemia
prenatal o neonatal en roedores y en ovinos3%148) En estos estudios se reportd que la
melatonina podria actuar a través de sus receptores membranales para promover la
maduracion oligodendroglial y asi contrarrestar el dafio en la mielina junto con la

modulacion de la astrogliosis y la activacion microglial in vivo e in vitro(39),

Cabe destacar que se ha inferido un papel de la MEL en la diferenciacion oligodendroglial,
ya que en los estudios en donde se observa un efecto protector de esta indolamina ante
el dafio a la materia blanca no se ha encontrado un efecto en la proliferacion de los
precursores de OLGs(139148149) A sy vez Ghareghani y colaboradores (2016)
demostraron que la MEL mejora la viabilidad y proliferacion de células madre neuronales
(NSC: neural stem cells), lo cual es consistente con estudios previos%015)  También
demostraron que la MEL podria influir en la diferenciacion de OLGs a partir de las NSC,
sin embargo, se desconocen los mecanismos implicados que podrian estar a nivel de la

especificacion del linaje.

Como ya se menciond, tanto el proceso de diferenciacion como la formacion y
compactacion adecuada de la vaina de mielina requieren de una reorganizacion dinamica
de los diferentes elementos del citoesqueleto oligodendroglial. En este sentido, Benitez-
King (2006) document6 que la MEL actua como un modulador del citoesqueleto e influye
en la organizacion de sus componentes en diversas estirpes celulares. Ademas, la MEL

protege el citoesqueleto contra el dafio causado por los radicales libres lo que contribuye
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a la sobrevivencia celular®®. Mas alin, uno de los blancos de esta indolamina para actuar
como un factor de diferenciacion neuronal es este componente celular. Dado que algunos
elementos de las vias de sefalizacion intracelulares y las moléculas que regulan la
dinamica del citoesqueleto pueden ser comunes en células de diversas estirpes, la MEL
podria incidir sobre la formacién o remodelacion de la vaina de mielina a través de la

modulacién del rearreglo del citoesqueleto oligodendroglial.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Si bien se sabe que la melatonina tiene un efecto neuroprotector y reparador ante el dafio
de la materia blanca, no se conoce si la melatonina modula los procesos fisiol6gicos de

mielinizacién/remielinizacién en el SNC.

5. HIPOTESIS

La melatonina favorece el proceso de diferenciacién y maduracion de los oligodendrocitos

mediante la modulacion del citoesqueleto oligodendroglial.

6. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la melatonina en la modulacion del citoesqueleto oligodendroglial
implicado en la diferenciacion y maduracion de dichas células, necesaria para el proceso

de mielinizacion.
6.1 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la melatonina en la diferenciacion y maduracion
oligodendroglial.

e Evaluar el efecto de la melatonina en la formacién de filopodios y lamelipodios.

e Evaluar la modulacion del citoesqueleto microtubular mediante la determinacion

de la cantidad relativa de tubulina-a acetilada.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Disefo

Se trata de un estudio de tipo experimental, con mediciones después de los tratamientos.

7.2 Universo (poblacion o muestra)

Poblaciones de estudio: Oligodendrocitos de nervio 6ptico y células precursoras de

oligodendrocitos de hipocampo de rata.
Muestra: Cultivos realizados de estas poblaciones celulares

Procedimiento para colectar la muestra: Aleatorio

7.3 Variables

Independientes: Tratamiento, tiempo de incubacion
Dependientes:

a) Numero y longitud de filopodios

b) Numero y area de lamelipodios

c) Numero de intersecciones (analisis de Sholl)

d) Proporcion de células con prolongaciones y/o ramificaciones
e) Sefal densitométrica normalizada de tubulina-a acetilada

f) Intensidad de fluorescencia de marcadores de diferenciacion O4 y MBP
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7.4 Procedimientos experimentales

7.4.1 Animales de experimentacion

Ratas hembra de la cepa Wistar, de siete o diez dias postnatales de edad (P7 o P10,
respectivamente), proporcionados por el Bioterio del INPRFM. Los animales estan
alojados bajo un ciclo luz-oscuridad de 12:12 horas, con alimento y agua disponibles ad
libitum. Los procedimientos de manejo y sacrificio de los animales se realizan de acuerdo
con la normatividad vigente (NOM-069-ZO0-199) y el protocolo de investigacion fue
aprobado previo a su inicio por el Comité de Etica en Investigacién Institucional
(CEI/C/065/2017).

7.4.2 Tratamiento farmacolégico

Se empleé MEL (SIGMA Lot 128H0473) en la concentraciéon de 10’M (100 nM). Dado
qgue la MEL no es soluble en agua, se utiliza la minima cantidad de etanol absoluto para
su disolucién (concentracién final de etanol 0.0004%) y se completa al volumen necesario
para alcanzar la concentracion deseada con el mismo medio en el que se incuban las
células. Para ello se realizan diluciones seriales y se considera el volumen final en la

siembra celular como se muestra en el siguiente esquema:

Stock 1 MEL Stock 2 MEL Stock 3 MEL MEL
102M 104M 10°M 10'M

@_,@_, o, [O]©
®e

Para descartar que los efectos observados sean debidos al etanol en el que disuelve la

MEL, se realizé la incubacién con dicho vehiculo (VEH; etanol 0.0004%) en paralelo a

la incubacién con MEL en todos los casos.
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7.4.3 Deteccion por Western Blot de tubulina-a y tubulina-a acetilada y
deteccidén inmunofluorescente de marcadores de diferenciacion y
maduracion oligodendoglial y en OLGs de nervio optico de rata

Se sacrificaron los animales de experimentacion y de disecaron los nervios opticos a
partir de los cuales se obtuvo una suspension celular tras la disgregacion mecanica y
enzimatica del tejido. Las células obtenidas se sembraron en placas de 4 pozos o en
cajas de cultivo T25 y se aplico el tratamiento farmacolégico de melatonina 100 nM o
vehiculo. De las células cultivadas en cajas T25, se realizo la lisis celular con buffer RIPA
y se obtuvieron los extractos proteicos para el analisis por Western Blot de la tubulina-a
y la tubulina-a acetilada. Las células sembradas en placas de 4 pozos se procesaron para
la inmunodeteccion de los marcadores Olig2 (24h), O4 y MBP (48h) y la tincién de
contraste de nucleos (DAPI) y microfilamentos de actina (TRITC-faloidina) (figural8).
Para ver el procedimiento detallado, ver apéndice.
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Figura 18. Diagrama de la deteccién por Western Blot de la tubulina-a y la tubulina-a acetilada y la
deteccion inmunofluorescente de distintos marcadores oligodendrogliales en OLGs de nervio
Optico de rata.
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7.4.4 Deteccion inmunofluorescente de de tubulina-a acetilada y
marcadores de diferenciaciéon y maduracion oligodendrogliales en
OPCs de hipocampo de rata obtenidos por separacion
inmunomagnética

