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RESUMEN

Las células de Schwann (CS) son células gliales del sistema nervioso periférico, se
pueden distinguir dos tipos, las CS que forman mielina y las CS que no forman
mielina también conocidas como células Remak. Ambos fenotipos maduros tienen
gran plasticidad, ya que, después de una lesidn, durante el proceso de la
degeneracion Walleriana adoptan el fenotipo de reparacion, el cual tiene
caracteristicas genotipicas y fenotipicas que lo diferencian de las CS maduras y de
los precursores de las CS. Las células de reparacion adoptan una morfologia bipolar
elongada y expresan factores de transcripcién importantes como c-Jun, el cual es
considerado un regulador maestro para que las CS maduras adquieran el fenotipo
de reparacion y se lleve a cabo una reparacion nerviosa exitosa. En este trabajo, se
describen cambios en el marcaje de c-Jun durante la degeneracion Walleriana
mediante doble-inmunofluorescencias. Los resultados muestran que la expresion
de c-Jun se observa en los nucleos de las células de reparacion a partir de los 3
dias, con un pico maximo entre 5 y 7 dias, en donde los nucleos se organizan en
bandas de Bungner. También se observa que, contrario a lo sugerido en la
bibliografia, la expresion de c-Jun es independiente del proceso de remielinizacion,
y que la presencia de c-Jun en las células de reparacién no es un marcador para
determinar qué célula adoptara el fenotipo mielinizante o no mielinizante durante el
proceso de regeneracion.



l. ANTECEDENTES

1.1 Sistema Nervioso Periférico

El sistema nervioso incluye el encéfalo, la médula espinal y una compleja red de
nervios. Este sistema se encarga de enviar informaciéon de una region del cuerpo a
otra. Anatdmicamente se divide en sistema nervioso central (SNC) compuesto por
el encéfalo y la médula espinal, mientras que el sistema nervioso periférico (SNP)
comprende todo el tejido nervioso fuera del sistema nervioso central. EI SNP se
subdivide en nervios sensoriales (aferentes) y nervios motores (eferentes), éstos
ultimos pueden clasificarse en nervios somaticos y nervios autonomos, de los cuales
se desprende el sistema nervioso simpatico y el sistema nervioso parasimpatico
(Fig. 1); recientemente se ha agregado una subdivisién llamada sistema nervioso
entérico, el cual es el sistema nervioso intrinseco del tracto gastrointestinal (Farley
et al., 2014). Ademas de las neuronas que conforman los nervios, el sistema
nervioso incluye células de sostén, llamadas glia o neuroglia, y tejido conectivo
(Geneser et al, 2014).

[ Sistema nervioso ’
1
I 1
[ Sistema nervioso periférico ’ [ Sistema nervioso central ’
I : 1 I_1
[ Nervios sensoriales (aferentes) ’ [ Nervios motores (eferentes) ’ [ Cerebro y médula espinal ’
1
I 1
[ Nervios somaticos J [ Nervios Auténomos J
1
I 1
[ Nervios simpaticos ’ [ Nervios parasimpaticos ’

Figura 1. Esquema del sistema nervioso. Se muestran las subdivisiones del sistema
nervioso.

La neurona es la unidad estructural y funcional del sistema nervioso, se encuentran
conectadas entre si mediante sinapsis y tienen la propiedad de generar y propagar
el impulso nervioso. Esta compuesta por el soma, que contiene el nucleo y varias
evaginaciones de longitud variables (axones y dendritas) (Pawlina y Ross, 2020).
Un axdén con sus correspondientes vainas nerviosas forma una fibra nerviosa.

Las células gliales desempefian una funcion de soporte y proteccion de las
neuronas. Segun su ubicacion dentro del SN ya sea central o periférico,
encontramos a las astrocitos, oligodendrocitos, células ependimarias y microglia.
Las células que constituyen la glia periférica son las células de Schwann (CS), las



células satélite y otras células relacionadas con organos o tejidos especificos como
la teloglia, asociada con la placa terminal motora, la neuroglia entérica asociada con
los ganglios ubicados en la pared del tubo digestivo y las células de Muller en la
retina (Pawlina y Ross, 2020). Las fibras nerviosas se agrupan formando fasciculos
que constituyen la unidad anatomofuncional del nervio (Mufioz et al., 2022). Los
nervios se pueden clasificar en motores y sensoriales. Las neuronas eferentes que
forman parte de los nervios motores reciben sefales del SNC y las envian a través
de sus dendritas hacia la periferia, mientras que las neuronas aferentes, ya sean
sensoriales o viscerales, conducen impulsos relacionados con el dolor, temperatura,
tacto y presion desde la periferia hacia el SNC.

1.1.1 Estructura del nervio periférico

Los nervios periféricos son estructuras que unen centros nerviosos con distintos
tejidos u organos, permitiendo la transmision de sefales a través del impulso
nervioso. Estos estan formados por axones mielinizados y no mielinizados que
forman parte de las fibras nerviosas que a su vez se agrupan en fasciculos (Muioz
et al.,, 2022), glia y tejido conectivo, éste ultimo recubre a los fasciculos y se
compone de epineuro, perineuro y endoneuro (Fig. 2.), siendo la capa mas externa
el epineuro, el cual es de una cubierta gruesa que recubre un conjunto de fasciculos,
que pueden variar en cantidad de 1 hasta 100, contiene tejido adiposo, vasos
sanguineos, vasos linfaticos y bandas de colageno y elastina ordenadas
longitudinalmente. Cada fasciculo esta delimitado por el perineuro, el cual es una
lamina de tejido conectivo circular, a su vez, dentro del perineuro los espacios entre
fibras nerviosas estan ocupados por el endoneuro, el cual es una capa de tejido
conectivo laxo que rodea a las CS y los axones, contiene fibroblastos, mastocitos,
fibras colagenas y capilares (Bruel et. al., 2014; Munoz et al., 2022).
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Figura 2. Esquema de un nervio y sus diferentes capas. La capa mas externa es el
epineuro, el cual envuelve a varios fasciculos, cada uno de éstos ésta cubierto a su vez por
el perineuro, mientras que cada fibra nerviosa se encuentra rodeada por el endoneuro el
cual ademas contiene fibroblastos, mastocitos y células endoteliales (Mufioz et al., 2022)
(Imagen adaptada de Gerber et al, 2021).



1.1.2 Células de Schwann

En el SNP residen varios tipos de células gliales, derivados de las células de la
cresta neural, que incluye a las células de Schwann (CS), células satelitales, células
de recubrimiento olfatorio o las células de la glia entérica (Reed et al., 2022). Estas
células presentan una morfologia heterogénea que refleja las diversas funciones
que desempefian en el sistema nervioso, entre las que destacan proveer a las
neuronas de soporte metabdlico y trofico (Feltri et al., 2021). Las CS son la glia méas
estudiada, se pueden distinguir dos tipos, las células de Schwann que forman
mielina (CSFM) y las células de Schwann que no forman mielina también conocidas
como células Remak (Jessen et al., 2015), que tienen caracteristicas que las hacen
diferenciarse entre ellas y de otras células. Las CSFM tienen la capacidad de
extender su membrana aproximadamente 2000 veces para envolver segmentos del
axén con un calibre mayor o igual a 1 ym, formando una vaina de mielina a
diferencia de las células Remak que envuelven multiples axones normalmente con
un diametro menor o igual a 1 ym.

En cuanto a marcadores de proteinas ambos tipos de CS comparten la proteina
S100, sin embargo, también tienen perfiles caracteristicos de cada una, las CSFM
expresa factores promielinizantes como Egr2 (Krox20), moléculas como la proteina
cero de mielina (MPZ) y la proteina basica de mielina (MBP). Mientras que las
células Remak poseen marcadores celulares que pueden encontrarse en CS en
desarrollo como la molécula de adhesion a células neurales (NCAM), receptor de
neurotropinas p75 (p75NTR), la proteina fibrilar acida glial (GFAP) y molécula de
adhesion a células neurales L1 (L1INCAM) (Jessen y Mirsky, 2019).

1.1.3 Desarrollo de la célula de Schwann

En el desarrollo embrionario, a medida que las células de la cresta neural migran y
proliferan junto con los axones en crecimiento, se diferencian primero en
precursores de las células de Schwann (PCS), los cuales son células multipotentes
con la capacidad de generar varios tipos celulares como melanocitos, fibroblastos
endoneurales y neuronas parasimpaticas; posteriormente los precursores se
diferencian en células de Schwann inmaduras (CSl). Durante este proceso se
activan factores de transcripcion que permiten la transicion de células de la cresta
neural a PCS y posteriormente a CSI, entre estos factores destacan Sox10,
Neuroregulina 1, principalmente el tipo Ill, (NGR1 tipo Ill) y Notch (Jessen et al.,
2015).

