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RESUMEN

El modelo taiep caracterizado por presentar hipomielinizaciéon y desmielinizacion
progresiva, resulta de gran interés para investigar los mecanismos implicados en
el mantenimiento, produccidén y destruccion de esta capa aislante. Aunque las
manifestaciones clinicas del modelo ya han sido caracterizadas y se sabe que el
origen del problema radica en una acumulacion de microtibulos en las células
productoras de mielina (los oligodendrocitos), se desconoce el mecanismo por el
cual ocurre tal acumulacion. El oligodendrocito es una célula que a lo largo de su
maduracion sufre drasticos cambios en su estructura, esto les permite migrar
como células precursoras de oligodendrocitos (OPCs por sus siglas en inglés),
recibir retroalimentaciéon del medio a través de sus prolongaciones citoplasmaticas
para seguir su migracion, proliferar o madurar. Los OPCs exhiben factores de
transcripcion como Oligl, el cual ademas de servir como un marcador para
diferenciarlos de los oligodendrocitos inmaduros y maduros (o mielinizantes)
promueve su diferenciacion en el cerebro. Se ha reportado la importancia de
diversas proteinas asociadas en microdominios lipidicos, algunos ejemplos son la
proteina neuronal del sindrome de Wiskott-Aldrich (N-WASP), Arp2/3, la cinasa
Fyn, integrinas y claudinas. Estos cambios estan regulados por factores de
crecimiento, de los cuales se sabe, el modelo taiep presenta deficiencias. Muchos
de los efectos intracelulares de la activacion de estas proteinas resultan en
modificaciones en el citoesqueleto, del cual nos interesa la regulacion de los
microtubulos, estos varian continuamente en su dinamismo para permitir el
movimiento, la formacion de filopodios o en la divisién celular, en este trabajo se
estudio el papel de la proteina asociada a microtibulos 6 (MAPG6), de la cual se
sabe su principal funcién es proferirle estabilidad a los microtibulos (MT). En este
trabajo se midieron los niveles proteicos de MAPS6, tubulina alfa y Oligl por el
método de ELISA. También se realizé inmunofluorescencia indirecta contra Olig1,
MAPG6 y tubulina alfa para corroborar de manera cualitativa los niveles de estos.
Ademas se tomaron cortes histologicos tefildos con H&E para ver el dafio celular

en el modelo. Los resultados mostraron un incremento de MAP6 que pudiera




relacionarse directamente con la estabilizacion y acumulacién de microtubulos en
la rata taiep, mientras que el déficit de Oligl se relaciona con la disminucion de la

presencia de OPCs y la hipomielinizacion.




INTRODUCCION

Modelo animal de enfermedades hipomielinizantes/desmielinizantes

La rata taiep presenta una mutacion autosOmica recesiva obtenida por
cruces consanguineos de una colonia de ratas de la cepa Sprague-Dawley en
1988 en el bioterio del Instituto de Fisiologia de la BUAP. EI nombre de esta
mutante de mielina es el acronimo de la primera letra de los sintomas que
presenta: temblor, ataxia, episodios de inmovilidad, epilepsia y paralisis. El temblor
es evidente a partir de los 15 dias de edad, es fino, de alta frecuencia y se
presenta en la parte posterior de la cola, incrementando en amplitud y
disminuyendo en frecuencia a medida que aumenta la edad. La ataxia aparece a
partir del cuarto mes de edad y posteriormente empiezan los episodios de
inmovilidad, los cuales inician con la pérdida de enderezamiento y bradipnea
profunda; condicion que tarda de 4 segundos a 2 minutos seguidos de una
recuperacion espontanea. En algunos animales se presentan movimientos de tipo
miocldnicos en las extremidades delanteras y posteriores al inicio de la inmovilidad
aproximadamente entre los 5 y 6 meses de edad. Posteriormente, estas ratas

desarrollan paralisis progresiva a partir del séptimo mes de edad.!

A diferencia de la mayoria de las cepas mutantes de mielina, la rata taiep
tiene un periodo de vida casi normal y es capaz de reproducirse a pesar del
deterioro neuroldgico progresivo, el temblor parece tener origen en el cerebelo con
un pronunciado balanceo del tronco y problemas de la marcha. Parece haber una
estrecha relacion entre el agravamiento de los sintomas en la rata taiep y la
pérdida progresiva de mielina. Este defecto es mas severo en el cerebro que en la
medula espinal, caracteristica que comparte con la mayoria de las mutantes de

mielina.?

Cortés y cols., en 2005 demostraron que los episodios de inmovilidad
dependen de factores ambientales y bioldgicos, entre ellos el dimorfismo sexual,

puesto que se observo que dichos episodios se encuentran con mayor frecuencia
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en ratas macho que en hembras. Estos episodios se caracterizan por ser tanto
espontaneos como inducidos, al sostenerles por la cola. Asi también asocian estos
episodios con la actividad del suefio MOR y demuestran que ésta susceptibilidad

llega a un maximo entre los 8 y 10 meses.?

La rata taiep tiene un defecto en la mielinizacién del Sistema Nervioso
Central (SNC), la cual es progresiva e incrementa con la edad, no se presenta de
la misma forma en todas las regiones cerebrales y esta asociada con una
acumulacion de microtubulos en los oligodendrocitos que puede interrumpir el
transporte de las proteinas de mielina o sus ARN mensajeros (ARNm) hacia las
vainas de mielina, comprometiendo la sintesis de ésta proteina y su
mantenimiento, el Sistema Nervioso Periférico (SNP) a diferencia del SNC se
encuentra normalmente mielinizado. Sin embargo, aun se desconoce con
precision la naturaleza de la mutaciéon que tiene la rata taiep.# La acumulaciéon de
microtubulos en el oligodendrocito comienza a partir de los 12 a 15 dias
postnatales, es la principal anormalidad en la rata taiep, este defecto podria
deberse a un aumento en el ensamble de microtibulos o bien por una disminucién
en su volumen, interrumpiendo de esta forma las interacciones macromoleculares
entre ellos. Los oligodendrocitos de la rata taiep presentan una orientacion de
manera opuesta con polaridad aleatoria en los microtubulos, el cual podria resultar

en una interrupcion del transporte vesicular de la célula.®

El citoesqueleto de los oligodendrocitos en el proceso de mielinizacién

El citoesqueleto de los oligodendrocitos estd compuesto de (MT) vy
microfilamentos de actina (MF) pero carecen de filamentos intermedios (FI) a
diferencia de las células de Schwann (encargadas de la mielinizacion de los
axones del SNP), que poseen diversos tipos de FI dependiendo del estado de
desarrollo. En los oligodendrocitos, los MF median el crecimiento primario de las
prolongaciones citoplasmaticas pero son los MT los que les confieren la mayor
estabilidad mecanica. Adicionalmente, ambos sirven como un medio de transporte

de organelos celulares, vesiculas, proteinas y granulos de ARNm, los cuales son
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acarreados a lo largo de esta red de MT y MF por proteinas motoras como la

cinesina, dineina y miosina.®

El proceso de la formacion de la vaina de mielina puede dividirse en tres
eventos especificos, pudiendo nombrarlos como: (1) Extension celular “Cell
spreading” y crecimiento de las prolongaciones citoplasmaticas, (2) Interaccion

célula-célula y envoltura primaria y (3) la compactacion de la vaina de mielina.

Los oligodendrocitos son células gliales con multiples prolongaciones, estos
se originan en la zona subventricular y migran en forma de OPCs (células
precursoras de oligodendrocitos, por sus siglas en inglés) estas células extienden
sus multiples prolongaciones y dependiendo de las sefiales recibidas, pueden

continuar su migracion, proliferar o convertirse en un oligodendrocito mielinizante.’

Los OPCs son células altamente proliferativas, moviles y bipolares, las
cuales expresan altos niveles del gangliosido GT3 (reconocido por el anticuerpo
A2B5), el receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas alfa
(PDGFaR) y el sulfato de condroitina NG2 (CSPG NG2, por sus siglas en ingles);
Su expresion y potenciacion se encuentran reguladas por los factores de
transcripcion con el motivo estructural “hélice-giro-hélice basico” (bHLH, por sus
siglas en inglés) Oligl y Olig2, el factor homologo achaete-scute tipo 1 de
mamiferos (Mash1l), proteina dedos de Zinc (Gli2) y el factor de transcripcion tipo |
para Mielina (MyT1). La diferenciacion de los OPCs, requiere la funcion tanto de
los factores mencionados como de los factores Nkx2.2 y Nkx2.6 (los cuales
poseen un homodominio, participan en el desarrollo embrionario e indican la
identidad celular); asi como los factores SOX 8/9/10 (también participes en el
desarrollo embrionario e identidad celular). Los OPCs pueden diferenciarse en
multiples tipos celulares, tales como astrocitos, neuronas y células de Schwann,
su diferenciacion hacia oligodendrocitos inmaduros esta regulada por factores de
crecimiento, citocinas e incluso hormonas, ademas de los factores enumerados
anteriormente, ya en un estadio de madurez se le asocia con la adquisicion de

proteinas de la mielina (las cuales se describen mas adelante).®
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Fig. 1 Especificacion y diferenciacién de los oligodendrocitos.