Se sacrifican los animales de experimentacion y se disecan los hipocampos. Se obtiene
una suspension celular tras la disgregacion mecanica y enzimatica del tejido. A partir de
la suspension celular, se obtienen por separacion inmunomagnética las células con
marcaje A2B5 positivo. Se siembran las células obtenidas en cajas de 4 pozos, se
aplica el tratamiento farmacolégico y se incuban a 37°C, 5% CO2. Una vez fijadas las
células se realiza la inmunodeteccién de los marcadores Olig2 y A2B5 (3h), tubulina-a
acetilada (24 y 48h) y O4 y MBP (72h). A su vez se realiza la tincion de contraste de
nacleos (DAPI) (figura 19). El procedimiento a detalle se encuentra en el apéndice.

7.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante los programas estadisticos Sigma Plot y R.
Se realiz6 la comparacion entre tratamientos (VEH y MEL) mediante la prueba de t de
Student con o sin la correccion de Welch y mediante la prueba de Suma de Rangos de

Mann-Whitney cuando la distribucién de los datos no fue normal.
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Figura 19. Diagrama de la deteccion por inmunofluorescencia de tubulina-a acetilada y marcadores

oligodendrogliales en OPCs de hipocampo de rata.
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8. RESULTADOS

En este trabajo se aislaron dos poblaciones celulares: OLGs del nervio 6ptico y OPCs del
hipocampo de la rata para estudiar el efecto de la melatonina sobre la modulacion del
citoesqueleto y la diferenciacién oligodendroglial. La figura 20 muestra la caracterizacion

de la poblacion celular obtenida del nervio 6ptico.

100%

80%

60%

40%

Porcentaje de células

20%

0%

oOlig2

100%

80%

60%

40%

Porcentaje de células

20%

0%

04 MBP

Figura 20. Caracterizacién de los OLGs del nervio 6ptico de la rata. Panel superior: imagenes
representativas de los OLGs en los que se inmunodetect6 el marcador Olig2 (verde), la contratincién de
los nlcleos (azul) y los microfilamentos de actina (rojo) a las 24h de cultivo. A la derecha se muestra el
grafico del porcentaje de células (media + e.e.m.) inmuno-positivas al marcador Olig2. A las 48h de cultivo
se inmunodetecto la sulfatida O4 (verde) y la proteina MBP (rojo; panel inferior). En el canal azul se detecto
la fluorescencia del compuesto DAPI con el que se evidencian los nlcleos. Barra: 10 um. A la derecha el
grafico del porcentaje de células que presentan estos marcadores.
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En el panel izquierdo de la figura 20 se muestran las imagenes de dos campos
representativos de las tinciones que se realizaron para la caracterizacion de estos
oligodendrocitos. En la parte superior se muestra la tincion de los nucleos con DAPI
(azul), la inmunodeteccién de Olig2 (verde), la tincion de los microfilamentos de actina
con faloidina rodaminada (rojo) y el empalme; mientras que en la parte inferior se muestra
la tincion de nucleos (azul), la inmunodeteccion de O4 (verde), de MBP (rojo) y el

empalme. La barra en la esquina inferior derecha corresponde a 10 um.

La inmunodeteccién del marcador de linaje Olig2 mostré que, a las 24h de cultivo, un 94
+ 4% (media + e.e.m.) de la poblacién de OLGs aislados del nervio Optico de la rata
expresd este marcador. Asi también, a las 48h de cultivo, el porcentaje de células que
expresaron reactividad positiva a los anticuerpos dirigidos contra la sulfatida O4 y la

proteina MBP fueron 73 + 2% y 44 + 9%, respectivamente (figura 20, panel derecho).

El analisis de los filopodios y los lamelipodios, asi como el andlisis de Sholl, se realizd en
OLGs de nervio 6ptico después de haber sido incubados durante 24h con MEL 100 nM o
el VEH, fijados y tefiidos con faloidina rodaminada para detectar los microfilamentos de

actina.

La figura 21 muestra los resultados obtenidos del analisis de los filopodios. El panel
superior muestra imagenes representativas de las células que se analizaron de cada
grupo. Enlas células incubadas con MEL se encontré un numero 40% mayor de filopodios
que en las células incubadas con el VEH (panel inferior izquierdo). Esta diferencia fue
estadisticamente significativa (p<0.05). La longitud promedio de los filopodios fue de 1.16
+ 0.03 um y no hubo una diferencia significativa entre los tratamientos (panel inferior

derecho).
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Figura 21. Andlisis del numero y la longitud de los filopodios en OLGs de nervio 6ptico. Los OLGs
fueron tratados con MEL 100 nM o el VEH durante 24h. Panel superior: Imagenes representativas de los
OLGs tras 24h de incubacion con los tratamientos. Barra 10 pym. Panel inferior: Presentacién de gréficos
que relacionan, por separado, el nimero y la longitud de los filopodios con el tratamiento (media £ e.e.m; *
p<0.05; t de Student).

La figura 22 muestra el analisis del numero y el area de los lamelipodios. En el panel
superior se muestran imagenes representativas de las células que se analizaron de cada
grupo. El panel inferior muestra los gréaficos correspondientes al numero y el area de los
lamelipodios. La mayoria de las células analizadas tuvieron 3 lamelipodios; el area de
éstos tuvo un promedio de 5.6 + 0.8 um? para el VEH y de 7.9 + 1.5 um? para la MEL. No
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos para estos

parametros.
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Figura 22. Andlisis del numero y el area de los lamelipodios en OLGs de nervio 6ptico. En el panel
superior se muestran imagenes representativas de los lamelipodios en los OLGs cultivados con el VEH o
con MEL 100 nM durante 24h. Barra 10 ym. Los graficos relacionan el nimero y el area de los lamelipodios
con el tratamiento (media + e.e.m).

