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“The task of neural science is to explain behaviour in terms of the activities of the

brain. How does the brain marshall its millions of individual nerve cells to produce
behaviour, and how are these cells influenced by the environment...? The last frontier
of the biological sciences -their ultimate challenge- is to understand the biological
basis of consciousness and the mental processes by which we perceive, act, learn, and

remember.”

-Eric Kandel

vii



viii



Indice general

Resumen Xix

1. Introduccién

1.1. Desarrollo del sistema nervioso central durante la gestacion . . . .. .. 1
L.1.1. Neurogénesis . . . . . ..o v v 5
1.1.2. Gliogénesis . . . . . . .. . . . ... 8

1.2. Mielinizacion del sistema nervioso central . . . . .. .. ... ....... 11
1.2.1. Oligodendrogénesis . . . . . . . . ... ... ... 11
1.2.2. Formacion de la vaina de mielina . . . ... ... ........ 16

1.3. Enfermedades desmielinizantes . . . . .. ... ... ... ......... 25

1.4. Papel de la remielinizacion en la recuperacion neural funcional . . . . . 26

X



1.5. La rata taiep como un modelo de enfermedades

hipomielinizantes-desmielinizantes . . . . . . ... ... ... ...... 28
2. Antecedentes
3. Justificacion
3.1 HIpOtesiS . . . o v o o 38
3.2. Objetivo General . . . . ... ... ... ... ... ... . ....... 38
3.2.1. Objetivos particulares . . . . . ... ... ... ... ... .. 39

4. Metodologia

4.1. Evaluacion in silico del efecto de la mutacion Ala302Thr en la B-Tubulina

4a de la rata taiep

4.1.1. Modelado por homologia de la B-Tubulina 4a de rata: nativa y

mutada . ... 41

4.1.2. Dindmica Molecular del dimero B-Tubulina/pB-Tubulina . . . .44
4.1.3. Acoplamiento Molecular . . . . . ... ... ... ... ... 45

4.2. Protocolo Experimental . . . ... ... . ... ... ... ... ... 47
4.2.1. Preparacion de tejidos para procedimientos histoquimicos . . .48
4.2.2. Ensayo de proliferacién . . . . . .. ... ..o L. 48
4.2.3. Cuantificacion de Mielina . . . . ... ... ... ........ 49

33

37

41



4.2.4. Desarrollo Funcional . . . . . ... ... ... ... ....... 50

4.2.5. Andlisis Estadistico . . . ... ................... 56
5. Resultados 57
5.1. Modelado por homologia . . . . ... ... ... ... ... ........ 57

5.2. Ajuste de los modelos tridimensionales de las

B-Tubulinas 4a en la conformacioén espacial del microtubulo . . . . . . 58

5.3. La taurina no muestra afinidad por los sitios de unién para fairmacos en

el dimero o/B-Tubulina . . . ... ... ... ... .. ......... 60

5.4. La mutaciéon Ala302Thr podria inducir la hiperpolimerizacion de los

microtubulos de la rata taiep . . . . .. ... ... ... ... 61

5.5. La cloroamina de taurina podria inducir la despolimerizacion del

microtibulo en la rata taiep . . . . ... ... ... ... ... 69

5.6. La taurina regula la proliferacion celular en el giro dentado y la

protuberancia anular de ratas taiep de 1 mes de edad . . . . .. ... 71

5.7. La ingesta de taurina a largo plazo mejora la pérdida de mielina en la

rata talep . ... e 73

5.8. La administracion de taurina mejora el desempeflo motor en la rata taiep 76

6. Discusion 81

7. Conclusion 93

xi



8. Pespectivas

95

Xii



Indice de figuras

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

L.5.

1.6.

1.7.

2.1.

Evolucion de las vesiculas primarias hacia vesiculas secundarias y la

posterior diferenciacion de las regiones cerebrales. . . . ... ... ... 2

Comparacion de eventos proliferativos entre humano y rata considerando

la temporalidad propia de cada especie. . . . ... ... ......... 6

Generacion de las OPCs a través de las distintas olas en el telencéfalo,

el cerebelo y la médula espinal. . . . .. ... ... ... ... ... . 14

Maduracion de las OPCs, cambios en la morfologia y expresion de

proteinas asociadas a cada etapa de maduracion. . . ... ........ 17

Formacion de la vaina de mielina tanto en el SNC como en el SNP....20

Dinamica Microtubular. . . . . . .. ... .. 23

Esquema de la prolongacién de la membrana de un oligodendrocito. . .24

Estructura 2D y 3D de la molécula de taurina. . . . ... ........ 35

Xiii



4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

54.

5.5.

5.6.

5.7.