Oligl y Olig2 ademas de servir como marcadores del linaje del
oligodendrocito, poseen cada uno un rol fundamental. El uso de mutantes creados
para la sobreexpresion o eliminacién de estos factores sefiala que en el caso de
Olig2, su sobreexpresion incrementa la generacion de los oligodendrocitos
diferenciados y potencia la tasa de migraciéon de los OPCs.® Anteriormente, se
confirmé que la presencia de Oligl no es esencial en el desarrollo del
oligodendrocito, al ser compensadas sus funciones por Olig2, sin embargo Dai y
cols. (2015) sefialan un rol Unico de Oligl, el cual es promover el encuentro,
diferenciacion y mielinizacion primaria de los OPCs en el cerebro, mas no en la
medula espinal.'®1! Los OPCs ademas de participar en la mielinizaciéon del SNC
durante el desarrollo, su proliferacién esta ligada con la desmielinizacién aguda,
como una respuesta del organismo para intentar remielinizar las zonas dafias,
particularmente observado en enfermedades y modelos desmielinizantes.'?

Esta primera etapa de formacion de estas prolongaciones esta mediada por

la reorganizacion del citoesqueleto con la formacién de filopodios y lamelipodios a
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través de la polimerizacion de actina y la subsecuente invasion de los MT. Es de
interés particular la funcion de N-WASP y Arp2/3, los cuales median el comienzo
de la formacién del filopodio, seguido de la activacion de las proteinas WAVE de
una manera dependiente de Rac para convertir al filopodio en un lamelimopodio.*3
Estos eventos intracelulares son mediados por diversos factores de crecimiento,
de los cuales destacan el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento basico de
fibroblastos (bFGF) y el factor de crecimiento glial (GGF). Neuronas y astrocitos
liberan PDGF y bFGF y se ha visto que estos factores de crecimiento median la
proliferacion de OPCs e inician el crecimiento primario de las prolongaciones del
oligodendrocito en una manera calcio dependiente.** Por su parte, HGF (liberado
por astrocitos) y GGF (liberado por neuronas) tienen un efecto mitogénico que
inhibe la diferenciacion.’>% En contraste con los factores de crecimiento, las
moléculas de la matriz extracelular (ME) del oligodendrocito podrian jugar un rol
principal en la primera etapa de la mielinizacion, a través de la sefalizacion
intracelular para regular al citoesqueleto. La ME esta formada de proteinas tales
como fibronectina, vitronectina, colageno y laminina; estos componentes
interactdan con las proteinas de membrana del oligodendrocito, principalmente los
miembros de la familia de integrinas, las cuales estan formadas de heterodimeros
a 'y B. 1"1° Durante esta primera fase, la laminina-2 se une a una integrina asB1, se
ha visto que en otros procesos celulares se asocia a un complejo formado por ILK,
PINCH y a-parvina; este complejo es cominmente conocido como IPP.?° La
fosforilacion de Bi1 por ILK media la polimerizacibn de actina a través del
reclutamiento de paxilina y el complejo N-WASP/Arp2/3.? Chun y cols., en 2003
encontraron que en oligodendrocitos en cultivo existe la interaccion integrina-ILK,
con lo cual es posible que el mecanismo desencadenado por ILK también opere
durante la mielinizacién.?? Estudios hechos por Liang y cols. en 2004, demostraron
que al enriquecer un cultivo de oligodendrocitos con fibronectina estos exhibian
prolongaciones pronunciadas, las cuales estan mediadas por la proteina cinasa
Fyn, esta enzima ejerce su efecto a través de p190Rho-GAP para inactivar RhoA

(miembro de la familia de GTPasas pequefias que media la polimerizacion de
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actina) asi como también demostraron que la unién de la fibronectina a la fraccion
B1de la integrina activaba a los miembros de la familia Rho: Cdc42 y Racl de una
manera dependiente de Fyn, esta via de sefalizacibn ha mostrado generar la
formacion de filopodios en fibroblastos.?324 La expresion de RhoA ha demostrado
prevenir la extension de las prolongaciones citoplasmaticas.?® En oligodendrocitos,
la cinasa Fyn ha sido implicada en diversos procesos celulares necesarios para la
maduracion del oligodendrocito y posterior mielinizacion, la sefalizacion rio abajo
de Fyn puede dividirse en tres vias: (1) la ya mencionada RhoA/Cdc42/Rac-1 para
regular la movilizacién de actina y mediar la sobrevivencia celular y diferenciacion
morfoldgica, (2) El reclutamiento de los MT que contribuye en la polaridad celular
facilitando el transporte retrogrado y (3) la regulacion de la sintesis de la proteina
basica de mielina (MBP) modulando el transporte, estabilidad y regulacion de la
traducciéon del mRNA.?® Ademas de las integrinas, se ha descrito que los
oligodendrocitos poseen otro receptor para la laminina, los distroglicanos, los
cuales ya han sido relacionados con el desarrollo de las células de Schwan y la
mielinizacién por parte de éstas.?”?® Se sugiere que los oligodendrocitos requieren
diferentes receptores de laminina en los diferentes estadios de desarrollo, ya que
ha sido ampliamente demostrado que las integrinas participan en la supervivencia
celular y diferenciacion inicial mientras que los distroglicanos estan implicados en
la formacion de la vaina de mielina, mediando los primeras etapas de

mielinizacion.19:2°

El oligodendrocito sufre diversas modificaciones del citoesqueleto y
membrana, las primeras para poder encontrar su objetivo, el axon; las segundas
para remodelar la membrana y comenzar el proceso de mielinizacion. Unas de las
modificaciones mas destacadas de la membrana del oligodendrocito, es la
formacion de microdominios especializados en las vainas denominados “balsas
lipidicas”.3® Estos microdominios estdn  compuestos por  colesterol,
glicoesfingolipidos (GSLs) y fosfolipidos con cadenas de acidos grasos saturados,
los cuales no se detectan en OPCs, sugiriendo que su formacion se da durante la
diferenciacion y extension de las prolongaciones citoplasmaticas del

oligodendrocito.3!
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Estudios sobre las balsas lipidicas (lipid rafts) a diferentes estados de
maduracién del oligodendrocito en cultivo, demostraron la presencia de receptores
a PDGF y a bFGF (también conocido como FGF2 o FGF-B).323 El receptor a
FGF2 es el mayormente expresado en los oligodendrocitos maduros, en contraste
con otros receptores de la misma familia como FGFR3 y FGFR4, los cuales estan
ausentes en esta etapa del desarrollo del oligodendrocito.®*3% Bryant y cols. en
2009 encontraron la presencia de dos isoformas de FGFR2 de 120 y 30 kDa en
las balsas lipidicas de oligodendrocitos, la isoforma principal era fosforilada aun en
ausencia de su ligando el FGF2, sugiriendo una funcién independiente de ligando.
La activacion de FGFR2 provoca la fosforilacion del substrato del factor de
crecimiento de fibroblastos tipo 2 (FRS2), la sefializacion FGFR2-FRS2 en las
balsas lipidicas se ha sugerido que opera via fosfoinositol 3-quinasa/Akt en lugar
de Ras/Mek/Erk (como se creia anteriormente), via que media la sobrevivencia
tanto de OPCs como oligodendrocitos maduros.3336 Se ha encontrado que los MT
y MF estan asociados con las balsas lipidicas y esto se ha observado solo en
presencia de laminina-2 como substrato.®” Particularmente, la asociaciéon del MT
con las balsas lipidicas podria tener como proposito mediar el transporte de las
vesiculas de mielina hacia la creciente vaina de mielina. Las balsas lipidicas
también poseen altos niveles de cinasa Fyn, F3/contactina, NCAM120, CNPasa y
MOG (las dos ultimas proteinas especificas de mielina).*®3° La cinasa Fyn ha
mostrado estar ampliamente ligada en la mielinizacion, ya que un raton deficiente
de esta proteina presenta hipomielinizacién severa y la inactivacion de la Fyn
constitutiva acarrea defectos en la mielinizaciobn. Fyn también interactia
directamente con la proteina asociada a microtubulos tau a través del dominio

SH3 y adicionalmente unirse a la tubulina.#%:4!

Como hemos visto, las balsas lipidicas juegan un rol bastante importante en
los mecanismos de sefializacion que inician el proceso de mielinizacion, seguido a
esto, se requiere dilucidar la interaccion axon-oligodendrocito. En el SNP se ha
demostrado que son los axones los que controlan la mielinizacién por parte de las
células de Schwan.”? De las moléculas que controlan esta relacién, se ha

identificado a la neurogulina-1 tipo 1l (NRG1), la cual es expresada por los axones
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y se ha visto que se regula cuando la mielinizacion debe ocurrir, incluso el grosor
de la vaina de mielina.*** Hasta ahora no se ha identificado que moléculas
controlan esto en el SNC, diversos estudios apuntan también al mecanismo de la
NRG1-ErB indicando que una disminucidbn en su sefalizacion reduce la
mielinizacién por parte de los oligodendrocitos.*>-%® Contradictoriamente, mutantes
Knock out para los genes de NRG1 o ErbB demostraron no tener efecto sobre la
mielinizacion, aunque el aumento de la expresibn de NRG1 incrementd la
mielinizaciéon.*® Lundgaard y cols. en 2013 encontraron que en el SNC existen dos
modos de mielinizacion; uno que es independiente de la actividad neuronal, y otro
que es dependiente de ésta. NRG1 demostré intercambiar el mecanismo
independiente por el dependiente, incrementando la accion del receptor NMDA en
los OPCs. En presencia de NRG1, la mielinizacion se ve acelerada e
incrementada, asimismo el bloqueo del receptor NMDA reduce la mielinizacion,
como cuando la NRG1 no esta presente. Ademas, sus resultados mostraron que
la remielinizacion tras un dafio en la materia blanca es del tipo dependiente de la
actividad de NMDA.>°