La figura 23 corresponde al andlisis de la complejidad de las ramificaciones
oligodendrogliales. En el panel superior se presentan imagenes representativas de las
células que se analizaron para cada tratamiento (izquierda: VEH; derecha: MEL 100nM,;
24h). En el panel intermedio se muestra un ejemplo del andlisis realizado con el método
de Sholl, es decir, se muestra la plantilla de circulos concéntricos equidistantes (0.5 pm)
gue se superpone a la imagen y que parte del soma celular. En panel inferior izquierdo

se observan los graficos que relacionan el nimero de intersecciones con los primeros
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Figura 23. Andlisis de las ramificaciones oligodendrogliales por el método de Sholl. Panel superior:
imagenes representativas de la morfologia de los OLGs de nervio 6ptico incubados con VEH o MEL durante
24h; barra 10 ym. Panel intermedio: analisis de Sholl que muestra la plantilla de circulos concéntricos que
surgen a partir del soma, cuya distancia radial es de 0.5 ym entre cada uno. Panel inferior: a la izquierda
el grafico del niumero de intersecciones en los primeros diez radios por tratamiento (* p<0.0001, t Welch) y
a la derecha su relacion con la distancia desde el soma.
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10 radios de Sholl (5 um) por tratamiento, en el que se observa que las células incubadas
con MEL tuvieron 2.6 veces mas intersecciones respecto al VEH. Esta diferencia fue
estadisticamente significativa (p<0.0001; prueba t de Welch). En el panel inferior derecho
se observa la relacion entre el nimero de intersecciones y la distancia desde el soma en

un gréafico de dispersion.

La figura 24 muestra la caracterizacion de la poblacion de células precursoras de
oligodendrocitos (OPCs) obtenidas del hipocampo de la rata mediante separacion
inmunomagnética. El panel izquierdo muestra las imagenes de los diferentes canales de
un campo representativo de estos oligodendrocitos. Se muestra la tincion de los nacleos
con DAPI (azul), la inmunodeteccion del marcador A2B5 (verde), de Olig2 (rojo) y el
empalme de los canales. El porcentaje de células inmunorreactivas al anti-A2B5 fue de

98 + 0.5%, mientras que el 96 + 1.2% de las células se inmunodetectd con el anti-Olig2

(panel derecho).
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Figura 24. Caracterizacién de los OPCs de hipocampo obtenidos por separacion inmunomagnética.
Después de 3 horas de cultivo, se detectaron por inmunofluorescencia los marcadores A2B5 (verde) y Olig2
(rojo) en los OPCs y se realiz6é una contratincién para los nucleos con DAPI (azul). Barra 10 um. En el panel
derecho se muestra el gréfico del porcentaje de células inmunorreactivas a A2B5 ( 98 + 0.5%) y Olig2 (96
+ 1.2%).
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En los OPCs obtenidos por separacion inmunomagnética e incubados con el VEH o con
MEL 100 nM durante 24 o0 48h, se detectd la tubulina-a acetilada por inmunofluorescencia
(figura 25) y se determind la proporcion de células inmunorreactivas con distinto numero

de ramificaciones primarias (24h) o secundarias y terciarias (48h).
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Figura 25. Evaluacion morfoldgica de los OPCs tefiidos con tubulina-a acetilada. Deteccion por
inmunofluorescencia de tubulina-a acetilada con el anticuerpo dirigido al residuo de lisina 40 acetilado
(naranja) en OPCs con 24h de tratamiento. Los nucleos se tifieron con DAPI (Azul). Barra 20 um. En el
panel inferior se muestran graficos correspondientes a la cantidad de prolongaciones o ramificaciones que
presentaron las células por grupo; a las 24h el porcentaje de células con 5 0 mas prolongaciones primarias
(*p<0.05, t de Student) y a las 48h de cultivo el porcentaje de células con 4 o mas ramificaciones
secundarias (*p<0.05, Mann-Whitney) y con 1 ramificacion terciaria.
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En el panel superior de la figura 25 se muestran imagenes representativas de la
inmunodeteccion de la tubulina-a acetilada (naranja) y los nucleos tefiidos con DAPI
(azul) de las células que se analizaron de cada grupo a las 24h de incubacion. La barra
en la esquina inferior derecha de cada empalme corresponde a 20 um. En la parte inferior
de la figura se muestran los graficos del porcentaje de células con 5 o mas prolongaciones
primarias (24h; izquierda) y con 4 o mas ramificaciones secundarias o con 1 ramificacion
terciaria (48h; derecha). La proporcion de células con 5 0 mas prolongaciones primarias
fue 2.4 veces mayor en los OPCs tratados con MEL respecto al VEH. Esta diferencia fue
estadisticamente significativa (p<0.05, t de Student). A las 48h de incubacion con MEL,
se encontré una proporcidon significativamente mayor de células con 4 o mas
ramificaciones secundarias, respecto a la incubacion con VEH (3.7 veces mayor; p<0.05,
prueba de Suma de Rangos de Mann-Whitney). La proporcion de las células con 1
ramificacion terciaria tuvo una tendencia similar, es decir, se encontré una proporcion de
1.5 + 0.6% células con esta caracteristica en el VEH y de 4.2 £+ 1.5% en las células

incubadas con MEL, sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

La figura 26 muestra los resultados de la inmunodeteccion de la tubulina-a y la tubulina-
a acetilada por Western Blot en extractos de OPCs que fueron incubados con VEH o con
MEL 100 nM durante 48h. En el panel izquierdo de la figura se muestran imagenes
representativas de las membranas en las que se detecto la tubulina-a (arriba) y tubulina-
a acetilada (abajo). El primer carril corresponde al patrén de bandas generado por los
estandares de peso molecular, y en el segundo y tercer carril las bandas detectadas en
los extractos de OPCs incubados con VEH y MEL, respectivamente. Tanto para la
tubulina-a como para esta proteina acetilada se observa una sola banda de
aproximadamente 52 kDa de peso molecular. En el panel derecho de la figura se
presentan los graficos correspondientes a la determinacion densitométrica de tubulina-a
(arriba) y tubulina-a acetilada (abajo). Los resultados se muestran como la media £ e.e.m
del volumen densitométrico dado por el producto de la densidad 6ptica (D.O.) por el area
de las bandas (mm?). En el caso de la tubulina-a no se encontré6 una diferencia
significativa en el volumen densitométrico entre tratamientos, mientras que para la

tubulina-a acetilada se encontré un volumen densitométrico 1.5 veces mayor (p<0.05, t
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de Student) en las bandas correspondientes a los extractos de OPCs incubados con MEL,

respecto al vehiculo.
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Figura 26. Inmunodeteccion de tubulina-a y tubulina-a acetilada por Western Blot. Panel izquierdo:
imagenes de membranas representativas de la inmunodetecciéon de tubulina-a (arriba) y tubulina-a
acetilada (abajo) en extractos de OPCs incubados con VEH o MEL 100 nM por 48h (5 pug de proteina/carril).
Carril 1: Estdndares de peso molecular. Panel derecho: andlisis densitométrico de las bandas
inmunorreactivas. Los resultados estan expresados como la media + e.e.m. (*p <0.05, t de Student).