Las CSI se pueden diferenciar a CSFM o a células Remak, dependiendo del
diametro del axén con el que se asocian, aquellas que adquieren un fenotipo
promielinizante, para finalmente convertirse en células mielinizadas. Estas
presentan un aumento de factores de transcripcion mielinizantes como el factor
nuclear kB (NF-kB), Sox10 y Egr2/Krox20 (Salzer, 2015) y existe una disminucién
de factores de transcripcién que inhiben la mielinizacién como c-Jun, PAX3 y Sox2
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(Jessen y Mirsky, 2005). La mielinizacion comienza en el periodo embrionario con
un proceso denominado seleccion radial en donde los axones >1um se mielinizan
(Peters et al., 1991) estableciéndose una relacién 1:1, para ello se activan una serie
de cascadas moleculares, donde uno de los principales reguladores es NGR1 tipo
lll, el grueso de la vaina de mielina se relaciona directamente con el diametro del
axon (Taveggia et al., 2005).
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Figura 3. Desarrollo de las CS en las ratas. El diagrama muestra las transiciones de las
células de Schwann en el desarrollo y después de una lesion. En el desarrollo (flechas negras
continuas) ocurre: la formaciéon de los precursores de las células de Schwann a partir de
células de la cresta neural, la transicién precursor-célula de Schwann y la formacién de
células de Schwann que forman y no forman mielina madura. Esta transicion puede adoptar
un fenotipo de reparacion cuando se pierde el contacto axonal (flechas rojas) y se restablece
en los nervios en regeneracion (flechas punteadas) (Fazal, S., 2017).

Es importante mencionar que las CS tienen gran plasticidad, ya que, después de
una lesion tanto las CSFM como las células Remak pueden adoptar un fenotipo de
reparacion, el cual tiene caracteristicas genotipicas y fenotipicas que lo diferencian
de las CS maduras y de los PCS. El fenotipo de reparacion adopta una morfologia
bipolar elongada (Jessen et al., 2015) y expresa factores de transcripcion,
importantes como c-Jun, cuya activacion es imprescindible para que las CS
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maduras adquieran un fenotipo de reparacion y se lleve a cabo una reparacion
nerviosa exitosa (Jessen y Arthur-Farraj, 2019; Jessen y Mirsky, 2016, 2022). Otras
moléculas involucradas en el fenotipo de reparacion son Merlin, Ngr 1,
neurotropinas como el factor de crecimiento nervioso (NGF), neurotropina 4 (NT4)
y el factor neurotrdpico derivado del cerebro (BDNF) (Jessen y Mirsky, 2022).

1.1.4 Caracteristicas de la mielina en el SNP

La mielina es una extensién de la membrana glial de las CSFM (Nave y Werner,
2014), actua como un elemento esencial para la propagaciéon del impulso nervioso
saltatorio (Cisterna et al., 2019).

La mielina se puede catalogar en dos tipos: mielina compacta, la cual favorece la
conduccion eléctrica, y mielina no compacta que concentra los organelos necesarios
para las operaciones celulares (Cisterna et al., 2019). En la mielina compacta, que
actua como aislamiento, se encuentran las proteinas PO que solo se encuentra en el
SNP, la proteina MBP y la proteina de mielina periférica 22 (PMP22). En
micrografias electrénicas la mielina compacta se observa como una linea densa
mayor alternando con lineas intraperiédicas (Fig. 4) (Salzer, 2015). La mielina no
compacta se encuentra conformada por citoplasma, se localiza en las asas
paranodales (extensiones citoplasmaticas localizadas en los margenes laterales de
las SC, cercanos a los nodos de Ranvier), en los compartimentos citoplasmaticos
interno y externo y en las incisuras de Schmidt-Lanterman (ISL) (Cisterna et al.,
2019).

Las ISL son porciones de citoplasma orientadas tanto longitudinalmente como
transversalmente, que interrumpen la apariencia densa de la mielina compacta
(Cisterna et al., 2019). Estas fueron descritas por Ramén y Cajal (1928) como
segmentos conicos infundibulares de longitud variable que se extienden desde el
citoplasma de las CS al axdn proveen comunicacién entre los axones y los
compartimentos citoplasmaticos internos y externos. Cada ISL tienes tres
caracteristicas estructurales especificas, forma de resorte debido a su continuidad
citoplasmatica en la vaina de mielina, adhesion de membranas con otras
membranas adyacentes y abultamiento del citoplasma, el cual difiere de las uniones
estrechas que se encuentran en la mielina compacta. Entre las principales proteinas
gue se encuentran en las SLI destacan la actina, anexina Il, AQP1, B -catenina,
molécula de adhesién celular-4 (CADM4), conexina 29 y conexina 32, E-caderina,
entre otras. Estructuralmente su funcién se relaciona como amortiguadores de
fuerzas mecanicas (Terada N et. al, 2019); se ha sugerido que estas regiones de
mielina no-compacta actuan como canales para el transporte de sustancias
metabdlicas (Martini, 2005); permiten el mantenimiento y metabolismo de la mielina,
asi como el crecimiento longitudinal de la vaina de mielina (Arroyo y Scherer, 2007),
y en condiciones de dafo nervioso se han relacionado con ser los sitios clave para
la fragmentacion de la vaina de mielina durante la DW (Jung et al., 2011).
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Figura 4. Organizacion esquematica de la vaina de mielina compacta.

En la mielina compacta se visualizan lineas interperiodicas, las cuales representan
aposiciones celulares de la parte extracelular de la membrana, formada por interacciones
de tetrameros de proteina PO en ambos lados de la membrana (en la imagen solo se
representan interacciones dimero/dimero por simplicidad), alternando con lineas densas
mayores, formados por las interacciones electroestaticas de MBP con la membrana lipidica
y la porcion terminal citoplasmatica de PO, que representan las aposiciones estrechas del
citoplasma. Tomada de (Salzer, 2015).

1.1.5 Polaridad de las CS

Las CS mielinizadas tienen una polaridad longitudinal y otra radial. La primera de
ellas se evidencia por la organizacion de la SC en las siguientes regiones: nodal,
paranodal, juxtaparanodal e internodal; mientras que la polaridad radial esta
representada por la membrana interna (adaxonal) y la membrana externa
(abaxonal), entre las cuales se encuentran las vainas de mielina (Fig. 5) (Salzer,
2015).

Polaridad longitudinal

El dominio mas grande, el internodo, que corresponde a la porcion del axén
localizada debajo de la mielina entre los nodos de Ranvier; a lo largo del internodo,
la membrana interna de la CS se encuentra uniformemente separada del axén por
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el espacio periaxonal de 15 nm; los internodos pueden llegar a medir 1Tmm o mas
en el SNP (Salzer et. al., 2008). A lo largo de esta region se encuentra un conjunto
de moléculas de adhesion caracteristico que median las interacciones axon-CS,
como son las moléculas de adhesion celular similar a la nectina (Necl) también
llamadas moléculas de adhesion celular (Cadm), moléculas de adhesion sinaptica
(SynCAMS), las proteinas similares TSLC1, glicoproteinas asociadas a mielina
(MAG), entre otras (Salzer et. al., 2008).

Los nodos de Ranvier (region nodal) son espacios que se encuentran entre las
CSFM o internodos (Fig. 5), miden alrededor de 1 um, representan los sitios donde
el axén se comunica con el medio extracelular; los nodos estan cubiertos de
microvellosidades que son proyecciones de la membrana de las CS, las cuales se
encuentran enriquecidas en ezrina, radixina y moesina (ERMs), proteinas que se
asocian a la actina (Hansen y Kwiatkowski, 2013). Los nodos se encuentran
enriquecidos en canales de Na® dependientes de voltaje, esenciales para la
regeneracion del potencial de accion (Salzer, 2003; Salzer et. al., 2008).

La region paranodal es la zona adyacente a los nodos (Fig. 5), donde se encuentran
uniones axo-gliales especializadas las cuales son el sitio de aposicion mas estrecho
entre las CSFM y la membrana axonal. Se visualizan como una serie de asas
intimamente asociades que invaginan en el axolema. Estas uniones promueven la
adhesion entre la CS y el axdon, ademas de que proveen una barrera parcial a la
difusion de iones entre el nodo y el internodo durante el potencial de accion (Salzer
et. al., 2008). En el axolema de la region nodal se localiza contactina (Cntn) y las
proteinas asociadas a contactina (Caspr), dos moléculas de reconocimiento celular
que se unen mediante sus dominios extracelulares a proteinas como la neurofascina
de 155 kDa (NF155) que se expresan en las asas paranodales de las CSFM
(Scherer y Arroyo, 2002; Salzer et al., 2008).