Enfoques orientados a imitar la fluidez de los dominios transmembranales
podrian sefalar que eventos estan ligados a la maduracion de la mielina: la
adicion de galactosilceramida (GalC) en liposomas, en un cultivo de
oligodendrocitos interacciona con la membrana y provoca su redistribucion dentro
de la misma.>! Esto acompafado del agrupamiento intracelular de dominios ricos
en MBP, asi como también la reorganizacién de la distribucion de PLP y MOG, los
cuales se agrupan con la GalC.%? Adicionalmente, esto coincide con la
relocalizacion del GalC a las balsas lipidicas, induciendo un mecanismo de
sefalizacion y sorprendentemente ocurre una despolimerizacion de MT y MF.
Cuando se inhibe farmacol6gicamente la despolimerizacion de los MF, el
agrupamiento de la membrana y la despolimerizacion de los MT también se inhibe,

apuntando la importancia de los MF para mediar estos eventos.>:5354

Aun se estudian los mecanismos exactos que regulan el contacto entre el

axon y el oligodendrocito mielinizante, asi como también se siguen buscando los

17




detalles de los eventos morfolégicos y fisiologicos para la dltima fase de la

mielinizacion, la compactacién de la vaina de mielina.

Unas de las moléculas candidatas para esta fase, es la estamina, la cual
incrementa la probabilidad de la catastrofe de los MT, también se ha visto que se
expresa altamente en el SNC en desarrollo, est4 asociada a la migracion celular y
esta regulada negativamente en oligodendrocitos no diferenciados (se atribuye a
que se requiere cierta estabilidad de los MT en las prolongaciones
citoplasmaticas).>>%" Ademas, una estamina aberrante se ha encontrado en los

cerebros desmielinizados de pacientes con esclerosis mdiltiple.>8

Otra molécula implicada es la sirtruina-2 desacetilasa de tubulina, la SIRT2,
la cual se ha reportado desacelera la diferenciacion de los oligodendrocitos al
incrementar el dinamismo de los MT, a diferencia de la estamina, la SIRT2 es
exclusiva de los oligodendrocitos y podria regular la retraccion de los MT en la

compactacion de la vaina de mielina.>®

Por ultimo, encontramos a Claudina Il, la cual regula la proliferacién y
migracion de los oligodendrocitos al interactuar con la fraccién B1 de la integrina.®°
Ademas, se expresa también en oligodendrocitos maduros y se ha reportado una
completa ausencia de conexiones estrechas “tight junctions” en el cerebro de un
ratén knock out para Claudina-Il. Mas sorprendente, un ratén doble knock out para
Claudina Il y PLP muestra una compactacion anormal de la mielina, indicando que

ambas estan implicadas en la compactacién de la mielina.6%.62

A lo largo del proceso de la mielinizacién los componentes del citoesqueleto
nunca dejan de tener un papel de suma importancia, ya que son requeridos para
el transporte de vesiculas, proteinas y mRNAs hacia la vaina de mielina. En este
trabajo se hace un énfasis en los MT, al ser éstos los que se observan alterados

en el modelo taiep.
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Microtubulos

Los microtubulos son encontrados en todas las células eucariotas, estos
poseen gran cantidad de funciones, tales como "riel” para proteinas cargo (que
transportan vesiculas), estructura del flagelo, segregacion de cromosomas
durante la division celular, entre las mas importantes. Su estructura es similar en
todas las células eucariotas, son largos, tubulares con un diametro interno y
externo de entre 25 y 15 nm, respectivamente. Estos difieren en largo, pero

pueden tener hasta 100 um de longitud.®3

Los microtdbulos estan conformados por heterodimeros de subunidades
proteicas formadas por a- y B-tubulina, las cuales conforman la estructura
cilindrica del microtubulos. Generalmente estos se encuentran sujetos en un
centro de organizacion microtubular (MTOC por sus siglas en inglés) cercano al

nlcleo celular y extendiéndose hasta la periferia de la célula'®.

En células en interfase el MTOC es conocido como centrosoma y se
localiza cerca del nucleo, produciendo un arreglo radial de los MT con sus
extremos “mas” (hacia donde se produce la polimerizacién del MT) orientado hacia
la periferia celular. En los axones neuronales los organelos son transportados en
dos direcciones a lo largo de los MT, estos pueden ser tan largos como 1 metro,
no son continuos y se originan en el MTOC, aun asi no todos tienen la misma
polaridad, se sabe que los MT en la dendritas tienen polaridad mixta aunque aun
se desconoce la funcionalidad de esta condicion. Se sabe que el tiempo de vida
de los MT es mayor en axones que en cilios o flagelos (también bastante ricos en
MT), el tiempo de vida media es menor a 1 minuto en células mitéticas y de 5 a 10

minutos en células que no esta en mitosis.%

Los MT son polimeros dindmicos que continuamente se estan
polimerizando y despolimerizando, estos incrementan y disminuyen su longitud
con transiciones frecuentes entre cada proceso, de manera natural encontramos

las siguientes fases: elongacion, catastrofe, acortamiento, rescate y nueva
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elongacion. Durante la incorporacion de dimeros de tubulina al MT, el GTP que

une a la tubulina es rapidamente hidrolizado a GDP.%3

Mitchison y Kirshner (1984) propusieron que la inestabilidad dinamica
depende de la presencia de un capuchoén de dimeros de tubulina con un GTP sin
hidrolizar, que promueve la polimerizacién tanto como el capuchon este presente,
ya que si este se pierde y en su lugar se tiene GDP, el MT rapidamente se
comienza a despolimerizar. Con lo cual sugieren que la prevencién de la hidrélisis
de GTP puede estabilizar los MT.°

Tubulina alfa (a)

Las tubulinas son una familia de proteinas globulares de 55 KDa. Esta se
encuentra formada por las tubulinas alfa (a), beta (B) y gamma (y), que comparten
una identidad entre sus cadenas de aminoacidos de 35-40%, aunque su similitud
con cualquier otra proteina conocida es minima. Las tubulinas a y 3 son las
subunidades esenciales de los microtibulos, mientras que la tubulina-y es un
componente fundamental del centrosoma. Existen asimismo otras variantes
menores, que no estan presentes en todos los organismos eucariotas,

denominadas tubulina-delta (d), -épsilon (¢) y -zeta ({).%®

La concentracion intracelular de tubulina oscila entre los 10 y 20 uM, teniendo

como concentracion critica 0.03 UM, esto siempre favorecera la polimeracion.%4

Se ha reportado que los oligodendrocitos expresan una forma especifica de
la B-tubulina, llamada Biv-tubulina, que hasta la fecha no ha sido identificada en
otro tipo celular en el cerebro. Esta proteina fue encontrada en las prolongaciones
citoplasmaticas de los oligodendrocitos pre-mielinizantes, las referencias
mostradas con anterioridad denotan la gran importancia del citoesqueleto durante

los diferentes estadios de la mielinizacion.®”

Los heterodimeros de tubulinas alfa y beta se ensamblan en los
protofilamentos de tal manera que la tubulina-f de un dimero contacta con la

tubulina-a del dimero siguiente. Por ello, los microtubulos son polares de forma
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inherente, ya que presentan tubulina-a en un extremo del polimero (el extremo
"menos”) y tubulina-B en el otro (el extremo "mas"). Los 13 protofilamentos que
forman un MT se disponen uno al lado de otro, de manera que si uno sigue las
subunidades a o B lateralmente alrededor del MT, se observa que forman una
hélice de tres subunidades. Esto significa que la hélice recorre 3 subunidades
hasta completar una vuelta. Este tipo de hélice no es perfectamente simétrica, ya
qgue se une a los MT en el lugar donde cada hélice completa una vuelta. Los
protofilamentos interaccionan entre ellos lateralmente sobre todo a través de

enlaces a—a y B—p.%8

A pesar de encontrarse una tubulina propia del oligodendrocito (la Bi), es
vital comprender el papel de cada tubulina en el proceso de mielinizacién, ya que
ésta proteina sufre modificaciones post-traduccionales, incluyendo acetilacion y
tirosinacion solo en su subunidad alfa y fosforilacién, poliglutamilacion y
poliglicilacion en ambas subunidades. Todas las isoformas de la tubulinas poseen
un residuo C-terminal de tirosina, y ademas se encuentran tirosinadas en su forma

nativa.®®

En la mayoria de los tipos de células eucariotas, la tirosinacion de la a-
tubulina en su extremo C-terminal media la asociacion de los microtibulos con
proteinas citoplasmaticas como las CLIP, se propone que ésta unidon sirve como
un puente entre microtibulos y microfilamentos y por ende participa en la
regulacion de la formacion de filopodios y lamelipodios; los cuales son necesarios
para que el oligodendrocito cumpla su funcidon mielinizante en los axones de las
neuronas circundantes. Generalmente, se observa que los microtibulos mas
viejos y estables se encuentran destirosinados, mientras que los mas jovenes y

dinAmicos se encuentran tirosinados.”®

Se ha reportado que los oligodendrocitos contienen una a-tubulina acetilada
gue esta presente en el cuerpo celular y en prolongaciones primarias, mientras
que la forma tirosinada esta en mayor cantidad en los procesos distales. Ademas,
se sabe que la acetilacion de la a-tubulina esté relacionada con mayores niveles

de estabilidad en los oligodendrocitos maduros.”®
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Aungue los microtubulos acetilados y destirosinados parecen encontrarse
en los microtubulos mas estables, toda la evidencia sugiere que estas
modificaciones postraduccionales no son la causa de la estabilidad, pero si un

evento seguido de la estabilizaciéon por diversas proteinas.”?