La figura 27 muestra el analisis de los marcadores de diferenciacion oligodendroglial O4
y MBP detectados por inmunofluorescencia en OPCs incubados con el VEH o con MEL
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100 nM durante 72h. En el panel superior de izquierda a derecha se muestra la tincion
de los nucleos con DAPI (azul), la inmunodeteccion de los marcadores O4 (verde), MBP
(naranja) y los empalmes de células representativas para cada tratamiento. En el panel
inferior se muestran los graficos de la intensidad de fluorescencia de estos marcadores
respecto al tratamiento. En ambos marcadores se encontré una intensidad de

fluorescencia mayor (97% para O4 y 88% para MBP) en las células incubadas con MEL

con respecto al VEH y esta diferencia fue estadisticamente significativa (p<0.001).
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Figura 27. Efecto de la MEL en la expresién de marcadores de diferenciacion oligodendroglial. Panel
superior: Imagenes representativas de la deteccion de O4 (verde) y MBP (naranja) por inmunofluorescencia
en las células expuestas a los distintos tratamientos durante 72h. Barra 10 um. Panel inferior: Gréaficos de
intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias (UA) de los marcadores O4 (izquierda) y MBP (derecha)
con respecto al tratamiento (media + e.e.m.; * p<0.001, prueba de Suma de Rangos de Mann-Whitney).
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9. DISCUSION

Los oligodendrocitos (OLGS) son células altamente ramificadas cuya funcion principal es
la produccion de mielina en el SNC mediante el ensanchamiento de los extremos distales
de sus prolongaciones en determinados tramos de axon. Para llevar a cabo este proceso,
los OLGs deben encontrarse en su estadio mas maduro y es imprescindible la generacion
de prolongaciones complejas para la mielinizacion. Los OLGs se diferencian a partir de

células precursoras proliferativas (células precursoras de oligodendrocitos, OPCSs).

Durante la migracién, mediante sus prolongaciones, los OPCs pueden escanear y
explorar el microambiente celular y, segun la retroalimentacion recibida, estos pueden
continuar su migracion, proliferar o diferenciarse e iniciar el proceso de mielinizacion(3),
De tal manera que el proceso de diferenciacién de los OLGs es regulado por distintas
moléculas de microambiente celular. Se ha reportado el papel de la melatonina (MEL) en
la modulacién del citoesqueleto en diversas estirpes celulares, entre ellas neuronas y sus
precursores y la influencia de esta molécula en el restablecimiento de la organizacion del

citoesqueleto en enfermedades neuropsiquiatricas y neurodegenerativas(®.

Para dilucidar un posible papel de la MEL en el proceso de mielinizacién en el SNC, en
este trabajo las células oligodendrogliales se incubaron con una concentracién de MEL
100 nM, la cual se ha reportado en el liquido cefalorraquideo durante la fase de oscuridad
del ciclo de iluminacién ambiental®21:152) por lo que consideramos que esta concentracion
estd en un rango fisiolégico. Ademas, esta concentracion de MEL ha sido efectiva en
estudios previos de nuestro grupo de trabajo para inducir la dendritogénesis y la

formacion de axones(143.144,153)

En este trabajo se encontr6 que en oligodendrocitos incubados durante 24h con MEL, el
namero de filopodios, asi como el nimero de intersecciones en el andlisis de Sholl, fue
significativamente mayor respecto del vehiculo. Asimismo, a las 24h de incubacion con
MEL la inmunodeteccion de tubulina-a acetilada revel6 una proporcion significativamente
mayor de precursores de oligodendrocitos con 5 o0 mas prolongaciones primarias y a las
48h de incubacion una proporcion mayor de OPCs con 4 o mas ramificaciones

secundarias que en las células incubadas con el vehiculo. También a las 48h de
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incubacion, se encontré un incremento significativo en el volumen densitométrico de las
bandas inmunorreactivas a tubulina-a acetilada en extractos de OPCs, y a las 72h de
incubacion se observé una mayor intensidad de fluorescencia de los marcadores de
diferenciacion oligodendroglial O4 y MBP en células incubadas con MEL, respecto al

vehiculo.

Con el objetivo de caracterizar las células obtenidas de nervio Optico de rata se llevo a
cabo la deteccion por inmunofluorescencia del factor de transcripcion Olig2 después de
24h de cultivo. El 94% de las células aisladas expresé el marcador de linaje
oligodendroglial Olig2. A las 48h, mas del 70% y del 40% de estos oligodendrocitos
expresaron los marcadores de diferenciacion O4 y MBP, respectivamente. La expresion
del factor de transcripcion Olig2 es especifica de las células del linaje oligodendroglial y
se expresa tanto en las células precursoras como en los diferentes estadios de
diferenciacion y maduracién de los OLGs®%4, En cuanto a la sulfatida reconocida por el
anticuerpo O4, se considera un marcador de pre-OLGs y de OLGs inmaduros, mientras
que la proteina basica de mielina (MBP) se expresa en OLGs maduros®?. La
contratincion de los microfilamentos de actina permiti6 observar variabilidad en la
complejidad morfologica de las células, es decir, se presentan células cuyo soma tiene
aspecto triangular o poligonal con filopodios, células extendidas con lamelipodios, otras
con somas redondos y algunas ramificaciones primarias (que parten directamente del
soma), asi como células con la morfologia caracteristica de los OLGs: con un soma
redondo del que parten mdultiples ramificaciones primarias, secundarias y terciarias
distribuidas con un patrén regular alrededor del soma. En concordancia con lo reportado
con Song et al (2001), en este trabajo se observd una distribucion homogénea de
microfilamentos de actina tanto en el soma como en las prolongaciones
oligodendrogliales. La expresion de Olig2 en las células que todavia no presentan una
morfologia caracteristica de OLGs y en las que se analizaron los filopodios y lamelipodios

confirma que se trata de células del linaje oligodendroglial.