Continua a la region paranodal se encuentra la region juxtaparanodal (Fig. 5), la cual
se localiza inmediatamente debajo de la vaina de mielina compacta y se encuentra
enriquecida en canales de potasio tipo Shaker como Kv1.1 y Kv1.2 (Salzer et. al.,
2008). Dichos canales de K+ actuan como un amortiguador de la reentrada del
potencial de accion, al mantener el potencial de reposo del internodo y actuando
activamente en el establecimiento del potencial de membrana después de la
conduccion del impulso nervioso (Poliak y Peles, 2003).

Polaridad radial

La polaridad radial se observa cuando se realiza un corte transversal a un nervio,
se describe de interno a externo la membrana adaxonal, las vainas de mielina, la
membrana abaxonal y la lamina basal (Fig. 5) (Salzer, 2015) .

La membrana adaxonal esta separada del axolema (membrana celular axonal) por
un espacio de aproximadamente 15nm, conocido como el espacio periaxonal; esta
membrana se encuentra enriquecida en moléculas de adhesion y receptores que
median las interacciones con los ligandos relacionados con el axén. Entre estas
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moléculas de adhesion glial se encuentran la glioproteina MAG y proteina tipo
nectina como Necl-2 (CADM1) y Necl-4 (CADM4) (Salzer, 2015).

La membrana abaxonal media interacciones con la laminina en la lamina basal,
especialmente las integrinas a631, a634 y distroglicano (3, los cuales son regulados al
alza durante la mielinizacion. El espacio citoplasmatico externo no se encuentra
uniformemente arreglado a diferencia del espacio citoplasmatico interno, sino que
tiene aposiciones periddicas entre la membrana abaxonal y la parte exterior de la
mielina compacta. Dichas aposiciones estan enriquecidas en complejos de
distroglicanos via proteina 2 relacionada al distroglicano (Drp2) unido a periaxina.
Estas aposiciones delimitan una red de canales citoplasmico anastomosados
conocidos como bandas de Cajal, las cuales se encuentran en la parte exterior de
la SC facilitando un conducto para el transporte centrifugal de RNA y proteinas
originadas en el soma de las células hacia la regién paranodal. Las membranas
externas de estas bandas interaccionan con la lamina basal a través de la 31
integrina y un segundo complejo distroglicano. Las bandas de Cajal estan
enriquecidas en proteinas del citoesqueleto. Entre las dos membranas descritas
anteriormente se encuentra la vaina de mielina compacta y multilamelar que resulta
del enrollamiento circunferencial de la membrana plasmatica de la CS (Salzer,
2015).
P Basal lamina
Abaxonal membrane

, Abaxonal membrane Apposition

"y = j
- 4 5 Cajal band Microvilli
W = /Apposition

¥, = Cytoplasmic

‘ 7 ’ » collars Adaxonal
ff‘ { M0 N membrane
i { } y _ Paranodal
A\ AL ( // N junction

A\l \ \"~-\\ / R Ny

l Z D colar Compact myelin
NS =N
\\ -~

Periaxonal
space Microvilli
Junctional
complex
Juxtaparanode

sLI Gép
junction

Adaxonal membrane

Figura 5. Organizacion de las células de Schwann formadoras de mielina. En la imagen se
muestra a las SC (azul) rodeando un axén (gris); la célula de la izquierda es mostrada en un
corte longitudinal, mientras que la célula derecha se muestra desenrollada. Las SCFM se
encuentran rodeadas por la lamina basal (azul claro a la izquierda), la cual esta en contacto
directo con la membrana abaxonal. El compartimento abaxonal contiene el nucleo de la SC (SN),
se divide en bandas de Cajal y aposiciones periddicas que se forman entre la membrana
abaxonal y la porcion externa de la mielina compacta. La membra adaxonal es separada de la
membrana axonal por el espacio periaxonal (en amarillo). La mielina compacta es interrumpida
por la SLI, las cuales retienen citoplasma y se encuentran enriquecidas en uniones tipo GAP
entre otras. También se muestran las asas paranodales y uniones (rojo) y las microvellosidades
de las CS en contacto con el axén en el nodo, cuyo didametro se encuentra reducido en la region
nodal v naranodal. (Tomado de Salzer. 2015).



1.1 Degeneracion Walleriana

La degeneraciéon Walleriana (DW), originalmente descrita por Augustus Waller
(1850), es la rapida degeneracion de la regién distal de un axén lesionado (Jessen
y Mirsky, 2019). Es un proceso que ocurre en la region distal de un nervio tras una
lesion que interrumpe la continuidad del nervio. A diferencia del SNC, donde no
existe una recuperacion nerviosa, el SNP tiene la capacidad de regenerarse; para
lograrlo requiere la participacion de otras células no neuronales: CS, macrofagos,
fibroblastos, células del sistema inmune, las cuales influencian fuertemente el patrén
de degeneracion y regeneracion del axén (Jessen y Mirsky, 2019). Para alcanzar
una recuperacion completa el nervio debe pasar por tres procesos principales: la
DW, la regeneracién axonal y la reinervacion del 6rgano blanco (Jessen et al., 2015;
Menorca et al., 2013).

La DW es un proceso anterogrado y asincronico. Dentro de la DW se distinguen dos
componentes principales, el primero la regresion de la diferenciacion del fenotipo
mielinizante y el segundo la activacion de caracteristicas dedicadas a promover la
reparacion, adquiriendo las CS tanto CSFM como células Remak, un fenotipo de
reparacion; por otra parte, los componentes del citoesqueleto axonal son
desensamblados y el axdn es fragmentado, lo que propicia la rotura de las vainas
de mielina. Tanto las CS como los macrofagos infiltrados actuan removiendo el
debris de axones y de mielina. Adicionalmente, las células de Schwann proliferan,
se alinean alrededor de la lamina externa y realizan cambios morfolégicos que
incluyen la elongacién de las CS para formar guias, denominadas bandas de
Bldngner que guian a los axones en regeneracion originados de la parte proximal
del nervio dafado. Estos nuevos axones pasan por un proceso de remielinizacion
hasta alcanzar su blanco y recuperar su funcién (Fig. 6) (Arslantunali et al, 2014;
Jessen y Mirsky, 2019).
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Regeneracion del nervio
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Figura 6. Fases de la degeneracion Walleriana (A) Axén mielinizado no lesionado. (B) En respuesta
a una lesion, el axén y su envoltura de mielina se degeneran en la parte distal con respecto a la lesion.
Los macrofagos invaden la region distal, penetran la ldmina basal, y fagocitan la mielina en
degeneracion. (C) En la parte proximal, se forma el cono de crecimiento, el axéon comienza a
regenerarse dentro de las bandas de Blingner que corresponden a CS en proliferacion, las cuales
contribuyen a la regeneracion axonal y la eventual remielinizacion. (D) Nervio periférico reparado y
remielinizado, los internodos regenerados son mas pequefos (Adaptado de Arslantunali et al., 2014)
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1.2.1 Tipos de lesiones

Las lesiones que pueden ocurrir en el SNP se pueden clasificar de acuerdo al
sistema propuesto por Seddon en 1943, el cual contempla tres categorias basado
en el grado de desmielinizacion y la extension de dafio a los axones y el tejido
conectivo de los nervios (Figura 7). La neuropraxia es la forma menos severa de
lesion, se define como una desmielinizacion focalizada sin dafo a los axones o el
tejido conectivo. Es seguida en nivel de severidad por la axonotmesis, en la cual
hay dafio directo al axén y desmielinizacion focal con preservacion de la continuidad
del tejido conectivo, suele ser causada por lesiones por compresion o aplastamiento
(crush). La lesibn mas grave se denomina neurotmesis, en la cual hay una
transeccion total de los axones y el tejido conectivo y el nervio pierde
completamente su continuidad (Menorca et al., 2013).