Proteinas asociadas a microtubulos: MAPG6

Duncan y cols., dedujeron que la estabilizacion de los microtabulos parece
ser el resultado de la union de factores accesorios seguidos a la formacion de los
microtubulos. Estos factores se denominan proteinas asociadas a los microtubulos
(MAP), las cuales se encuentran de manera abundante en las neuronas y células
no neuronales, dicho factor es fundamental para el correcto ensamble y unién de
los microtabulos. La MAP1B es una proteina asociada a microtubulos, en cultivo
de oligodendrocitos esta proteina forma puentes cruzados entre los microtlbulos y
los promotores de microtubulos, el hecho que esta proteina se exprese
predominantemente en el cerebro de neonatos podria estar alterado por una
mutacion en el gen que la codifica. Un incremento en la cantidad de microtubulos
puede ser resultado de la sobreexpresion de proteinas que estabilizan a los
microtubulos, tal como la familia de las MAP. Aunque hacen falta estudios mas
detallados sobre mutaciones en las MAPs de manera individual, se ha observado
que la expresion ectopica de tau en células ovaricas Sf9 causa un incremento en

su contenido de microtibulos.5°

La rata taiep representa un modelo Unico para el estudio del papel del
citoesqueleto en la mielinizacion, aunque la afecciébn primaria resulta en la
acumulacion de los microtabulos en los oligodendrocitos, estudiar las bases
bioquimicas y moleculares de la regulacion de los microtubulos y las MAPs provee
de muchas oportunidades para estudiar la funcién celular especifica de cada

proteina.?

Los miembros de la familia de fosfoproteinas asociadas a microtubulos
(MAP por sus siglas en inglés) facilitan la polimerizacion de la tubulina a
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microtubulos, unen y asi mismo estabilizan los microtubulos polimerizados y

ademas influyen es su dinamismo.”®

Las MAP’s pueden dividirse en dos grupos: aquellos que poseen MT
sensibles a la actividad ATPasa o GTPasa (kinesina, dineina y dinamina), y
aguellos que no son sensibles a nucledtidos (p. e. MAP1, MAP2, MAP4, tau,
etc.)’*. Muchas de las MAP que no dependen de nucledtidos son responsables de
estimular la polimerizacion de los MT y favorecer su estabilizacién, en pocas

palabras su dinamismo depende de la accién de estas proteinas’’®,

La union entre las MAP y la tubulina es ionica, las MAPs se unen
predominantemente al carboxilo C terminal de la tubulina, adn se desconoce cémo
es que estas proteinas ejercen su efecto en el MT, pero se cree que podria ser por
una combinacion de enlaces cruzados por multiples uniones de las MAP a la

tubulina.””

Adicionalmente, las MAPs estan implicadas en procesos de sefalizacion
mediando la interaccion de los microtibulos con otros componentes del
citoesqueleto y con la membrana plasmatica. Finalmente, las MAPs son
importantes en el anclaje de cinasas y fosfatasas en vesiculas de transporte
intracelulares.’®

En los oligodendrocitos se expresan MAP de alto peso molecular como las
MAP2C, MAP1B y MAP4, asi también se encuentran las seis isoformas de menor

peso molecular llamadas tau.”®

En este trabajo se estudiard a la proteina MAPG6, estudios hechos por
Galiano y cols. en 2004 demostraron la existencia de una MAP6 exclusiva de los
oligodendrocitos, diferente a la neuronal (120 kDa) y la hallada en fibroblastos (42
kDa), las MAP6 son también conocidas como Stable Tubule Only Polypeptides
(STOP), en su estudio encontraron que los oligodendrocitos expresan una
STOP/MAPG6 de 89 kDa, a la cual llamaron O-STOP y dos variantes de 42 y 48
kDa en menor proporcion. Al hacer el analisis de sus resultaron encontraron por

inmunoblot que la O-STOP parece carecer de un fragmento que es reconocido por

23




el anticuerpo Caml, este diferencia se encuentra en el exon 1 que codifica a esta

proteina.®

Bonnet y cols. Encontraron que la afinidad de la proteina STOP por la
tubulina es mayor comparado con MAPs de mayor peso molecular como MAP1A,
MAP1B y MAP2, adicionalmente encontraron que la capacidad de union de la
MAPG6 a la tubulina alfa es 40% mayor que si se uniera a la tubulina beta, esto
quiere decir que la proteina MAP6 es capaz de unirse a ambas regiones pero no

de manera homologa.?!

Se ha demostrado, que la MAP6 es sensible a las bajas temperaturas
siendo capaz de mantener la estabilidad de los microtubulos a temperaturas (T°)
de 4°C, sin la accidon de esta proteina los microtubulos son despolimerizados a T°
menores a los 20°C. Usando proteinas purificadas, Delphin y cols. encontraron
que esta proteina se une a los microttubulos a través de su modulo Mc (Fig. 1),
segmento que es codificado por el exén 1, flanqueado por los fragmentos que
codifican a los médulos Mnl1, Mn2 y Mn3, estos ultimos son los que otorgan la
resistencia al nocodazol (farmaco antineoplasico que interfiere en la polimerizacion

de los microtubulos).8082
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Fig. 2 Astrocitos y Oligodendrocitos expresan diferentes isoformas de la Proteina
MAPG6/STOP, Tomado de: Galiano y cols. (2004)
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La proteina MAP6 es fosforilada por la enzima multifuncional cinasa Il
dependiente de calcio/calmodulina (CaMKIl). Las formas fosforiladas de esta
proteina no se pueden unir a los MT pero si a actina en ensayos in vitro, lo cual
sugiere que CaMKIl promueve la translocacion de MAP6 de los MT hacia los
compartimentos sinapticos donde puede interactuar con la actina, lo cual podria
ser un rol importante de MAP6 en regular la plasticidad sinaptica Adicionalmente
se ha reportado que MAP6 se asocia con neurofilamentos esferoides de pacientes
con Esclerosis Lateral Amiotréfica.83:84

Los primeros estudios que demostraron que una alta concentracion de la
proteina MAP6 provoca un estado de super estabilidad en los MT fueron hechos
por Job y cols. en 1987, estos encontraron que este fendmeno es provocado por
altas concentraciones de esta misma proteina, in vitro. El estado de estabilidad
ante el frio solo requiere unas pocas proteinas MAP6 por polimero para bloquear
la despolimerizacién causada por las bajas T°. Los polimeros super estables
contienen abundantes cantidades de proteina MAP6 a pesar de no tener relacién
en la equivalencia molar con la tubulina en estos MT. También determinaron que
estos polimeros super estables son los que conectan los cinetocoros a los polos
del huso mitético y los encontrados en el cuerpo medio que separa a las células
en division.®

Por otro lado Faivre y cols. (1985) sugirieron que durante el desarrollo
temprano de un individuo existe una fuerte inhibicion de la expresion de la proteina
MAPSG, la cual decrece con el tiempo y esta relacionado con la aparicion de MT
estables al frio, esto al observar que durante el desarrollo dendritico en las
neuronas de Purkinje, sus MT son labiles ante al frio, mientras que durante el
periodo de crecimiento extenso de dendritas se relacion6 con la aparicion de MT

estables al frio. 86
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DEFINICION DEL PROBLEMA

A. Planteamiento

La rata taiep presenta una acumulacion de microtubulos en los
oligodendrocitos provocando alteraciones metabdlicas que conllevan a la
pérdida de la mielina en el SNC. Las MAP colaboran en el ensamblaje de
los dimeros de tubulina para formar los microtubulos, su estabilizacién e

incluso la relacidon con otros componentes del citoesqueleto.

Se conocen varios tipos de MAP: MAP1 MAP2, MAP3, MAP4. Las MAP1
comprenden por lo menos 3 proteinas diferentes: A, B 'y C. La C es
importante en el transporte retrogrado de vesiculas y se denomina dineina
citoplasmatica. Las MAP2 estan en las dendritas y el cuerpo de las
neuronas, donde se asocian a otros filamentos. Las MAP4 se encuentran

en la mayoria de las células y estabilizan los microtubulos.