Tanto los filopodios como los lamelipodios son estructuras formadas por microfilamentos
de actina. Los filopodios son protrusiones pequeias y estrechas formadas por haces

paralelos de microfilamentos y se ha postulado que al ensancharse podrian anteceder a
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la formacion de los lamelipodios, que son mas amplios y contienen redes de
microfilamentos dispuestos en forma ortogonal'%), Estudios sugieren que la dinamica de
formacién de filopodios y su posterior ensanchamiento para formar lamelipodios
contribuye y precede a la formacion de las ramificaciones oligodendrogliales“1-%). La
formacion de los lamelipodios requiere la ramificacién de los microfilamentos mediado
por el complejo N-WASP/Arp2/3(41). En este trabajo se encontré un numero
significativamente mayor de filopodios en OLGs incubados con MEL durante 24h. Este
resultado es consistente con evidencias previas de nuestro grupo de trabajo, ya que en
células de neuroblastoma N1E-115 tratadas con MEL se encontré una mayor proporcion

de células con filopodios y neuritas(59),

De este resultado podemos inferir una posible accion de la MEL sobre los microfilamentos
de actina en las células oligodendrogliales. Sin embargo, con los experimentos realizados
hasta el momento no es posible esclarecer si la MEL juega un papel en la ramificacion
de los microfilamentos para la formacion de lamelipodios, ya que no se encontraron
diferencias significativas en el nimero o en el area en estas estructuras. Las proteinas
gue se unen a los microfilamentos de actina y que participan en la formacién de haces
paralelos como los presentes en los filopodios o en la formacién de mallas o redes de
actina que forman los lamelipodios son distintas y es posible que alguna de estas
proteinas sea blanco de la accion de la melatonina. En particular, la formaciéon de haces
paralelos de microfilamentos de actina se favorece mediante la proteina fascina, cuya
actividad se regula mediante fosforilacién en el residuo de serina 39 (S39)1%). En este
sentido existe evidencia de que la MEL puede modular la actividad de la fascina, rio-abajo
de la cinasa ERK, en células de cancer de mama MCF7®5"), Ademas, la MEL podria
incidir en la formacién de filopodios mediante la modulacion de la actividad de las cinasas

PKC y ROCK, implicadas en la formacion de neuritas59.

En los OLGs incubados con MEL durante 24h también se encontr0 un numero
significativamente mayor de intersecciones en el analisis de Sholl, lo que indica un mayor
namero de prolongaciones primarias como sus ramificaciones secundarias, terciarias,
etc., es decir, los OLGs incubados con MEL desarrollaron una mayor complejidad

morfologica. En este sentido, evidencia previa de nuestro grupo de trabajo indica que la
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MEL induce la formacién de dendritas y su ramificacion, es decir, favorece el desarrollo
de arboles dendriticos complejos en neuronas hilares del hipocampo de la rata®#3). Uno
de los principales mecanismos que subyacen al desarrollo de una morfologia celular
compleja es el proceso dinAmico de ensamble y desensamble de los componentes del
citoesqueleto y es regulado por factores intracelulares y extracelulares. Como ya se
menciond, podemos inferir que la MEL puede modular la organizacion de los
microfilamentos para la formacion de protrusiones tempranas como los filopodios y las
neuritas en concordancia con publicaciones anteriores de nuestro grupo de trabajo®55:158),
Sin embargo, la elongacion de las protrusiones celulares tempranas para generar
prolongaciones de mayor longitud y ramificaciones de las mismas implica también la
participacion de los microtibulos y la interaccion entre ambos componentes del

citoesqueleto.

Las subunidades de tubulina que conforman los microtubulos pueden ser modificadas
covalentemente mediante acetilacion o tirosinacion una vez polimerizadas. Estas
reacciones enzimaticas se revierten cuando la molécula de tubulina se despolimeriza, lo
cual proporciona un indicio Util de la estabilidad de los microtiibulos(%8), Para evaluar el
efecto de la MEL en el citoesqueleto microtubular, en este trabajo se detecto la tubulina-
a acetilada mediante dos diferentes estrategias: por inmunofluorescencia en OPCs
incubados con MEL durante 24 y 48h, y por Western blot en extractos proteicos de OPCs
obtenidos tras 48h de incubacion con la indolamina o el vehiculo. Los resultados
obtenidos indican que la MEL favorece la formacién de prolongaciones oligodendrogliales
y que éstas tengan un mayor numero de ramificaciones, es decir, que sean mas

complejas, lo cual concuerda con los resultados mencionados anteriormente.

En la deteccién por Western Blot realizada a partir de extractos de OPCs, se encontré
una sola banda inmunorreactiva por carril, con un peso molecular aproximado de 52 kDa,
consistente con el peso molecular reportado para la tubulina-a (~50 kDa) y su forma
acetilada en el residuo de lisina 40 (AcK40; ~55 kDa). En los extractos de OPCs que
fueron incubados durante 48h con MEL, el volumen densitométrico de las bandas
inmunorreactivas correspondientes a la tubulina-a acetilada fue significativamente mayor

gue en los extractos de OPCs incubados con vehiculo. Esto indica que, en presencia de
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MEL, la cantidad relativa de tubulina-a acetilada aumenta. Dado que en la tubulina-a no
se encontr¢ diferencia significativa entre tratamientos, los resultados sugieren que la MEL
favorece la acetilacion de esta proteina. La acetilacion de la tubulina confiere una mayor
estabilidad a los microtibulos y se ha reportado que esta modificacion postraduccional
incrementa conforme los oligodendrocitos alcanzan un estadio avanzado de
maduracion™d, El efecto de la MEL sobre la acetilacion podria estar mediado tanto por la
enzima encargada de acetilar (tubulina acetiltransferasa, TAT) o de desacetilar a la
tubulina (SIRT2). En este sentido, se ha descrito que la MEL podria regular a la baja la
actividad de la SIRT2(12), lo que seria congruente con un aumento en la acetilacion de la

tubulina-a.