=
/—\"\/—\ / 1. Neuropraxia
= N—

b
Fibra nerviosa
normal - \
Lesién por

compresion

[ ] 2. Axonotmesis
Int d
nternodo
S -

Lesion por 3. Neurotmesis
transeccion

Figura 7. Clasificacion de Seddon para las lesiones del nervio periférico. Diagrama
qgue muestra los tres tipos de dafio que puede sufrir un nervio después de una lesion por
transeccion o compresion. 1) Neuropraxia, que solo altera la vaina de mielina; 2)
Axonotmesis, que altera al axon y la vaina de mielina, pero mantiene la estructura de la
lamina basal; 3) Neurotmesis en la que se altera toda la fibra mielinizada incluida la lamina
basal (Adaptada de Belin et al., 2017, tomada de Segura-Anaya 2022).

1.2.2 Eventos de la Degeneracion Walleriana

Las CS que pierden el contacto axonal adquieren un fenotipo de reparacién, este
consiste en la activacion de factores de transcripcion como c-Jun el cual se propone
que actua como regulador negativo de la mielinizacion, ademas se activan vias de
sefalizacion que hacen posible la desintegracion de la mielina a través de autofagia
de las CS y los macréfagos que realizan mielinofagia, también se lleva a cabo la
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proliferacion de CS que formaran las bandas de Blungner que serviran de guia para
los axones en regeneracion y son regulados al alza factores que promueven la
supervivencia de las neuronas y la elongacién axonal (Jessen y Mirsky, 2019).

Lo descrito anteriormente comienza con la pérdida del contacto axonal, tras lo cual
empieza la desestructuracion de la mielina de las CSFM. Minutos después de la
axonotmesis, se puede observar un ensanchamiento de las ISL en la region mas
proximal a la lesion, y a las 24-36h se puede observar este fendmeno en las partes
mas distales del nervio dafado. Mientras continua el ensanchamiento de las ISL,
las CSFM comienzan a edematizarse, a la par que empieza la desintegracion de la
mielina a través de un proceso de autofagia realizado por los lisosomas que la
convierte en pequefios segmentos en forma de ovoides los cuales también
contienen citoplasma de las CS y fragmentos de axoplasma (Carroll y Worley, 2016;
Dubovy, 2011; Jessen y Mirsky, 2019).

Por otra parte, se activa una reaccion inmune en respuesta al dafio nervioso, los
mastocitos se acumulan y degranulan dentro del endoneuro del nervio periférico
lesionado, liberandose en cuestion de horas mediadores como histamina y otras
quimiocinas que contribuyen al reclutamiento de neutréfilos y macréfagos (Dubovy,
2011). Ademas las CS en la regiéon distal al sitio de lesién, las cuales ya han
comenzado la transicion al fenotipo de reparacion, regulan al alza la expresion de
citoquinas como factor de necrosis tumoral a (TNFa), las interleucinas (Il) II-1a e Il 1-
B, el factor inhibidor de leucemia (LIF), la proteina quimiotactica monocitica -1 (MCP-
1) y receptores tipo Toll, los cuales reclutan macréfagos que se encuentran en el
endoneuro (Jessen y Mirsky, 2019).

Los macréfagos ayudan a eliminar el debris de mielina en la region distal a la lesion,
convirtitndose en los principales fagocitadores de mielina después de la
degradacion inicial propiciada por las propias CS. Los macrofagos ademas
contribuyen a la produccion de factores mitdbgenos para las CS y los fibroblastos,
ayudan también a la vascularizacion del puente de la lesiéon (Carroll y Worley, 2016;
Dubovy, 2011; Jessen y Mirsky, 2019).

1.2.3 Plasticidad de las CS

Los nervios periféricos deben su gran potencial de reparacion debido a la plasticidad
de las CS y potencial de adaptacion neuronas del SNP, ya que ambos tipos de
células son capaces de presentar un estado transitorio de reparacién tras una
lesion. La respuesta de las neuronas al dafo se centra en un cambio de funcién de
sinapsis entre neuronas a la de formar un nuevo axon. Mientras que las CS, tanto
células Remak como CSFM, adoptan un fenotipo de reparacion a través de un
proceso denominado reprogramacién celular adaptativa. Este consiste en una
pérdida de la mielina y en la activacion de una serie de sefiales moleculares que
propician la regeneracion (Jessen y Mirsky, 2016, 2019).

19



Las CS de reparacion tienen caracteristicas moleculares y morfolégicas que
permiten distinguirlas de las CS maduras y de los estadios embrionarios. Dentro de
su perfil molecular destacan los genes Olig1 y Shh los cuales se expresan de novo
después de una lesion y son regulados al alza por el factor de transcripcion c-Jun,
el cual es uno de los principales reguladores del proceso de desmielinizaciéon y la
activacion del programa de reparacion, ya que interactua con al menos 172 de los
4000 genes involucrados en el cambio de las CS tras una lesion (Jessen y Mirsky,
2019).

Morfologicamente la principal caracteristica de las CS de reparacion es su
estructura elongada (Fig. 8), las células de reparacion derivadas de las CSFM
pueden llegar a duplicar su longitud original, mientras que las derivadas de células
Remak pueden triplicar su longitud, dicho cambio morfolégico de ambos tipos de CS
maduras a CS de reparacion se asocia a la funcion que tienen de servir de guia a
los axones en proceso de regeneracion al sobreponerse entre ellas para formar las
bandas de Blngner (Jessen y Mirsky, 2019).

Myelin cell 576 pm

- l

S e e Repair cell from myelin cell
1117 pm

Repair cell from Remak cell
770 pm I

Immature Remak cell 256 pm

Schwann cell 112 pm

Figura 8. Cambios morfolégicos de las CS de reparaciéon. Se muestra la diferencia
morfoldgica entre las CS inmaduras, las CSFM y las células Remak en comparacién con
las CS de reparacion derivadas de los fenotipos maduros, utilizando marcaje genético in
vivo (Tomado de Jessen y Mirsky, 2022).

1.2.4 Factor de transcripcion c-Jun

Los factores de transcripcion son proteinas de union especifica al DNA que median
la tasa de transcripcion de genes positiva o negativamente (actuando como
represores o activadores) (Alisson A., 2012). Existen diversos tipos de factores de
transcripcion de acuerdo a las caracteristicas de sus dominios de unién a DNA,
entre los que se encuentran los de tipo cremallera de leucina (bZIP) de los cuales
uno de los mas estudiados es c-Jun, el cual actua como un homo o heterodimero
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(Meng y Xia, 2011), formando parte del factor de transcripcion AP-1 en conjunto con
Fos (Mechta-Grigoriou F., 2001).

Durante el desarrollo de las CS, c-Jun es facilmente detectable en las CS inmaduras
de los nervios perinatales aunque sus niveles son regulados a la baja con el inicio
de la mielinizacion durante las primeras 2 semanas después del nacimiento,
(Parkinson et al., 2008, Balakrishnan A. et al., 2021). En nervios maduros no
lesionados, el mMRNA y la proteina de c-Jun son detectables, aunque a niveles muy
por debajo de los observados en una lesion. Se puede encontrar c-Jun en nucleos
de células Remak y en algunos nucleos de CSFM (Jessen y Mirsky, 2022).

Durante la DW, c-Jun es considerado un regulador maestro para que las CS
maduras adopten un fenotipo de reparacion (Jessen y Mirsky, 2022); por lo que tras
una lesion el mMRNA de c-Jun es rapidamente regulado al alza en cuestidén de horas
(Shy et al., 1996), aunque los niveles de proteina de c-Jun continuan aumentando
dias después de la lesion (Jessen y Arthur-Farraj P, 2018), actuando como un
inhibidor esencial de la mielinizacién e inductor de la diferenciacion de CS a un
fenotipo reparador al suprimir genes mielinizantes como Egr2, MPZ, Egr2, MPX,
MBP, periaxina y E-caderina; ademas regula al alza genes relacionados con el
crecimiento y regeneracion neuronal tales como N-caderina, p75NRT y NCAM, y las
moléculas de sefalizacion GDNF, artemina, SHH y BDNF, entre otros 172 genes,
por otra parte a través de la activacion de la mielinofagia también contribuye a la
eliminacién del debris de mielina tras la lesion, lo cual es crucial para una
regeneracion nerviosa exitosa (Balakrishnan, A. et al., 2021; Tricaud y Park, 2017;
Jessen, K. y Arthur-Farraj P, 2018, Jessen y Mirsky, 2019).

La importancia de c-Jun durante la DW es respaldada por estudios llevados a cabo
en ratones knock out de c-Jun, en los cuales tras una lesion se encuentra alterada
la regulacion a la baja de genes relacionados con la mielina y la activacion de la
mielinofagia es suprimida; ademas en modelos murinos viejos y en condiciones de
denervacion cronica la disminucion de la expresion de c-Jun esta ligada a fallas en
la regeneracion axonal (Jessen y Mirsky, 2022).
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Il HIPOTESIS

Dado que c-Jun es un factor de transcripcion ampliamente utilizado para identificar
las células de Schwann de reparacidon y se considera un inhibidor de la
mielinizacion, éste debe dejar de expresarse en los nucleos celulares una vez que
comienza la remielinizacion.

M. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Identificar cambios en el marcaje de c-Jun durante la remielinizacion de los axones
en la degeneracion Walleriana.

3.2 Objetivos particulares

e Localizar el marcaje de c-Jun basal en células de Schwann formadoras de
mielina y Remak.

¢ |dentificar el marcaje de c-Jun durante el proceso de conversion al fenotipo
de reparacion.

¢ Identificar el marcaje de c-Jun en la fragmentacion de la mielina en las CSFM
durante la degeneracion Walleriana.

¢ I|dentificar el marcaje de c-Jun en la regeneracion axonal.
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V. MATERIALES Y METODOS
4.1 Diseino del estudio

Se realizé un estudio de tipo descriptivo morfolégico a nivel celular y molecular en

el Laboratorio de Biologia Molecular y Neurociencias de la Universidad Autdbnoma
del Estado de México.

4.2 Operacionalizacion de variables

Presente Cualitativa
Ausente

Determinar c-Jun
en nervio ciatico de 2.

Presencia del
factor de

Expresion de
c-Jun en
nervio ciatico

transcripcion c-Jun
en el nervio ciatico

la rata por medio de
doble

de rata inmunofluorescenci
a
Expresion de Comparacion de la Determinar 1. Presente Cualitativa
c-Jun durante expresion de c-Jun diferencias entre la 2. Ausente

la en nervio ciatico de expresion de c-Jun

degeneracion rata normal y en nervio ciatico

Walleriana lesionado de la normaly lesionado
rata. por compresion.

4.3 Estrategia experimental

4.3.1 Animales experimentales

Se utilizaron ratas adultas de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) macho de 6-8
semanas de edad con un peso de 250 a 350g alimentadas ad libitum, los cuales
fueron manejados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999).

4.3.2 Muestra

Nervio ciatico de rata normal y lesionado por
quirurgicamente mediante acceso y diseccion dorsal.

aplastamiento obtenido
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4.3.3 Lesién de nervio por aplastamiento

Para llevar a cabo la lesion se realiz6 abordaje quirurgico de las ratas, previamente
anestesiadas con una mezcla de xilazina (10mg/kg) y ketamina (90mg/kg), para lo
cual se realizd retiro del tejido tegumentario con tijeras hasta exponer musculo,
disecando posteriormente la parte dorsal del muslo posterior hasta lograr la
exposicion del nervio ciatico. El nervio fue aplastado por 30s con pinzas curvas del
no. 5, posteriormente se cerrd plano muscular con Catgut cromico 4-0 y finalmente
se afronté herida quirurgica con Nylon 4-0. Los nervios lesionados fueron extraidos
en diferentes tiempos del proceso de degeneracion y regeneracion del nervio ciatico
a 24h, 3, 5, 7 y 41 dias e inmediatamente procesados. El nervio ciatico normal se
us6 como tejido control.

4.3.4 Extraccion de nervio ciatico

Se llevo a cabo eutanasia de los animales experimentales utilizando CO2inhalado.
De forma quirurgica, retirando el tejido tegumentario del muslo posterior, asi como
la masa muscular para exponer el nervio ciatico, el cual se disecd con pinzas
evitando el corte de tejido vascular en el area y se extrajo 1 cm de nervio normal o
lesionado por aplastamiento incluyendo la zona proximal y distal a la lesion. A
continuacion el tejido extraido fue colocado en una caja Petri con solucion salina
buffer de fosfatos (PBS, 2.7mM KCI, 1.8mM KH2POs4, 137mM NaCl, 10mM
NazHPO4, libre de Ca?* y Mg?*, pH 7.4).

4.3.5 Preparacion de laminillas y extension de tejido

Para realizar los estudios de inmunofluorescencia, los nervios se colocaron sobre
portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina (Sigma, P8920). Mediante un microscopio
estereoscopico, se retira el epineuro, y se separan las fibras nerviosas lo mejor
posible.

4 .3.6 Inmunofluorescencia

Para llevar a cabo la inmunofluorescencia los nervios separados se colocaron en
vasos Coplin con paraformaldehido al 4% pH 7.4 durante 20 minutos a 4°C para
fijar el tejido. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con
PBS y se fijaron con metanol durante 15 minutos a 4°C. Se realizaron 3 lavados de
5 minutos cada uno con PBS. Al término del paso anterior se colocaron las laminillas
en solucién de leche al 10% en PBS (Triton 0.5%-Tween 0.2%) durante 60 minutos
para bloqueo y permeabilizacién. A continuacion, se procedid con la colocacion del
anticuerpo primario anti-c-Jun rabbit mAb [1:300] (Cell-signaling, Cat. 60A8). Se
dej6é el anticuerpo incubando durante aproximadamente 16 horas en camara
humeda a 4°C. Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno
con PBS y se coloco el anticuerpo secundario Alexa Fluor® 598 anti- conejo [1:300,
Jackson ImmunoResearch] el cual se dejo incubando por 1:30 horas y nuevamente
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se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS, al final de los cuales se procedi¢ al
montaje de las laminillas colocando 1 gota de Vectashield con DAPI (Vector) y se
colocé el cubreobjetos.

4.3.7 Doble Inmunofluorescencia

Para estudiar la localizacién de la expresion de c-Jun en los nervios se llevaron a
cabo dobles inmunofluorescencias utilizando anticuerpos contra c-Jun, la proteina
basica de de mielina o MBP (marcador de mielina, Calbiochem), la proteina fibrilar
acida glial o GFAP (marcador de células Remak, Sigma-Aldrich), NF200 (marca
neurofilamentos, Abcam) y faloidina, marcador molecular para actina (marca ISL y
la regién paranodal, Sigma-Aldrich). Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno
con PBS 1X en un vaso de Coplin diferente. Al término del paso anterior se
colocaron las laminillas en solucién de leche al 10% en PBS (Triton 0.5%-Tween
0.2%) durante 60 minutos para bloqueo y permeabilizacion. A continuacién, se
procedio con la colocacion del anticuerpo primario de acuerdo a lo siguiente:

Anticuerpo Concentraciéon
(u1)

Anti-Faloidina(Sigma- [3.75:100]

Aldrich)

Anti-Neurofilamento 200 [1:500]

(Abcam)

Anti-MBP (Calbiochem) [1:300]

Anti-GFAP (Sigma-Aldrich) [1:100]

Se dejd el anticuerpo incubando durante aproximadamente 16 horas en camara
humeda a 4°C. Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos cada con
PBS. En el caso de los anticuerpos Anti-NF200, Anti-MBP se colocé el anticuerpo
Alexa Fluor® 598 anti-ratén [1:300] el cual se dejo incubando por 1:30 horas y
nuevamente se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS. Se continu6 con la
colocaciéon del segundo anticuerpo anti-c-Jun [1:300] y se dej6 incubando durante
aproximadamente 16 horas en camara humeda a 4°C. Al dia siguiente se realizaron
3 lavados de 5 minutos con PBS. Se procedi6 a colocar el anticuerpo Alexa Fluor®
586 anti-conejo [1:300] con anticuerpos primarios Anti-NF 200, Anti-MBP y Anti-
GFAP, y Alexa Fluor® 598 anti-conejo [1:300] en el caso del anticuerpo primario
Anti-Faloidina. Se dejaron incubando los fluorocromos por 1:30 horas. Al finalizar la
incubacion se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS. Se procedidé al montaje
de las laminillas colocando 1 gota de Vectashield con DAPI (Vector).

4.3.8 Obtencion y analisis de microfotografias

Las laminillas se analizaron mediante microscopia de campo claro y de
fluorescencia con microscopio optico de epifluorescencia OLYMPUS modelo BX60,
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utilizando una camara Jenoptik Progres Gryphax, posteriormente se analizaron las
imagenes con los programas Jenoptik e Image J para Mac.

4.3.9 Soluciones

Paraformaldehido (PF) al 4% en PBS, pH 7.4: Solucion para fijacion de muestras
histolégicas. Se prepara con 4 g de paraformaldehido disueltos en 100 ml de PBS
y se ajusta el pH.