La MAP6 o también conocida como STOP, juega un papel importante en
estabilizar los MT, por la union de heterodimeros de tubulina, se sabe que
estos enlaces son de tipo idnicos y preferentemente se unen al C-terminal
de la tubulina, ain se desconoce exactamente cOmo es que estas proteinas
ejercen su efecto, pero se cree que puede ser una combinacion de puentes
cruzados con supresion del C-terminal de la tubulina. Hasta ahora se
conoce que la MAP6 evita la desnaturalizacion de los MT a bajas
temperaturas, a diferencia de los microtubulos adaptados a las bajas
temperaturas (observados en diversas especies de peces marinos), los
llamados microtibulos estables a bajas temperaturas adquieren esta
“proteccion” por la unidén aleatoria de esta proteina al MT, evitando su
despolimerizacion, cosa que no sucede en ensayos in vitro con la presencia
de ATP, conjuntamente se ha reportado que confiere resistencia al farmaco
antineoplasico “Nocodazole”, que tiene como funciéon despolimerizar a los
MT de células cancerosas. Existen muy pocos estudios sobre qué efecto

tendria una alteracion de los niveles de la proteina en condiciones
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ambientales normales (>20°C), estudiar esta proteina en la rata taiep
resulta interesante debido a lo poco se conoce de ella y que evita la
despolimerizacion de los MT, pudiendo ser una de las causas de su

acumulacion en los oligodendrocitos en esta mutante de mielina.
B. Pregunta cientifica

¢ Existe alguna alteracién en MAP-6 y a-tubulina en la rata taiep que se relacione

directamente con el incremento de microtubulos en los oligodendrocitos?
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JUSTIFICACION

Existen pocos modelos animales con mutaciones en las proteinas de mielina que
tengan una vida larga y sean capaces de reproducirse como la rata normal.
Ademas, este modelo nos permitira conocer si la alteracion de la o las proteinas
que participan en el proceso de mielinizacion son unas de las causantes de la
acumulacion de MT en los oligodendrocitos de la rata taiep y posiblemente en un
futuro extrapolar este conocimiento a enfermedades hipo y desmielinizantes

humanas.

Se realiz6 un microarreglo que abarco 5000 genes de la rata taiep en el
Instituto de Genomica de la UNAM mostré un incremento de la expresion de
MAPG6, por lo que es interesante estudiar si también la proteina se encuentra
aumentada en zonas ricas en materia blanca como la médula espinal, tallo
cerebral y cerebelo, ya que solo se conoce que se incrementa al descender la T°,

evitando la despolimerizacion de los MT.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Estudiar si la proteina asociada a microtubulos (MAP-6) y tubulina alfa se

encuentran incrementadas en la rata taiep.

Objetivos particulares
1. Determinar si existe un incremento de los niveles proteicos de proteina

asociada a los microtubulos (MAP6)

2. Determinar si existe un incremento de los niveles proteicos de tubulina
alfa a diferentes edades en la rata taiep.
Evaluar los niveles proteicos de Oligl en la rata taiep.

4. Evaluar la histologia en el cerebelo y tallo cerebral de la rata taiep a
diferentes edades.

5. Realizar una inmunofluorescencia para visualizar la tubulina-a, MAP6 y

Oligl en cerebelo, medula espinal y tallo cerebral de la rata taiep.
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HIPOTESIS

“La rata taiep presenta un incremento en los niveles de a-tubulina y MAP6 que

esta relacionado con la patologia de esta mutante de mielina”
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DISENO DE LA INVESTIGACION

a) Tipo de estudio
Investigacion aplicada, transversal, aleatoria y observacional
b) Definicién del universo

Ratas taiep y Sprague-Dawley obtenidas del bioterio de Fisiologia y del
CINVESTAV

c) Tamafo de la muestra

Se analizaran a los 1 y 6 meses de edad con una n=3 analizando las muestras por

triplicado.
d) Tipo de muestreo

Aleatorio: Todos los elementos de la poblacién tienen la misma posibilidad de ser

escogidos

e) Criterios de seleccion de las unidades de muestreo

e Criterios de inclusion
Ratas de la cepa taiep y Sprague-Dawley
Ratas macho
Edad: 1 mes y 6 meses

e Criterios de exclusion
Ratas hembra
Ratas de otra cepa

Ratas de otras edades
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e Criterios de eliminacién
Ratas que muestren un cuadro clinico de enfermedad.
f) Definicion del grupo control
Ratas de la cepa Sprague-Dawley
Variables y definicion de variables
e Variable independiente
Edad de la rata
Regiones cerebrales
e Variable dependiente
Determinaciones inmunolégicas
g) Manejo estadistico de los datos y pruebas estadisticas

Los valores seran la media £+ SEM de tres determinaciones realizadas por
triplicado. Las pruebas estadisticas seran de tipo paramétricas, los datos seran

analizados con una t de Student no apareada.
h) Aspectos bioéticos

Todos los procedimientos siguieron las normas de acuerdo a la “Guia para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” de México y aprobados por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales. Todos los esfuerzos

fueron realizados para minimizar el sufrimiento de los animales.

Riesgos de la investigacion: No existen riesgos en esta investigacion.
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METODOLOGIA

1. Manejo de animales

Las ratas taiep y las ratas Sprague-Dawley fueron obtenidas del Bioterio de
Instituto de Fisiologia, BUAP. Los animales se mantuvieron bajo un ciclo de luz-
oscuridad (12-12 h), con encendido de la luz a las 0700 horas a una temperatura
de 22°C + 2°C, con alimento y agua ad libitum. Los animales fueron sacrificados
a diferentes edades (15 dias, 1, 3, 6 y 8 meses). Lo animales siguieron la “Guia
de cuidado y uso de animales de laboratorio” de México y aprobados por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales, evitando el sufrimiento

de los animales.

2. Ensayo inmunoenzimético (ELISA)

Cinco pg del homogenizado de proteinas totales de las diferentes muestras
se completaron a un volumen final de 100 pL con buffer de carbonato para
sensibilizar las placas de ELISA, y se colocaron en cada pozo de la placa
durante 16 horas a 4° C. Posteriormente, los pozos se lavaron con PBS-Tween
0.1%,; los sitios inespecificos se bloquearon con albumina de suero bovino 0.5%
durante 20 min. Inmediatamente se lavd con PBS-Tween 0.1%, y se adicioné el
primer anticuerpo para cada proteina durante dos horas a temperatura ambiente.
Se lavé y se adicion6 el segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa de
rabano, se lava con PBS-Tween y se le agrego el sustrato ABTS (4cido 2,2’-
azino-bis-(3-etilbencil-tiazolina-6-sulfénico). Finalmente, la placa se leyé en un

lector de ELISA (Bio-Rad Benchmark) a 415 nm [Harlow, 1990].
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3. Procesamiento de tejido parainclusion en parafina

Los cerebros se colocaron para su inclusién en parafina en el procesador
de tejidos Leica ST5010 Autostainer XL. Los pasos de procesamiento de tejido
fueron: Fijacion (Formaldehido al 4%), deshidratacion con alcoholes (80%, 96% y
100%), aclaramiento (Xilol absoluto) y parafina a 56 °C. Los tejidos fueron

colocados en bloques utilizando casetes de plastico.

4. Procesamiento de cortes histolégicos

Los cortes histolégicos se realizaron en un micrétomo rotatorio manual
Leica RM2125 RTS, realizando el corte a 3 micras de grosor se prepararon los
portaobjetos colocando poli-L-lisina y finalmente se fijaron en la plancha con

termostato a una temperatura de 56-58 °C.

5. Tincién con hematoxilinay eosina

Se colocaron los tejidos en una canastilla metalica por 30 minutos dentro de
un horno a 60 °C, posteriormente, se dejaron enfriar un poco. Los pasos de la
tincion fueron: Desparafinacién (Xilol absoluto), rehidratacion (alcoholes 100%,
96% y agua corriente), tincion con hematoxilina, alcohol acido, viraje (Carbonato
de litio), tincidon con eosina, deshidratacion (alcohol al 96% y 100%), aclaramiento

(Xilol absoluto) y conservacion con resina.

6. Inmunofluorescencia indirecta

Las laminillas se colocaron a tratar en una canastilla metalica por 30

minutos como minimo a 56-59°C para fundir la parafina; posteriormente ya
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estando tibio se colocaron en Xilol para desparafinar. Después se realizé un
proceso de rehidratacion con diferentes concentraciones de alcoholes (100%, 96%
y agua corriente), después se colocaron en un vaso coplin con una solucién de
Buffer de citratos y se lleva 5 minutos a 90°C. Seguido a esto se permeabiliza con
PBS-Tween 0.1% y luego se bloquearon con suero animal al 5%, se realizaron
lavados con PBS-Tween 0.1% y se incuba el anticuerpo primario, después se lavo
otra vez con PBS-Tween 0.1% para poder incubar el anticuerpo secundario

conjugado con fluoresceina (a partir de aqui se debe trabajar en oscuridad).

Al terminar, a los cortes se les colocé un protector de fluorescencia VectaShield
con DAPI (fluorometro que se une al acido nucleico) y se observaron en un

microscopio de fluorescencia.

7. Procesamiento de tejidos para corte en microtomo de congelacién

Se puso el tejido en un gradiente de sacarosa (minimo 12 horas a 10% de
sacarosa y posteriormente 2 horas en solucién al 30% de sacarosa). Una vez
tratado se colocé en el microtomo de deslizamiento Leica SM2010 R, al cual
previamente se le puso la bandeja de congelacién con adaptador y se le adicioné
el hielo seco hasta que el metal cambie a un color blanco, una vez listo se
colocaron unas gotas de PBS 1x para sujetar el tejido. Se esperd a que el tejido

estuviera congelado para empezar a rebajar y obtener los cortes.

8. Andlisis estadistico

Los valores graficados representan la media + SEM de tres determinaciones

realizadas por triplicado de una n = 5 animales con unan p < 0.05. Las pruebas
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estadisticas fueron de tipo paramétrico, los datos fueron analizados con una t de
Student no apareada. Las graficas y andlisis fueron realizados en el software

Graphpad Prism 5.
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DIAGRAMA DE TRABAJO

Ratas control: Ratas problema:
Sprague-Dawley macho taiep macho
Edades:
1y 6 meses
Cerebelo Médula espinal Tallo cerebral
Cortes histolégicos Homogeneizado
Tincidn HE ELISA
Inmunofluorescencia MAPS, tubulina-a,
MAPS6, tubulina-a, Oligl
Oligl
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RESULTADOS

CEREBELO
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Ensayo inmunoenzimatico de ELISA

Los siguientes resultados corresponden al analisis semicuantitativo por el
ensayo inmunoenzimatico ELISA en el cerebelo, entre el control (rata Sprague-

Dawley) y el problema (rata taiep), en las edades de 1y 6 meses.