La inmunodeteccion de los marcadores de diferenciacion O4 y MBP en los OPCs
incubados con MEL durante 72h revel6 una mayor intensidad de fluorescencia, respecto
del vehiculo. Esto sugiere una mayor expresion de estas moléculas en presencia de la
indolamina y un efecto inductor de la diferenciacion oligodendroglial. Estos resultados
encuentran apoyo en el trabajo de Olivier y colaboradores (2009) en el que reportan que
favorecer la maduracion de los OLGs es uno de los mecanismos de la MEL para atenuar
los defectos en la mielinizacion en un modelo de hipoxia prenatal en ratas. Por otra parte,
existe evidencia de que la MBP puede actuar como una proteina de unién a los diferentes
componentes del citoesqueleto oligodendroglial y por lo tanto tener un papel funcional en
la organizacion del mismo1), En este contexto, la MBP podria ser un blanco del efecto

de la MEL para la modulaciéon de la organizacién del citoesqueleto en los OLGs.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la MEL favorece la diferenciacion y
maduracion oligodendroglial y que uno de sus mecanismos de accién es la modulacion
del citoesqueleto. Sin embargo, quedan por dilucidar los mecanismos moleculares
especificos relacionados con la dinamica del citoesqueleto mediante los cuales la MEL

favorece una morfologia mas compleja en los oligodendrocitos.
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10. CONCLUSION
La melatonina favorece el proceso de maduracion y diferenciacion oligodendroglial,

mediante la modulacion del citoesqueleto, necesaria para el proceso de mielinizacion.

11. PERSPECTIVAS

Para comenzar a dilucidar el mecanismo molecular mediante el cual actia la MEL en la
organizacion del citoesqueleto oligodendroglial se determinara la expresion los
receptores de melatonina (MT1 y MT2) en las células oligodendrogliales. Asimismo, se
evaluara el efecto farmacoldgico del antagonista competitivo de los receptores de MEL,

luzindol.

Por otra parte, para comenzar a abordar el posible mecanismo de regulacién de la MEL
en el citoesqueleto microtubular de los OLGs se evaluara el efecto de la MEL en la
expresion y en la actividad de las enzimas que regulan la acetilacion de la tubulina (TAT
y SIRT2).
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13. APENDICE

13.1 Aislamiento y cultivo de oligodendrocitos de nervio optico de rata

Tras el sacrificio de las ratas (n=6), se realiza un corte en la piel para descubrir el craneo.
Se realizan cortes laterales para remover el craneo y poder retirar el cerebro. Al
desprender el cerebro desde su region frontal se debe tener cuidado de no romper los
nervios opticos sino realizar un corte al nivel del quiasma 6ptico (region donde se unen
ambos nervios). Posteriormente se hacen cortes al nivel de la base de los ojos para
obtener los nervios Opticos integros. Para proceder a la obtencion de una suspension
celular a partir de los nervios es necesario retirar las meninges que los recubren. Este
procedimiento se realiza con unas pinzas de diseccién de punta muy fina y bajo un
microscopio estereoscopico para observar bien la membrana a retirar. Desde el momento
de su diseccidn, los nervios Opticos se mantienen en disolucion balanceada de Hank’s
(HBSS: KCI 5.33 mM, KH2PO4 0.4412 mM, NaHCO3 4.1666 mM, NaCl 137.9310 mM,
Na2HPO4 0.3380 mM, D-Glucosa 5.5555 mM y Rojo de fenol 0.0266 mM) sin calcio y
magnesio, pH 7.4, suplementada con albumina sérica bovina (BSA) 0.1%, L-glutamina 2
mM y gentamicina 50 pyg/mL, a 37°C. La diseccidn se realiza en condiciones asépticas

para prevenir la contaminacioén en el cultivo.

A partir de este punto se trabaja con material y disoluciones estériles y en una campana
de flujo laminar. Para obtener una suspension celular se requiere de disgregacion
mecanica y enzimatica del tejido. Para ello se prepara con anticipacion una disolucion de
colagenasa 1.25 mg/mL en HBSS, a 37°C. Se coloca una gota de esta disolucion en la
tapa de una caja Petri, se colocan los nervios Opticos y con ayuda de un bisturi se
obtienen trozos de aproximadamente 1 mm?. Los trozos de tejido se transfieren al tubo
que tiene el resto de la colagenasa (1 mL) y se afiaden 50 uL de tripsina 2.5% y 20 U/uL
de DNAsa |, para incubarlos 40 minutos a 37°C y 5% CO2. Finalizado el tiempo de
incubacion, para frenar la actividad enzimatica se afiade medio DMEM (DMEM alta
glucosa, bicarbonato de sodio y rojo de fenol, sin HEPES) suplementado con 10% de
suero bovino fetal (SBF) inactivado por calor, L-glutamina 2 mM y piruvato de sodio 1mM

a 37°C y se centrifuga 5 minutos a 500 rpm; el sobrenadante se descarta y se afiade
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DMEM suplementado a 37°C. Para la disgregacidon mecéanica se hace pasar la solucion
enzimatica por calibres cada vez mas pequefios de agujas: 23G, 25G y 27G subiendo y
bajando la solucion en una jeringa de 1 mL, ademas se emplea un filtro de nylon de 41

Mm para eliminar restos de tejido de mayor tamanio.

La suspension celular obtenida se centrifuga 7 minutos a 500 rpm y se descarta el
sobrenadante. El pellet obtenido se resuspende en medio SATO (DMEM alta glucosa,
suplementado con piruvato de sodio 1 mM, BSA 1.1 mg/mL, N-acetil-L-cisteina 386 uM,
L-glutamina 2 mM, insulina 5 pg/mL, penicilina-estreptomicina 1%, NT3 1 ng/mL y CNTF
10 ng/mL, transferrina 0.1 mg/mL, progesterona 60 ng/mL, putrescina 16 pg/mL, selenito

de sodio 40 ng/mL, tiroxina 40 ng/mL).

Se realizé la siembra de las células a una densidad de 35,000 células/pozo en placas de
4 pozos en los que se colocd un cubreobjetos de vidrio en el fondo el cual estaba

previamente tratado con poli-D-lisina (PDL) 10 ug/mL.

Se afade el tratamiento y las células se incuban a 37°C, 5% CO2. Una vez transcurrido
el tiempo de incubacion (24 o 48h), las células se fijan con paraformaldehido (PFA) 4%
en PBS (NaCl 138.89 mM, KCI 2.68 mM, Na2HPO4 10.14 mM, KH2PO4 1.76 mM).