Solucion Buffer de Fosfatos (PBS): Solucion buffer empleada en investigacion
biolégica cuya osmolaridad, pH y concentracion de iones es semejante a la del
liquido extracelular. Se prepara disolviendo 8 g de Cloruro de Sodio (NaCl), 0.2 g
de Cloruro de potasio (KCI), 1.41 g de bifosfato de sodio (Na:HPOQOs), 0.24 g de
bifosfato de potasio (KH2POs), aforado a 1L de agua ultrapura, ajustando el pH a
7.4 con acido clorhidrico (HCI).

Leche al 10% en PBS (Tritén 0.5%-Tween 0.2%): Se prepara disolviendo 5 g de
leche light en polvo (Svelty Light), 100 ul de Tween, 250 ul Triton aforados a 50 ml de
PBS.

4.4 Desarrollo del proyecto

Este proyecto se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular y Neurociencias de
la Facultad de Medicina de la UAEMex bajo la direccidn de la Dra. Myrna Alexandra
Roberta Dent que dispone de todo el equipo necesario para su ejecucion: sistema
desionizador de agua EASY modelo D8611, microscopio de epifluorescencia
(OLYMPUS Mod. BX60), campana de flujo laminar ALDER, microscopio
estereoscopico (OLYMPUS). Y demas equipo de uso corriente en un laboratorio de
biologia molecular, reactivos. Una camara Jenoptik Progres Gryphax. Los
programas para captura, procesamiento y analisis de imagen Jenoptik e Image J.

4.5 Implicaciones éticas

Los animales fueron manejados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para la
produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999).

4.6 Presupuesto y financiamiento
Los costos derivados del uso de reactivos y material de laboratorio seran absorbidos

por el Laboratorio de Biologia Molecular y Neurociencias de la Facultad de Medicina
de la Universidad Autbnoma del Estado de México.

26



V. RESULTADOS

5.1 Localizacion de c-Jun en el nervio ciatico normal

Se ha reportado que el factor de transcripcion c-Jun se expresa en las células
Remak en el nervio ciatico (NC) en condiciones normales (Jessen y Mirsky, 2022),
sin embargo no hay estudios que comparen la localizacién precisa de c-Jun en el
NC normal con la degeneracion Walleriana. Para identificar la localizacion de c-Jun
en el NC en condiciones normales se realizaron inmunofluorescencias empleando
los marcadores contra c-Jun, anti- GFAP (marca células Remak), anti-MBP (marca
CSFM) y DAPI (marca nucleos) (Fig. 9). Los resultados muestran que c-Jun se
localizan en los nucleos de las células Remak marcadas con GFAP (Fig. 9 A-C). En
cambio, los nucleos de las CSFM marcadas con MBP no presentan marcaje de c-
Jun (Fig. 9 D-F).

Figura 9. Localizacion de c-Jun en el nervio ciatico de la rata. (A) Se muestra marcaje
de c-Jun en los nucleos de las células Remak marcadas con GFAP (triangulo) en contraste
de fase. (B) Se muestra marcaje fluorescente de c-Jun en los nucleos de las fibras
marcadas con GFAP, (C) La imagen compuesta de los tres marcadores fluorescentes
muestra colocalizacion de los nucleos marcados con c-Jun y DAPI en las células Remak;
(D) En la imagen con fluorescencia y contraste de fase se muestra que las CSFM
marcadas con MBP no tienen marcaje de c-Jun. (E) En fluorescencia se muestra que los
c-Jun® no se expresa en las células MBP” (F) La imagen compuesta de los tres marcadores
fluorescentes muestra que los nucleos de las CSFM no colocalizan con los nucleos c-Jun®.
Barra=15 um
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5.2 Localizaciéon de c-Jun en el nervio ciatico durante la degeneracion
Walleriana

Una vez establecida la localizacion de c-Jun en el NC en condiciones normales, se
estudiaron los cambios de c-Jun durante la degeneracion Walleriana a las 24h, 3d,
5d y 7d posteriores a la lesidn, que corresponden a los eventos iniciales de la
degeneracion, incluyendo ensanchamiento o edema en la membrana axonal asi
como inicio de la degeneracion axonal a las 24h, formacidon de ovoides de mielina 'y
desdiferenciacion a fenotipo de reparacion de las CS a los 3d e inicio de la
regeneracion axonal (Lim et al., 2017; Rigoni y Negro, 2020; Segura, 2022). Para
lograr lo anterior se realizaron inmunofluorescencias con anticuerpos contra c-Jun,
GFAP y DAPI para observar los cambios en el marcaje de c-Jun durante la
degeneracion Walleriana, los resultados mostraron que con GFAP (Fig. 10), en el
control se observa la expresion basal de c-Jun en algunos nucleos de células
Remak marcadas con GFAP (Fig. 10 A-C). A las 24h después de la lesion las fibras
presentan una estructura similar a la del control, sin embargo, la localizacién de c-
Jun se observa tanto en algunos nucleos de las células Remak como en algunos
nucleos de las CSFM (Fig. 10 D-F). A los 3d posteriores a la lesion, se ha reportado
degeneracion de las CS asi como la formacion de ovoides de mielina (Lim et al.,
2017), nuestros resultados muestran que en la region distal hay mayor marcaje de
GFAP, el cual se observa entre los ovoides de mielina, y un aumento en la cantidad
de nucleos con el marcaje de c-Jun (Fig. 10 G-I). A los 5d y 7d se mantiene un fuerte
marcaje de GFAP en la region distal el cual se aprecia en el citoplasma de las fibras
degeneradas que pueden presentar ovoides de mielina; con respecto a los nucleos
se observa un aumento en la cantidad de éstos, la mayoria con marcaje de c-Jun
(Fig. 10 J-O), en concordancia con lo ya reportado por Lim et al. (2017) que describe
un incremento de la proliferacion de las CS de reparacion en este periodo. En
conjunto estos resultados nos muestran que durante la degeneracion Wallerian se
incrementa el numero de nucleos c-Jun+, dicha alza en el marcaje de c-Jun es
especialmente importante entre los 5d y 7d después de la lesion.
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1n/GFAP/DAPI/BF : c-Ji c-Jun/GFAP/DAPI

Control

Figura 10. La expresion de c-Jun aumenta durante la degeneracion Walleriana en las células
Remak. En el control se observan nucleos c-Jun+ en algunas células Remak (A-C); a las 24h se
observa c-Jun+ tanto en nucleos (Nu) de células Remak (triangulos) como CSFM (flecha rellena), el
maracaje de GFAP es muy similar al encontrado a las 24h (D-F). A los 3d en la regién distal hay
aumento de la proliferacion nuclear y en la expresion de c-Jun+, asi como un aumento en el marcaje
de GFAP en CS de reparacion (contorno de flecha) (G-I). A los 5d aumenta la cantidad de nucleos,
la expresion de c-Jun, asi como las células GFAP+ (J-L). A los 7d se presentan caracteristicas
similares a los 5d (M-O). Barra=15 ym
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A continuacién se estudid la localizacion de c¢-Jun en relacion con la
desmielinizacion de las CSFM durante la degeneracion Walleriana, después de una
lesién al nervio las CSFM sufren una conversion a un fenotipo de reparacion,
proceso en el cual c-Jun se describe como un regulador maestro ya que actua como
un inhibidor de la mielinizacién (Jessen y Arthur-Farraj, 2019), para describir los
cambios y el aumento en el marcaje de c-Jun en las CS de reparacion se utilizaron
inmunofluorescencias con marcadores contra c-Jun, MBP y DAPI (Fig. 11) durante
la primera etapa de la degeneracién Walleriana. En el control sélo se observa
marcaje de c-Jun en las células Remak, mientras que los nucleos de las CSFM no
presentan c-Jun (Fig. 11 A-C). A las 24 horas, en la region distal se observa la
degeneracion de algunas fibras con ensanchamientos en la mielina que formaran
ovoides, cuyos nucleos expresan c-Jun (Fig. 11 D-F). A los 3d hay mayor cantidad
de fibras degeneradas con ovoides de mielina bien delimitados y nucleos en
proliferacion los cuales presentan marcaje de c-Jun (Fig. 11 G-I). Alos 5d y 7d es
muy evidente la fragmentacion de la mielina en ovoides en la mayoria de las fibras
y el aumento en la proliferacién de nucleos la mayoria marcados con c-Jun, estos
nucleos se alinean en el citoplasma de las fibras degeneradas (Fig. 11 J-O), para
formar las bandas de Bungner (Lim et al.,, 2017). A los 7d también es posible
observar que algunas fibras presentan segmentos cortos y delgados de mielina con
la presencia de nucleos que se encuentran equidistantes entre ellos, los cuales
presentan un ligero marcaje de c-Jun, lo anterior sugiere la presencia de fibras
remielinizadas con marcaje de c-Jun. Los resultados anteriores sugieren que el
aumento de nucleos con marcaje c-Jun se relaciona con el cambio de las CSFM a
un fenotipo de reparacion, y que alrededor de los 5d a 7d los nucleos c-Jun+ se
organizan al interior de la lamina basal para formar las bandas de Bungner.
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Control &