En la figura 3 se muestra los resultados para tubulina alfa, en cerebelo de la
rata taiep, a los 6 meses de edad hubo un incremento de tubulina alfa del 38.8% +
0.05% con respecto a su control. En la edad de 1 mes de edad no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre la rata SD y taiep.

Tubulina-a en Cerebelo

1.5~
t @ SD

@ taiep

—
o
L

0.D. (415 nm)
o
&

0.0+

Edad (Meses)

Fig. 3 Incremento de Tubulina alfa en cerebelo de rata taiep. La densidad 6ptica
(O.D) de los niveles proteicos de tubulina alfa fue determinada por ELISA. Los
valores corresponden a la media £+ SEM de una n =5 animales. 1, p < 0.05, t de Student.

SD; Sprague-Dawley.

En la figura 4 se hace evidente que no existen diferencias estadisticamente
significativas para los niveles de MAP6 en cerebelo de rata taiep con respecto al

control, esto en ambas edades.
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MAPG6 en Cerebelo
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Fig. 4 MAPG6 en cerebelo de rata taiep. La densidad Gptica (O.D) de los niveles
proteicos de MAP6 fue determinado por ELISA. Los valores corresponden a la media +
SEM de una n =5 animales. T, p < 0.05, t de Student. SD; Sprague-Dawley.

Estudio histoldgico con latincion de Hematoxilinay Eosina

Las siguientes fotografias y graficas corresponden a los resultados
obtenidos de cortes de cerebelo de las ratas Sprague-Dawley y taiep, de 1y 6
meses de edad. Los resultados muestran que en la rata taiep existe un mayor

namero de células picnoéticas que en la rata SD de 1 mes de edad.
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Fig. 5 Estudio histolégico en cerebelo de rata taiep al 1 mes de edad. Para el control
SD 1 mes se observa [A] Micrografia 10x del I6bulo Folium cerebelar. Las siguientes
corresponden a micrografias a 40x: (B) Neuronas de purkinje sanas (Flechas) y en
proceso necrotico (Punta de flecha), [C] Células picnoticas, probablemente apoptéticas
(Flechas) y células necréticas (Punta de flecha), [D] Célula picnética (Flecha), célula sana
(Punta de flecha), [E] Célula picnética (Flecha) y neuronas opacas, posible necrosis
(Punta de flecha), [F] Célula sana (Flecha) y necrotica (Punta de flecha). Para la rata taiep
se observa [G] Micrografia 10x del I6bulo cerebelar. Las siguientes corresponden a
micrografias a 40x: [H] Necrosis (Flecha) y apoptosis (Punta de flecha), [I] Neuronas de
purkinje sana (Flecha), [J y K] Células picnéticas (Flechas) indicando apoptosis, [L] Célula
picnotica (Punta de flecha). Las micrografias corresponden a una tincion de Hematoxilina

y Eosina. Las barras corresponden a una medida de 100 pm.
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Fig. 6 Estudio histoldgico en cerebelo de rata taiep alos 6 meses de edad. Para el

control SD 6 meses se observa [A] Micrografia 10x del I6bulo Folium cerebelar. Las
siguientes corresponden a micrografias a 40x: [B, E y F] Neuronas de purkinje sanas
(Flechas), [C, Dy F] Necrosis celular (Punta de flecha). Para la rata taiep se observa [G]
Micrografia 10x del I6bulo Folium cerebelar. Las siguientes corresponden a micrografias a
40x: [H] Neurona de purkinje sana (Flecha) y célula necrotica (Punta de flecha), [I-L]
Marcada muerte celular por necrosis (Flechas). Las micrografias corresponden a una
tincion de Hematoxilina y Eosina. Las barras corresponden a una medida de 100 ym.
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Muerte neuronal en cerebelo de rata taiep

La figura 7 muestra que al comparar el nimero de neuronas de Purkinje por

I+

campo en la rata taiep de 1 mes, ésta presenta una disminucion del 748.9%

I+

1.763% en las células sanas, mientras que se presenta un aumento del 680%
4.9% en la cantidad de apoptosis celular; todo esto comparando con la rata control

Sprague-Dawley.
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Fig. 7 Niveles de muerte celular en neuronas de Purkinje de rata taiep de 1 mes de

edad. Los valores corresponde a la media =+ SEM de una n =5 animales. t, p <0.05, t de
Student.

En la figura 8 se muestra que la rata taiep de 6 meses presenta una disminucion
del 260% + 0.84% en las células sanas, mientras que se observa un aumento del
300% * 1.7% en la cantidad de necrosis celular; todo esto comparando con la rata

control Sprague-Dawley.
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Fig. 8 Niveles de muerte celular en neuronas de Purkinje de rata taiep de 6 meses de

edad. Los valores corresponde a la media + SEM de una n =5 animales. T, p <0.05, t de
Student.

Inmunofluorescencia indirecta

A continuacion se muestran los resultados de la técnica de inmunofluorescencia
indirecta contra MAPG6, Oligl y tubulina alfa en cortes sagitales de cerbelo de rata

taiep y Sprague-Dawley de 1y 6 meses de edad.

En cerebelo se encontré un incrmento de la intensidad de fluorescencia para la
MAPG6 de 65.7%, para Oligl fue de 20.5% al mes de edad y Para Tubulina alfa se
encontré un decremento de 24% (Fig. 9). A los 6 meses de edad, para MAP6 del
182%, para Olil de 383% y para Tubulina alfa de 124% a los 6 meses de edad a

los 6 meses de edad en la rata taiep cuando se compara con la rata SD (Fig. 10).

Mientras que en el tallo cerebral se encontré un incremento de 461% para MAPS6,
de 124% para Oligl y del 92% para tubulina alfa al mes de edad (Fig. 14.), y de
706% para MAPG6, de 448% para Oligl para los 6 meses de edad (Fig. 16).
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Fig. 9. Inmunofluorescencia indirecta contra MAP6, Oligl y tubulina alfa en cerebelo

de ratataiep de 1 mes de edad. En la imagen se observa en verde el marcaje para
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MAPG, Oligl y tubulina alfa con fluresceina y en azul, DAPI (nucleos). La barra

corresponde a 200 ym
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Fig. 10 Inmunofluorescencia indirecta contra MAP6, Oligl y tubulina alfa en
cerebelo de rata taiep de 6 meses de edad. En la imagen se observa en verde la
fluoresceina (para cada anticuerpo) y en azul, DAPI (nucleos). La barra corresponde a
200 ym
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TALLO CEREBRAL
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Ensayo inmunoenzimético de ELISA

Los siguientes resultados corresponden al analisis semicuantitativo por el
ensayo inmunoenzimatico ELISA en tallo cerebral, entre el control (rata Sprague-

Dawley) y el problema (rata taiep), en las edades de 1y 6 meses.

En tallo cerebral de la rata taiep de 6 meses de edad (Figura 11) se observa un
incremento de tubulina alfa del 72.3% *= 0.015% con respecto a su control. Para el

mes de edad no hubo diferencias estadisticamente significativas entre control y

problema.
Tubulina-o en Tallo cerebral
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Fig. 11 Incremento de Tubulina alfa en tallo cerebral de rata taiep. La densidad
Optica (O.D) de los niveles proteicos de tubulina alfa fue determinada por ELISA.
Los valores corresponden a la media + SEM de una n = 5 animales. 1, p < 0.05, t de

Student. SD; Sprague-Dawley.
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La figura 12 muestra el incremento de MAP6 en tallo cerebral en la rata
taiep de 6 meses de edad con respecto a su control, este incremento fue de
26.68% * 0.07%. Mientras que el grupo de un mes de edad no hubo diferencias

estadisticamente significativas.

MAPG6 en Tallo Cerebral
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Fig. 12 Incremento de MAPG6 en tallo cerebral de rata taiep. La densidad
Optica (O.D) de los niveles proteicos de MAP6 fue determinado por ELISA. Los
valores corresponden a la media £+ SEM de una n =5 animales. f, p < 0.05, t de Student.

SD; Sprague-Dawley.

En la figura 13 se muestra la disminucion de los niveles proteicos de Oligl
en tallo cerebral de rata taiep, para la edad de un mes se observa una disminucién
del -64.60% * 0.19%, mientras que para la edad de 6 meses de edad se encontrd
una disminucion del 19.23% + 0.147.

49




Olig1 en Tallo Cerebral
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Fig. 13 Disminucion de Oligl en tallo cerebral de rata taiep. La densidad 6ptica (0O.D)
de los niveles proteicos de oligl fue determinado por ELISA. Los valores
corresponden a la media £+ SEM de una n =5 animales. T, p < 0.05, t de Student. SD;
Sprague-Dawley.

Estudio histoldgico con latincion de Hematoxilinay Eosina

Las siguientes fotografias corresponden a los resultados obtenidos de
cortes de tallo cerebral de las ratas Sprague-Dawley y taiep, de 1 y 6 meses de
edad.