13.2 Aislamiento y cultivo de precursores de oligodendrocitos de
hipocampo de rata por separacién inmunomagnética

Una vez realizado el sacrificio de las ratas (n=4) se procede a realizar la diseccion en
condiciones asépticas. Se retira la piel de la cabeza para descubrir el craneo y se realiza
un corte superficial para separar las dos mitades del crdneo y obtener el cerebro. Se
realiza un corte coronal para retirar el I6bulo frontal y se pasa el resto del cerebro a una
caja Petri con PBS frio en bafio de hielo y se realiza la diseccién del hipocampo bajo el
microscopio estereoscoépico. Para ello, de cada hemisferio se desprende la corteza desde
la parte posterior mas cercana al cerebelo con un movimiento lateral hasta distinguir el

hipocampo. Se retiran las meninges y se recolectan en una caja Petri con PBS frio.
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En una campana de flujo laminar, con material y disoluciones estériles se realiza la
disgregacion mecanica y enzimatica del tejido para obtener una suspensioén celular. Para
ello se prepara con anticipacion una disolucion de papaina y DNAsa | con EBSS (estuche
comercial para disociacion Worthington cat. LKO03150) a 37°C. En una tapa de caja Petri
se coloca una gota de la mezcla enzimética, se colocan los hipocampos en la gota y se
cortan con una hoja de bisturi estéril en trozos de aproximadamente 1 mm?. Los trozos
de tejido se transfieren al tubo con la mezcla enzimética y se incuban 40 minutos a 37°C

y 5% COg, con agitacion suave en intervalos de 10 minutos.

Con una pipeta de 1000 pL se realiza la disociacion mecénica haciendo subir y bajar el
tejido, se centrifuga 5 minutos a 300 xg y se descarta el sobrenadante. El boton celular
se resuspende en disolucion inhibidora ovomucoide (kit Worthington) y DNAsa | en EBSS.
Para separar las células en un tubo se coloca la solucién del inhibidor ovomucoide y se
agrega la suspension celular para formar un gradiente discontinuo que posteriormente se
centrifuga 6 min a 70 xg. Se descarta el sobrenadante que contiene membranas y restos
celulares y el paquete celular (pellet) se resuspende con DMEM y se hace pasar por un
filtro de 30 um (MACS® Smart Strainers Miltenyi #130-098-458).

Se realiza el conteo de las células obtenidas para determinar la cantidad de anticuerpo
unido a perlas magnéticas a utilizar. Se centrifuga la suspension 10 minutos a 300 xg y
se aspira el sobrenadante. El pellet se resuspende en 70 yL de buffer de columna (PBS
pH 7.2, 0.5% BSA) a 4°C y 20 uL del anti-A2B5 acoplado a las perlas magnéticas (anti-
A2B5 MicroBeads, hecho en ratén) por cada 107 células y se incuba 15 minutos a 4 °C.
Una vez finalizada la incubacion con el anticuerpo se lavan las células con buffer de
columna y se centrifugan 10 minutos a 300xg. El sobrenadante se desecha y se

resuspende el pellet en buffer de columna.

La suspension celular se pasa por la columna de separacibn magnética previamente
hidratada con buffer de columna. La fracciébn de células que fluye por gravedad son
negativas al marcaje con anti-A2B5. La columna se enjuaga con 5 mL de buffer. Para
obtener la fraccion de células con marcaje A2B5 positivo se retira la columna del magneto
y se le aflade medio para OPCs (DMEM alta glucosa con piruvato, B-27™ 1X, L-glutamina

2 mM, penicilina-estreptomicina 1%, HEPES 10 mM, Trace Elements™ 1X,
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hidrocortisona 50 ng/mL, N-Acetil-L-cisteina 5 pg/mL, insulina 5 pug/mL, D-biotina 10
ng/mL, apo-transferrina 0.1 mg/mL, BSA 0.1 mg/mL, putrescina 16 pg/mL, progesterona
62.5 ng/mL, selenito de sodio 4 ng/mL) a 37°C y se hace presion con el émbolo en la
columna. Las células de la fraccidon positiva se sembraron en una densidad de 50,000
células/pozo en placas de cultivo de 4 pozos en los que se colocé un cubreobjetos de
vidrio previamente tratado con PDL 10 ug/mL en el fondo. También se sembraron

1’000,000 células/caja en cajas de cultivo T25 con medio para OPCs.

Se agrego el tratamiento farmacoldgico y se cultivaron a 37°C y 5% COa2. Transcurrido el
tiempo de incubacion (3, 24, 48 y 72 horas), las células sembradas en pozos se fijaron
con PFA 4% en PBS. A partir de las células sembradas en cajas T25 se realizé la
obtencién de extractos proteicos mediante la lisis celular con el uso de 250 pL de buffer
RIPA (Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, NP-40 0.1%, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM,
leupeptina 1 mg/mL, aprotinina 1 mg/mL, pepstatina 1 mg/mL, NaF 1 mM, NazVOas 1 mM),

para su posterior separacion electroforética y analisis por Western blot.

13.3 Tincion fluorescente de los microtubulos de actina

Para el andlisis de las estructuras dependientes del citoesqueleto de actina (filopodios y
lamelipodios) asi como para la evaluacion de la complejidad morfologica de los OLGs de
nervio optico, se realiz6 la tincion fluorescente de los microfilamentos de actina mediante
con faloidina acoplada al fluorocromo TRITC (isotiocianato de tetrametilrodamina). Para
ello, los OLGs previamente fijados con PFA al 4%, se incubaron con TRITC-faloidina en
una concentracion 1 uM, durante 45 min. Asimismo, se realizé la contratincién nuclear
con el compuesto DAPI (4" 6-diamidino-2-fenilindol) 300 nM, durante 5 min. Se realiz6 el
montaje de los cubreobjetos con glicerol: PBS 9:1, fueron sellados con esmalte de ufias

y se conservaron en congelacién hasta su observacién por microscopia de fluorescencia.

13.4 Deteccion de marcadores de diferenciacion y maduracién
oligodendroglial y de tubulina-a acetilada por inmunofluorescencia

Todas las células previamente fijadas con PFA al 4% se incubaron con disolucién de

permeabilizacion (Triton X-100 0.2% en PBS) lo que implica la formacion de poros en la
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membrana plasmatica que permite la difusion de los anticuerpos al interior de las células
e incluso al nucleo. Posteriormente, se realiza la tincibn de las células por

inmunodeteccion fluorescente.