Figura 11. Durante la degeneracion Walleriana se observa c-Jun en las CS marcadas
con MBP y aumenta el nimero de nucleos marcados con c-Jun en la regién distal del
nervio lesionado. Control de c-Jun con MBP, c-Jun no se encuentra en CSFM (A-C). A las
24h c-Jun comienza a expresarse en algunas CFSM cuya mielina presenta
ensanchamientos (E-F). A los 3d aumenta tanto la cantidad de nucleos (Nu), como la
expresion de c-Jun, mientras que la mielina se encuentra en forma de ovoides (flecha
delgada) bien delimitados (G-1). A los 5d continua la proliferacién nuclear con mayor
expresion de c-Jun y se pueden observar nucleos c-Jun+ (flecha) que forman parte de las
bandas de Blingner (J-L). A los 7d algunos nucleos se organizan en bandas de Blngner
expresando c-Jun, aun hay algunos ovoides de mielina (M-O). Barra=15 pm
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Con base en el resultado anterior, se observa que durante la degeneracion
Walleriana la mielina se fragmenta en ovoides, este proceso se ha relacionado con
cambios en el citoesqueleto de actina que se localiza en ISL, alrededor de las cuales
se forman los ovoides (Jung et al., 2011). Con el fin de visualizar el comportamiento
de c-Jun en relacibn con los filamentos de actina durante el proceso de
degeneracion se realizaron doble inmunofluorescencias utilizando el anticuerpo anti
c-Jun y el marcador faloidina, el cual reconoce F-actina, y DAPI (Fig. 12). Los
resultados muestran que en el nervio control la actina se encuentra bien delimitada
en las ISL, en forma de cono, y en la membrana abaxonal de las CSFM, mientras
que en las células Remak se observa un marcaje lineal en el citoplasma, en
concordancia con lo ya reportado por Trapp et al. (1989); el marcaje de c-Jun sélo
se encuentra en los nucleos de las células Remak (Fig. 12 A-C flechas en B). A las
24h en la region distal la mayoria de las CSFM conservan el marcaje de actina en
las ISL, sin embargo, en algunas de ellas la actina se comienza a desestructurar
(flecha corta en fig. 12 E), perdiendo su forma de cono y sus nucleos comienzan a
mostrar marcaje de c-Jun (Fig. 12 D-F). A los 3d, en la regién distal se forman los
ovoides de mielina y se observan mayor cantidad de fibras que presentan a la actina
desestructurada cuyo marcaje se localiza principalmente en la periferia, ademas se
observa marcaje de F-actina en algunas fibras, también se observa marcaje de c-
Jun en los nucleos, de los cuales algunos estan en proliferacion (Fig. 12 G-I). A los
5d el marcaje de actina se encuentra en la periferia de los ovoides y en las fibras ya
desmielinizadas, asi como un marcaje fibrilar en algunas partes de las CS de
reparacion (flecha con linea delantera), c-Jun se observa en todos los nucleos en
proliferacion (Fig.12 J-L). A los 7d se observa un marcaje fibrilar de actina en las
células de reparacion, que pueden corresponder a las bandas de Bungner; hay un
aumento en la proliferacion nuclear, asi como en el marcaje de c-Jun, el cual esta
presente en la mayoria de los nucleos (Fig.12 M-O). En conclusion, la actina se
encuentra inicialmente alrededor de los ovoides de mielina y después en las fibras
con fenotipo de reparacion, en tanto c-Jun se observa desde el inicio de la
degeneracion en algunos nucleos de CSFM y posteriormente en los nucleos en
proliferacion de las células en reparacion.
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24h

Figura 12. Durante la degeneraciéon Walleriana c-Jun aumenta mientras la actina es
desestructurada y reestructurada en la regién distal del nervio lesionado. En el control se
observa marcaje de c-Jun basal y actina bien delimitada en las incisuras de Schmidt-Lanterman
(flecha achurada) (A-C). A las 24h aumenta ligeramente la expresion de c-Jun, la actina
comienza a desestructurarse en la region distal (flecha corta) (D-F). A los 3d, hay aumento de
nucleos y de c-Jun, la actina desestructurada se concentra en los ovoides de mielina (G-l). A los
5d, hay aumento tanto en la cantidad de nucleos, como en el marcaje de c-Jun, la actina contintia
desensamblada sin embargo se puede observar también forma fibrilar (flecha con linea
delantera) (J-L). A los 7d, contintia el aumento en la cantidad de nucleos, la mayoria expresando
c-Jun, la actina continda desestructurada (M-O). Barra=15 um
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Dentro de los eventos de la degeneracion Walleriana se incluye a la degeneracion
axonal y la consecuente regeneracion para volver a inervar su blanco original
(Dubovy, 2011); en los cuales se ha reportado que c-Jun es un importante factor
para la supervivencia neuronal y regeneracion axonal a través de la activacion de
diversos genes, incluidos aquellos relacionados con factores neurotréficos y de
crecimiento pertenecientes a la familia de las neurotrofinas (Fontana et al., 2012).
Debido a lo anterior se estudio el marcaje de c-Jun durante la degeneracion vy
regeneracion axonal para poder correlacionar la activacion de c-Jun con estos
eventos. Para lograr lo anterior se realizaron preparaciones de doble
inmunofluorescencia con anticuerpos contra c-Jun, anti-NF200 (marca los axones)
y DAPI (Fig. 13). En el control se encontraron axones bien delimitados con anti-
NF200, y se observa expresion de c-Jun basal en algunas fibras Remak (Fig. 13 A-
C). A las 24h en la region distal los axones muestran un marcaje alterado
caracterizado por ensanchamientos y disrupcién del marcaje; algunos nucleos sn c-
Jun+ (Fig. 13 D-F). A los 3d en la regién distal se encuentran axones fragmentados
en los ovoides de mielina, también se observan axones bien delimitados a lo largo
de la periferia del citoplasma de las células, lo que sugiere crecimiento axonal (Fig.
13 H-I), dichas fibras son c-Jun+ y hay un aumento en la proliferacion nuclear (Fig.
13 G-I). Alos 5d se encuentra un gran numero de axones degenerados, sin embargo,
es posible encontrar la formacion de bandas de Bungner con axones en crecimiento.
Hay un aumento en el numero de nucleos y la mayoria de éstos expresan c-Jun,
principalmente aquellos que se encuentran en las bandas de Bingner (Fig. 13 J-L).
A los 7d se observan tanto axones en degeneracion como axones a lo largo de las
bandas de Bungner, también se encuentra aumento en la cantidad de nucleos de
los cuales la mayoria expresa c-Jun (Fig. 13 M-O). En conclusioén, los resultados
indican que a partir de los 3d es posible encontrar axones en regeneracion en fibras
donde aun se encuentran ovoides con axones degenerados, a partir de los 5d se
observa que muchos de los nucleos marcados con c-Jun forman parte de las bandas
de Bungner, los cuales sirven de guia para la regeneracioén axonal.
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Figura 13. Expresion de c-Jun durante la degeneracion y regeneracion axonal. En el control se
observa c-Jun+ basal, los axones se encuentran bien delimitados (A-C). A las 24h, en la region distal
algunos nucleos (Nu) muestran marcaje c-Jun, los axones comienzan a degenerarse (D-F). A los 3d,
en la region distal se observa aumento de nucleos y de c-Jun, los axones se encuentran
degenerados en los ovoides de mielina (flecha con trazo horizontal), algunos filamentos de axones
se extienden por el citoplasma de ciertas CS (punta de flecha) (G-I). A los 5d, hay aumento en el
numero de nucleos, la mayoria expresando c-Jun, se encuentran axones degenerados y algunos
axones regenerados comienzan a cruzar el puente de la lesion siguiendo las bandas de Biingner (J-
L). Alos 7d, en la region distal hay aumento en la cantidad de nucleos la mayoria expresando c-Jun,
hay mayor cantidad de axones en regeneracion y algunos degenerados (M-O). Barra=15 ym
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Finalmente, para comprobar la rediferenciacion de CS y su relacidn con la expresion
de c-Jun después de los eventos de la degeneracién Walleriana se llevaron a cabo
dobles inmunofluorescencias en nervio de 41d tras una lesién con GFAP, c-Jun y
DAPI, asi como con MBP, c-Jun y DAPI. Se observé que las células que adoptan
un fenotipo Remak muestran algunos nucleos con un marcaje basal de c-Jun (Fig.
14 A-C); mientras que las células que adoptan un fenotipo mielinizante no muestran
marcaje con c-Jun (Fig. 14 D-F). Los anteriores resultados indican que una vez que
el nervio se ha regenerado el marcaje de c-Jun vuelve a tener caracteristicas
similares al control previo a una lesion.