En las figuras 14 y 15 se observan células de gran tamafio, que podrian
corresponder a neuronas gigantocelulares de la formacién reticular o de los

ndcleos pontocerebelosos.

50




r

Fig. 14 Estudio histoldgico en tallo cerebral de rata taiep al 1 mes de edad. [Ay C]

Se observa que en el control existe gran numero de neuronas funcionales (Flechas),
mientras que en la rata taiep [B y D] se muestran una gran cantidad células picnéticas
(Puntas de flecha) que sugieren muerte celular por apoptosis y escasas células sanas

(Flechas). Las micrografias corresponden a una amplificacion de 10x. Las barras
corresponden a una medida de 100 pm.
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SD 6 meses Taiep 6 meses

Fig. 15 Estudio histoldgico en tallo cerebral de rata taiep alos 6 meses de edad. [Ay
C] Se muestra que en el control se encuentran gran numero de neuronas funcionales
(Flechas), mientras que en la rata taiep [B y D] se observa una poblacion heterogénea de
células sanas (Flechas) y de picnéticas que podrian indicar muerte celular por apoptosis
(Puntas de flecha). Las micrografias corresponden a una amplificacion de 10x. Las barras
corresponden a una medida de 100 pm.

Inmunofluorescencia indirecta

A continuacion se muestran los resultados de la técnica de inmunofluorescencia
indirecta contra MAPG6, Oligl y tubulina alfa en cortes sagitales de tallo cerebral de
rata taiep y Sprague-Dawley de 1y 6 meses de edad.

En el tallo cerebral se encontré un incremento de 461% para MAPG6, de 124% para
Oligl y del 92% para tubulina alfa al mes de edad (Fig. 16.), y de 706% para
MAPG, de 448% para Oligl para los 6 meses de edad (Fig. 17).
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Fig. 16 Inmunofluorescencia indirecta contra MAP6, Oligly tu«bulina alfa en tallo
cerebral de rata taiep de 1 mes de edad. En la imagen se observa en verde la
fluoresceina (para cada anticuerpo) y en azul, DAPI (nucleos). Se puede apreciar la
presencia de cuerpos célulares que exhiben las tres marcas, presumiblemente OPCs. La

barra corresponde a 200 um
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Fig. 17 Inmunofluorescencia indirecta contra MAP6, Oligl y tubulina alfa en tallo
cerebral de rata taiep de 6 meses de edad. En la imagen se observa en verde la
fluoresceina (para cada anticuerpo) y en azul, DAPI (ndcleos). La barra corresponde a
200 ym
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MEDULA ESPINAL

55




Ensayo inmunoenzimatico de ELISA

Los siguientes resultados corresponden al analisis semicuantitativo por el
ensayo inmunoenzimatico ELISA en medula espinal en rata SD y taiep de 1y 6
meses de edad.

En la figura 18 se muestran los resultados de las determinaciones de los
niveles de tubulina alfa en médula espinal de rata taiep de 1 y 6 meses de edad,
con sus respectivos controles, donde no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas.
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Fig. 18 Tubulina alfa en médula espinal de rata taiep. La densidad 6ptica (O.D) de
los niveles proteicos de tubulina alfa fue determinada por ELISA. Los valores
corresponden a la media £+ SEM de una n =5 animales. T, p < 0.05, t de Student. SD;
Sprague-Dawley.

En la figura 19 se observa la disminucion de MAP6 en médula espinal de la
rata taiep de 1 mes de edad, este decremento corresponde al -14.33% + 0.004%.
Los niveles de MAP6 en médula espinal de rata taiep de 6 meses de edad no

mostraron diferencias estadisticamente significativas.
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Fig. 19 Disminucion de MAP6 en médula espinal de rata taiep. La densidad 6ptica
(O.D) de los niveles proteicos de MAP6 fue determinado por ELISA. Los valores
corresponden a la media £ SEM de una n =5 animales. 1, p < 0.05, t de Student. SD;

Sprague-Dawley.
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DISCUSION

La rata taiep mostro el incremento de los niveles proteicos de tubulina alfa y
de MAPG6 en cerebelo y tallo cerebral a los 6 meses de edad, ademas muestra un
decremento de los oligodendrocitos premielinizantes en el tallo cerebral desde un
mes de edad, asociado con la presencia de muerte celular por apoptosis y

necrosis desde el mes de edad.

La rata taiep se diferencia de otras mutantes de mielina por tener un
periodo de vida prolongado y la capacidad de reproducirse a pesar de la pérdida
continua de mielina. El defecto afecta mayormente al cerebro que a la médula
espinal y para las edades de 1 y 2 meses no se observa gran diferencia contra los

controles, mientras que a los 12 meses sufre una pérdida casi total de mielina.?

En la rata taiep a los 6 meses de edad se encontro un incremento de tubulina alfa,
el cual puede estar asociado con la acumulacién de microtabulos reportado que
incrementa con la edad. La acumulacion de microtubulos forman estructuras
tubovesiculares cercanas a la region cis-Golgi, esto es una extensiéon del reticulo
endoplasmico liso en un sentido secretor. Entonces se sugiere que no hay un

correcto transporte de proteinas para la sintesis de mielina.®

En la rata taiep los hemisferios se encuentran mas afectados que la medula
espinal, esto podria ser porque la mielinizacion inicia en direccién caudo-rostral,
siendo la medula espinal una de las primeras zonas mielinizadas antes que los
hemisferios. Ademas de que se observa que la pérdida de mielina es mas severa
en los axones de menor calibre que en los de mayor calibre encontrados en la
medula espinal. Ademas, la rata taiep presenta una disminucién en los niveles de
proteinas de mielina como PLP, MBP, CNP y MAG. &

Los resultados presentados muestran que la rata taiep presenta un
aumento de tubulina a en cerebelo y tallo a los 6 meses de edad, mientras que en
1 mes de edad no se observan diferencias. Song y cols., encontraron que habia
un incremento de la tubulina beta y la proteina asociada al microtabulo tau en el

soma y prolongaciones de oligodendrocitos de rata taiep en cultivos celulares y en
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Velo medular anterior (cerebelo), lo cual concuerda con la acumulacion de

microtUbulos observado en las micrografias.t"3

La rata taiep presenta una acumulaciéon de los microtabulos,
sugiriendo que el proceso de despolimerizacion esta afectado en la rata. Una
proteina que participa en la estabilizacion de los microtibulos es la MAPG6, que fue
encontrada incrementada a los 6 meses de edad en el tallo cerebral. La isoforma
MAPG6d1 se ha demostrado que esta asociada con el aparato de Golgi a través de
palmitorilacion de su dominio N-terminal y ha sido demostrado su unidn a actina.
Ademas, se ha encontrado en la mitocondria en el espacio intermembranal, y
puede multimerizar al microtibulo via segmento de union, siendo propiedades
tanto de MAP6d1 como MAP6-N.88 Otras funciones de la MAP6 es en la
conectividad entre las fibras y el desarrollo del fornix (parte del sistema limbico),
regulando la elongacion axonal por Semaforina 3E, sugiriendo que MAP6 es
critico para la guia de las moléculas con el efecto de sefalizacién intracelular
durante el desarrollo de los tractos axonales cerebrales.?® Existe evidencia que
una sobreexpresion neuronal del gen de MAP6 en conjunto con la disminucion de
la expresion de proteinas como TMEM106B incrementa el trafico retrogrado de
lisosomas en las dendritas, inhibiendo su extensiébn y favoreciendo la
neurodegeneracion.19 ° La desregulacion de la expresion de MAP6 también se
ha asociado con la alteracion de la integracion sinaptica en enfermedades como la
esquizofrenia, tanto en modelos animales como en estudios postmortem de
cerebros humanos.88°1.92 Estos resultados muestran que pudiera estar afectando
otras funciones como son la sinaptogénesis y en la extensién de neuritas.

El decremento de Oligl se ha visto que resulta en una hipomielinizacion
como lo han descrito en ratones null, con déficit de la mielinizacion temprana en la
medula espinal, sugiriendo que Oligl tiene un papel Unico en promover el
compromiso de la célula progenitora de oligodendrocito, diferenciacion y

subsecuente mielinizacién primaria en el cerebro, pero no en la medula espinal. *
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CONCLUSION

El incremento de la proteina MAP6 pudiera estar involucrada en la
estabilizacion y acumulacién de microtubulos en la rata taiep, y con un déficit del
factor de transcripcion Oligl y con ello la disminucion de la presencia de células

precursoras de oligodendrocitos, contribuyendo al proceso hipomielinizante.
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APENDICE

1. Manejo de animales
Extraccion en fresco

La rata es anestesiada con una administracion de hidrato de cloral a una
dosis de 350 mg/Kg via intraperitoneal a cada rata. Una vez anestesiada se coloca
a la rata decubito supino, se realiza una incision por debajo de las costillas hasta
visualizar el diafragma y se corta, una vez hecho esto se cortan las costillas

lateralmente para levantar la caja toracica y se sostiene con unas pinzas kellys.

Se extrae sangre (con la jeringa de 3-5 mL) directamente del ventriculo
izquierdo del corazén de la rata, se deposita en tubos de vidrio y se centrifuga a
3500 rpm para después separar el suero. Se extraen los 6rganos de interés y se

se almacenan a -80 °C.
Perfusidn y fijacion de tejidos

Se realiza lo mismo que en la extraccion en fresco, pero en lugar de extraer
sangre, se perfunde con PBS 1x para blanquear los tejidos y después con
paraformaldehido 4% para fijar y poder extraer los 6rganos de interés. Estos se
almacenan en paraformaldehido 4% a 8-12 °C.