Para la caracterizacion del cultivo de OLGs de nervio éptico se inmunodetectd el
marcador Olig2 a las 24h de cultivo con el anticuerpo primario anti-Olig2 1:150, IgG
policlonal, hecho en conejo, Abcam ab81093 y el anticuerpo secundario FITC-anti-IgG de
conejo 1:75, hecho en cabra, Jackson Immunoresearch 115-095-003. Ademas se realiz6
la contratinciébn de los nucleos y los microfilamentos de actina como se menciond

previamente.

Para la caracterizacion del cultivo de OPCs se emplearon los anticuerpos primarios
dirigidos al gangliésido A2B5 (anti-A2B5 1:100, IgM monoclonal, hecho en ratén, R&D
Systems MAB1416) y a la proteina Olig2 (1:150) y los correspondientes anticuerpos
secundarios (anti-lgM de ratén 1:100, hecho en cabra, Santa Cruz Biotechnology sc-2082
y anti-lgG de conejo 1:75, hecho en cabra, Jackson Immunoresearch 111-175-003)
acoplados a FITC (isotiocianato de fluoresceina) y Cy5 (cianina 5), respectivamente.
También se llevo a cabo la tincidn fluorescente de contraste para resaltar los nicleos con

DAPI como se mencion6 anteriormente.

Se utilizé el anticuerpo contra tubulina-a acetilada (anti-tubulina-a acetilada K40 1:140,
IgG monoclonal, hecho en ratén, Abcam ab24610) y el anticuerpo secundario (anti-lgG
de ratdén 1:1000 hecho en cabra, Thermo-Fisher A-11004) acoplado al fluorocromo Alexa
Fluor 568 (AF568) en los OPCs con tratamiento con MEL de 24 y 48h para evaluar la
modulacion de los microtubulos. También se realizo la tincion fluorescente de los nucleos
con DAPI 150 nM, 5 minutos.

Para los OLGs de nervio 6ptico con 48h de tratamiento y los OPCs que tuvieron
tratamiento de 72h se emplearon los anticuerpos primarios dirigidos a O4 y a MBP (anti-
04 1:100, IgM monoclonal, hecho en ratén, Merck MAB345 y anti-MBP 1:200, IgG
policlonal, hecho en conejo, Abcam ab40390) y los anticuerpos secundarios FITC-anti-

IgM de ratén 1:75 (hecho en cabra, Santa Cruz Biotechnology sc-2082) y anti-lgG de
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conejo 1:500 (hecho en cabra, Invitrogen A-11009) conjugado al fluorocromo Alexa Fluor
532.

La adquisicion de imagenes se realizd mediante un microscopio de fluorescencia Nikon®
Eclipse TE-2000 acoplado a un sistema de adquisicion de imagenes DS-Ri2 y al
programa NIS-Elements® AR, version 3.4. Estas imagenes se analizaron con el
programa NIS-Elements® AR y/o con el programa ImageJ [NIH; plug-in Sholl analysis:
Ferreira et al, 2014159,

13.5 Inmunodeteccion de tubulina-a y tubulina-a acetilada por Western
Blot

La cantidad de proteina de los extractos obtenidos del cultivo de OPCs con 48h de

tratamiento, se determiné mediante el método de Lowry(169),

Se utiliz6 el sistema de amortiguadores de electroforesis de Laemmlitl®D) y las muestras
se procesaron en condiciones desnaturalizantes (SDS y B-mercaptoetanol) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante de las camaras de electroforesis (MiniPROTEAN® 3 Cell,
Bio-Rad).

Previo a la electroforesis, se revisa que la cAmara de electroforesis esté integra y libre de
fugas. Se colocan los geles de poliacrilamida 10%-SDS en la camara y se afade el
amortiguador de corrida (25mM Tris base, 190 mM glicina y 0.1% SDS, pH 8.3). En el
primer carril se coloca 1 pL del marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Dual
Xtra Standards, BioRad 161-0377). De los extractos experimentales se cargaron 5 ug de

proteina/carril. Se realizé la corrida a 200V durante 30 min.

Una vez realizada la electroforesis las proteinas permanecen unidas a la matriz del gel y
no pueden ser alcanzadas por los anticuerpos, por lo que se realiza la transferencia a
una membrana de polivinildifluoruro de baja fluorescencia (LF-PVDF) mediante el equipo
TransBlot Turbo (BioRad) en las condiciones indicadas por el fabricante para la
transferencia de proteinas de peso molecular mixto. Asimismo, se utilizé el amortiguador

del estuche comercial de transferencia TransBlot Turbo (BioRad 170-4271).
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Para la inmunodeteccion las membranas se bloquean con el amortiguador comercial
Odyssey Blocking Buffer TBS (TBS con 0.1% de azida de sodio) y se incuban con los
anticuerpos primarios dirigidos a la proteina tubulina-a acetilada y no acetilada (anti a-
tubulina acetilada K40 1:1000, IgG monoclonal, hecha en raton, Abcam ab24610 y anti
a-tubulina 1:1000, hecha en conejo, Abcam ab4070) durante toda la noche a 4°C.
Después de tres lavados con TTBS (0.05% Tween20/TBS), se incubaron con los
anticuerpos secundarios correspondientes (anti-lgG de ratén 1:10000, hecho en cabra,
Jackson Immunoresearch 115-035-003 y anti-IgG de conejo 1:60000, hecho en cabra,
Jackson Immunoresearch 111-035-003) acoplados a peroxidasa de rabano (HRP),
durante 90 min a temperatura ambiente. Para revelar las bandas inmunorreactivas, la
peroxidasa unida al anticuerpo secundario cataliza la oxidacién del luminol en presencia
de peroxido de hidrogeno. Como resultado el luminol se descompone emitiendo una
sefal de quimioluminiscencia. Para esta reaccion se incubaron las membranas con el
sustrato quimioluminiscente de la marca Millipore (HRP-Substrate, Millipore), durante 5
min y se procedio a obtener las imagenes mediante el fotodocumentador Chemidoc MP,
BioRad. El andlisis densitométrico de las imagenes se realiz6 mediante el programa
ImageLab de BioRad.
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