41d

c-Jun/

41d

Figura 14. Marcaje de c-Jun después de la regeneracion nerviosa. Una vez que la
regeneracion se ha llevado a cabo se observa una expresion basal de c-Jun en algunos
de los nucleos (Nu) de las células Remak (A-C); en la CSFM c-Jun no se expresa (D-F).
Nodos de Ranvier (asteriscos). Barra=15 ym
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VI. DISCUSION

En este trabajo se realizo la localizacion y distribucion del factor de transcripcion c-
Jun durante la DW, considerado un regulador maestro para la conversion de las CS
maduras a un fenotipo de reparacion y es esencial para la regeneracion exitosa del
nervio (Fontana et al., 2012; Arthur-Farraj et al., 2012; Jessen y Mirsky, 2019). En
este proyecto se describen los cambios en la distribucidn del factor de transcripcion
durante la DW en un modelo in vivo, utilizando la técnica de inmunofluorescencia,
la cual nos permite indicar la presencia de la proteina en las CS de reparacion y
correlacionarse con la expresion de marcadores moleculares en la DW como GFAP,
MBP, actina y NF, que ayudan a indicar en qué parte del proceso de la DW se
encuentra la regidn distal del nervio.

Como se observa en los resultados, en nervios sanos, c-Jun se expresa
selectivamente entre las CS, ya que solo algunos de los nucleos de las células
Remak se encuentran marcados con c-Jun mientras que los nucleos de las CSFM
no presentan marcaje de dicho factor de transcripcion (Fig. 9), lo que concuerda con
lo reportado por Shy et al. (1996).

Se ha reportado que los niveles del RNAm de c-Jun, utilizando la técnica de
Northern Blot, aumentan muy rapido después de la lesidn en las primeras horas y
se mantiene al alza hasta los 12d pos-lesion (Shy et al., 1996). Los resultados del
presente trabajo muestran pequefios cambios en el marcaje de c-Jun a las primeras
24h (Fig. 10 D-F y Fig. 11 D-F), se observa que la mayoria de los nucleos de las
células Remak presentan el factor de transcripciéon y en las CSFM se observa
marcaje de c-Jun en los nucleos solo en aquellas fibras que presentan varicosidades
en la mielina, es hasta los 3 dias donde los niveles de proteina de c-Jun aumentan
radicalmente en ambas CS. Lo anterior indica que no hay una correlacién entre el
rapido aumento del transcrito de c-Jun y el marcaje de su proteina a las 24h, es
decir, los niveles del RNAm de c-Jun aumentan antes que la proteina.

Siguiendo con los eventos de la degeneracién, observamos que a los 3d después
de la lesion (Fig. 10 G-1y Fig. 11 G-I), hay una fragmentacién de la mielina que se
aprecia por la formacién de ovoides de diferentes tamafios a lo largo de la fibra, es
notorio el aumento de c-Jun en los nucleos de estas fibras degeneradas, estos
nucleos se localizan en los espacios citoplasmaticos entre los ovoides. En algunas
fibras se observan nucleos muy cercanos que sugieren que c-Jun esta asociado con
la proliferacion de las CS de reparacion, en contraste a lo descrito por Shy et al.
(1996) que indica que durante el desarrollo de las CS, c-Jun no es un marcador de
proliferacion.

Cabe senalar que la fragmentacion de la mielina esta delimitada por las ISL (Jung
et al., 2011); en este trabajo observamos que a los los 3d (Fig. 10 G-I) se encuentra
marcaje de actina desestructurada en la periferia de los ovoides lo que sugiere que
un mayor marcaje de c-Jun se relaciona con un aumento en la despolimerizacion
de los filamentos de actina, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura
respecto a que la despolimerizacion de la actina es un elemento importante para la
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formacion de los ovoides de mielina y por tanto para la desdiferenciaciéon de las CS
al fenotipo de reparacion (Segura-Anaya, 2022), a diferencia de lo estipulado por
Jung et al (2011) quienes indican que es la polimerizacion de la actina la que causa
la formacion de los ovoides de mielina.

El mayor marcaje de c-Jun se encontré a los 5d y 7d (Fig. 10 J-O y Fig. 11 J-O), lo
que concuerda con un aumento de la proliferacion nuclear asi como un mayor
numero de CS en fenotipo de reparacién, las cuales se encuentran formando las
bandas de Bungner, cuyos nucleos expresan c-Jun. Lo anterior coincide con que c-
Jun es esencial para la transicion de las CS madura a la CS en fenotipo de
reparacion (Jessen y Mirsky, 2019).

Se ha descrito que en células modificadas genéticamente para sobreexpresar la
proteina c-Jun se inhibe a Krox20, el cual es un factor regulador de la transcripcion
que se ha asociado con la mielinizacidn de las CS, por lo tanto, al inhibirse Krox20
la mielinizacién de la CS se ve interrumpida, pudiendo considerarse a c-Jun como
un regulador negativo de la mielinizacion (Parkinson et al., 2008). En el presente
trabajo se observa que los nucleos c-Jun positivos a las 24h se asocian con CSFM
edematizadas (Fig. 11 D-F) que forman ovoides de mielina, lo cual se corrobora a
los 3d en donde se observa un aumento de c-Jun y una mayor cantidad de mielina
en ovoides (Fig. 11 G-I), lo anterior concuerda con que la activacion de c-Jun es
necesaria para el proceso de pérdida de la mielina en las CS. Sin embargo, los
resultados en dias posteriores muestran que alos 7d (Fig. 11 M) se pueden observar
algunas fibras remielinizadas (que forman pequenos internodos) las cuales aun son
c-Jun+, lo cual sugiere que la presencia de c-Jun no impide la mielinizacion y por lo
tanto no se puede considerar totalmente un regulador negativo de la mielinizacion,
contrario a lo descrito por Parkinson et al. (2008).

Considerando que al inicio de este proyecto se entendia a c-Jun como un regulador
negativo de la mielinizacion (Parkinson et al., 2008), se pensd que el marcaje de c-
Jun podria ayudar a identificar a aquellas CS en fenotipo de reparacion que al volver
a un fenotipo maduro adquieren un fenotipo mielinizante, sin embargo no se
encontrd un patron en los nucleos c-Jun+ que pudiese indicar aquellos que formaran
parte de CSFM o de células Remak, ya que es posible encontrar células
remilinizadas que expresan c-Jun a los 7d (Fig. 11 M).

Diferentes estudios llevados a cabo en Western blots, Northern blots y microarreglos
muestran que c-Jun puede considerarse un marcador de CS en fenotipo de
reparacion (Jessen y Arthur-Farraj, 2019), en concordancia con lo anterior nuestros
resultados muestran que c-Jun puede ser utilizado en estudios morfolégicos como
marcador de células en fenotipo de reparacion, ya que se encuentra presente en las
células que forman parte de las bandas de Bungner (Fig 10 K-L).

Se ha demostrado que el factor de transcripcion c-Jun es importante para la
supervivencia neuronal a través de estudios de microarreglos de genes
neurotroficos (Jessen y Arthur-Farraj, 2019), por lo que en este trabajo se estudio la
relacion morfolégica del crecimiento axonal con la expresion de c-Jun. Se
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observaron axones en crecimiento que siguen las bandas de Bungner con c-Jun
positivo (Fig. 13 G-N) lo que correlaciona con lo descrito por Jessen y Arthur-Farraj
(2019), y también refuerza el que a los 7d pos lesion se puedan encontrar fibras
remielinizadas con c-Jun.

VI. CONCLUSIONES
1. La expresion de c-Jun se observa en los nucleos de las células de reparacion
a partir de los 3 dias, con un pico maximo entre 5y 7 dias.

2. Los nucleos de las células de reparacion organizadas en bandas de Bngner
expresan c-Jun.

3. El proceso de remielinizacion es independiente de la expresion de c-Jun.
4. La presencia de c-Jun en las células de reparacion no actua como marcador

de qué tipo de células de reparacion adoptara el fenotipo mielinizante o no
mielinizante.
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