Determinacion de proteinas por el método de Coomasie

En esta reaccion el colorante de Coomasie se une de manera principal a los
extremos NHs* de las proteinas, asi como a los residuos de aminoacidos béasico y
aromaticos, especialmente organicos, generando un cambio en la absorcion del
colorante de 465-620 nm. La intensidad del color es proporcional a la cantidad de

proteina presente en la muestra, comparado siempre con una curva estandar.

Reactivos: Solucién de albumina 1 mg/mL y reactivo de Coomasie.
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Curva estandar
Tubo Concentracion Concentracion de Agua destilada
(UM) albumina (uL)
Blanco Blanco 0 500
1 0.25 0.25 499.75
2 0.5 0.5 499.5
3 1 1 499
4 2 2 498
5 S 5 495
6 7.5 7.5 492.5
7 10 10 490

Una vez obtenida la curva estandar se cuantifican las muestras.
2. Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunologica como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
(inmunoadsorbente) la reaccién antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por
tanto, sera facilmente revelada mediante la adicion de un substrato especifico que
al actuar la enzima producira un color observable a simple vista o cuantificable

mediante el uso de un espectrofotdmetro o un colorimetro.
Los pasos utilizados en este trabajo son los siguientes:
1. Cuantificacion de proteinas totales en las muestras

2. Normalizar los valores de las muestras con la formula:

GV
H =

a

Vi=1 pL
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V2= Volumen de muestra que se necesita para tener 5ug de proteina

C2=5ug

a= Concentracion de proteina por muestra

3.

4.

8.

9.

Colocar la mitad del volumen del buffer de carbonatos en cada pozo
Colocar el volumen de cada muestra de acuerdo a la normalizacion
Colocar el buffer de carbonatos restante y homogeneizar

Incubar a 37 °C por dos horas o 4°C durante toda la noche

Lavar 3 veces con PBS-Tween 0.1%, un minuto por lavado
Bloquear con albumina al 5%, 200 pL en cada pozo

Lavar 2 veces con PBS-Tween 0.1%, un minuto por lavado

10.Depositar 100 pL de Anticuerpo primario en cada pozo, incubar 2

horas a TA

11.Lavar 3 veces con PBS-Tween 0.1%, un minuto por lavado

12.Depositar 100 pL de anticuerpo secundario en cada pozo, incubar 2

horas a TA

13.Lavar 3 veces con PBS-Tween 0.1%, un minuto por lavado

14.Agregar 150 pL de H202 por cada 10 mL de ABTS

15.Colocar 100 pL de ABTS-H202 en cada pozo, incubar 15 minutos a TA

16.Leer a 415 nm.

3. Procesamiento de tejido para inclusion en parafina

Una vez que el tejido es fijado, es necesario procesarlo para poder ser

cortado en secciones 3 um de grueso. El tejido es previamente fijado (esto evita

autolisis y putrefaccion), deshidratado (para esto se utilizan alcoholes en
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concentraciones crecientes hasta llegar al alcohol puro), aclarado (Se utiliza xilol
ya que ademas de aclarar el tejido es medio soluble para la parafina) y por ultimo

incluido en parafina.

Los pasos utilizados son los siguientes:

. Fijacion (Formaldehido al 4%)

. Deshidratacion con alcoholes (80%, 96% y 100%)

. Aclaramiento (Xilol absoluto)

. Inclusién (Parafina a 56 °C)

Los tejidos son colocados en bloques utilizando casetes de plastico.
4. Procesamiento de cortes histoldgicos

Para muestras incluidas en parafina

Previamente se preparan los portaobjetos necesarios colocando poli-L-lisina
que se une moléculas de lisina a través del grupo amino épsilon y por el grupo
carboxilo. Esto hace que funcione como un pegamento para el tejido. Los bloques
son colocados en una plancha a 4 °C para garantizar un corte preciso.

Se coloca el casete de plastico en un micr6tomo, se va cortando la
parafina (cortes de 10 micras 0 mas, para rebajar el casete) y una vez retirado el
exceso de parafina se realizan los cortes a 3 y 5 micras de grosor (depende del
tipo de tejido). Colocacion del corte y extension con un pincel en el bafio de

flotacion

Finalmente fijados en la plancha con termostato a una temperatura de 56-
58 °C y guardados a temperatura ambiente en cajas para evitar la exposicion a

polvo y otros contaminantes.
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Corte en microtomo de congelacion

Se coloca el tejido en un gradiente de sacarosa (minimo 12 a 10% de
sacarosa y posteriormente 2 h en solucion al 30% de sacarosa). Una vez tratado
se coloca en el microtomo de deslizamiento Leica SM2010 R, al cual previamente
se le coloca la bandeja de congelacion con adaptador y se le adiciona el hielo
seco hasta que el metal cambie a un color blanco, una vez listo se colocan unas
gotas de PBS 1x para sujetar el tejido. Este se debe colocar con cuidado y esperar

a que se congele para empezar a rebajar y obtener los cortes.

Los cortes son finalmente fijados en la plancha con termostato a una
temperatura de 56-58 °C y utlizados inmediatamente para proceder con el

protocolo de inmunofluorescencia.
3. Tincion con hematoxilinay eosina

Este método consta de una fase inicial, en la que se van a colorear los
nacleos celulares con la hematoxilina y una fase interior de contraste

citoplasmatico y de los componentes extra celulares con la eosina.

El agente quimico activo de la Hematoxilina es la Hemateina, que se forma
por la oxidacion de la hematoxilina, este proceso de oxidacion o maduracién
ocurre cuando la Hematoxilina se deja en reposo por algunos dias 0 semanas

después de afnadir el oxidante (yodato de sodio).

La Eosina es un colorante que se emplea para tefir estructuras
citoplasmaticas, este colorante se puede utilizar en base acuosa o alcohdlica para

darles contraste al teflido nuclear de la hematoxilina.

Los pasos utilizados son los siguientes:
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. Desparafinacion: Colocar los tejidos 30 min. a 60 °C, dejar enfriar

. Cambio de medio:

Xilol 1, 20 minutos

Xilol 2, 5 minutos

Alcohol:Xilol, 10 bafios

. Hidratacion:

Alcohol absoluto 1, 10 bafos
Alcohol absoluto 2, 10 bafos
Alcohol 96% 1, 10 bafios
Alcohol 96% 2, 10 bafios

Agua corriente, 10 bafos

. Fase inicial:

Hematoxilina, 10 minutos
Lavado
Reposo en agua corriente 1:00-1:30 minutos

Alcohol acido, 1 bafo

. Viraje

Lavado

66




e Carbonato de litio, 10 bafios

e Lavado

6. Fase interior
e Alcohol 96%, 1 bafio

e FEosina, 15 bafos

7. Deshidratacion

e Alcohol 96% 1, 10 bafios

e Alcohol 96% 2, 10 bafios

e Alcohol absoluto 1, 10 bafios

e Alcohol absoluto 2, 10 barfios

8. Cambio de medio y aclaramiento
e Alcohol:xilol, 10 bafios
e Xilol 1, 5 minutos

e Xilol 2, 20 minutos minimo

9. Montaje

El proposito del montaje es preservar el tejido tefildo para su siguiente
manejo examinacion al microscopio. El cubre se une al corte por medio de un
agente llamado medio de montaje el cual puede ser balsamo de Canada o resina

Entellan de Merck
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4. Inmunofluorescenciaindirecta

El procedimiento tiene como fin exponer los antigenos del tejido, el bloqueo
de sitios especificos con suero animal esto tiene como propdsito saturar las
uniones de los anticuerpos (mas que nada IgG) con proteinas para posteriormente
incubar los anticuerpos primario y secundario. El anticuerpo primario reconocera al
Ag del tejido mientras que el secundario reconocera al primer anticuerpo colocado
y este ademas estd marcado con un fluorocromo. Dependiendo el tipo de
fluorocromo es el filtro que se debera utilizar al observar en un microscopio

confocal para visualizar diferentes colores.
Los pasos utilizados son los siguientes:
1. Desparafinacion:
e Colocar los tejidos 30 min. a 56-59°C, dejar enfriar
e Xilol, 5 min.
2. Hidratacion:
. Alcohol absoluto 1, 10 bafios
. Alcohol absoluto 2, 10 bafios
. Alcohol 96% 1, 10 bafos
. Alcohol 96% 2, 10 bafios
. Agua corriente, 1 bafo
3. Desenmascaramiento:
. Colocar en un coplin con Buffer de citratos

o Llevar a 90°C por 5 minutos

4. Permeabilizacion:
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3 lavados con PBS-Tween (10 min. c/u)

5. Blogueo de sitios especificos:

. PBS-Tween 0.1%, 5-10 % de suero animal y albumina 3%
. Incubar 1 hora a temperatura ambiente (TA)
. 3 lavados con PBS-Tween (10 min. c/u)

6. Incubacion con el anticuerpo primario
e Ac.1° 1.5 % de suero de animal, PBS-Tween 0.1%
e Incubar 2 horas a TA o toda la noche a 8-12°C
e 3lavados con PBS-Tween (10 min. c/u)
7. Incubacion con el anticuerpo secundario
. Ac. 2°, 1.5 % de suero de animal, PBS-Tween 0.1%
. Incubar 2 horas a TA

o 3 lavados con PBS-Tween (10 min. c/u)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
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