Ensamble del microtibulo formado por los dimeros de o/B-Tubulinas.43

Diagrama general de flujo para las simulaciones que componen una
dindmica molecular. . . . . . . ... L Lo Lo L 45
Esquema de las pruebas motoras perinatales. . . . . ... ... ..... 52
Esquema de los movimientos caracteristicos afectados tras una lesion
cortico-espinal y que son evaluados en la escala IBB. . .. ... ... 54
Hoja de puntuaciéon de la escala IBB. . . . ... ... ... ........ 55
Modelos 3D para las proteinas B-Tubulina 4a de rata. . . . . ... .. 58

Empalme de los modelos tridimensionales generados con las proteinas

correspondientes dentro de la estructura del microtabulo. . . . . . .. 59

Minimizacién y equilibrio de los sistemas B/B-Tubulina por Dindmica

Molecular. . . . . . . .., 62

Los dimeros de B-Tubulina mutada son estructuralmente mas estables

que los dimeros de B-Tubulina nativa. . . . ... ............. 64

La mutacion Ala302Thr podria inducir la hiperpolimerizacion del

microtubulo en la rata taiep. . . . . ... ... ... L. 66

Los trimeros de B-Tubulina mutada son estructuralmente mas estables

que los trimeros de B-Tubulina nativa. . .. ... ........... 68

La cloroamina de taurina podria inducir la despolimerizacion de los

microtubulos de la rata taiep . . . . .. ... ... ... ... 70

X1V



5.8. La administracion gestacional de taurina aumenta la proliferacion celular

en el giro dentado de las ratas macho taiep y regula la proliferacion celular

en la protuberancia anular y el cerebelo al mes de edad. . . . ... ... 72

5.9. La administracion de taurina a largo plazo previene parcialmente la

pérdida de mielina en la protuberancia anular de la rata taiep. . . . . . 75

5.10. La administracién de taurina mejora el desarrollo de la conducta motora

en ratas taiep jovenes.

5.11. La administracion de taurina mejora la respuesta motora fina en ratas

taiep adultas. . . . . ... 79

XV



XVi



[ndice de tablas

1.1. Cronograma de puntos de referencia en el desarrollo del sistema nervioso

central de roedores. . . . . . . . ... 4

1.2. Resumen de los procesos clave del desarrollo cerebral en humanos y

TOEdOTES. . . . . o o e, 10

5.1. La taurina se acopla con baja afinidad a los sitios activos del microtubulo.60

5.2. La cloroamina de taurina muestra mayor afinidad por la interfaz de

dimerizacion B/B-Tubulina mutada. . . . . ... ... ... ... .... 69

5.3. La administracion de taurina a largo plazo previene parcialmente la

pérdida de mielina en la protuberancia anular de la rata taiep. . . . . . 74

XVii



XViii



Resumen

La rata taiep se propone como un modelo animal de tubulinopatia con

hipomielinizaciéon y desmielinizacion progresiva del sistema nervioso central. Esta
hipodesmielinizacion se origina por la acumulacién anormal de microtibulos en los
oligodendrocitos, debido a la mutacion Ala302Thr en la B-Tubulina 4a, lo que provoca
neuroinflamaciéon y disfuncion de la conducta motora. Basandose en las acciones
antioxidantes y proliferativas reportadas para la taurina, este trabajo explord si su
administracion sostenida, desde la edad embrionaria hasta la edad adulta, podria
estimular la proliferacion celular, promover la mielinizacion y aliviar el deterioro motor.
Se administré taurina (50 mg/L de agua de beber) a ratas taiep prefiadas en el dia
embrionario 15 y, posteriormente, a las crias macho hasta los ocho meses de edad. Se
evalud la proliferacion celular (a través de la administracion de BrdU (50 mg/Kg) cada
12 h durante 3 dias) y el contenido de mielina (con la tincion de nitroazul de tetrazolio)
a lo largo del tiempo. También se evalud el comportamiento motor integral (a través de
pruebas motoras perinatales y de evaluacion de la recuperacion funcional, a largo plazo)
y, de manera paralela, se analiz6 el efecto de la mutacion Ala302Thr en la dimerizacion
de los microtibulos con técnicas computacionales. Nuestros resultados mostraron que la
administracion de taurina aument6 la proliferacion celular y promovidé la mielinizacion,
de forma dependiente de la edad y de la region cerebral, en comparacién con las ratas
taiep sin tratamiento. La taurina también mejord los reflejos vestibulares y la fuerza

muscular de las extremidades en ratas perinatales, asi como las habilidades motoras

XiX



finas en ratas adultas. Los resultados in silico muestran que la mutacion Ala302Thr

podria estimular la polimerizacion de los microtiibulos e impedir su despolimerizacion.
El acoplamiento molecular demostr6 que el metabolito cloroamina de taurina podria
disminuir la hiper-polimerizaciéon y con ello contribuir en la mejora observada de la

patologia taiep.
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Capitulo

Introduccion

1.1. Desarrollo del sistema nervioso central durante

la gestacion

Los modelos animales para el estudio de distintas enfermedades neuroldgicas
se basan en la similitud que existe entre el desarrollo embrionario humano y el
desarrollo embrionario en roedores. Sin embargo, resulta imperativo sincronizar entre
estas especies algunos eventos clave en la maduracion del cerebro que permitan hacer
comparaciones de vulnerabilidad y capacidades regenerativas de una manera mas
efectiva [Semple et al., 2013]. Se ha demostrado que el cerebro en desarrollo responde
de manera diferente al dafio en comparacion con el cerebro adulto [Zhu et al., 2009], por
lo tanto, resulta vital entender los mecanismos fisiologicos que rodean a la evolucion

del mismo.

Durante el progreso de esta investigacion se considerd particularmente la

temporalidad de la neurogénesis, la gliogénesis, la maduracion de oligodendrocitos y

el proceso de mielinizacion que coinciden durante el desarrollo de humanos y roedores.

1



Capitulol. Introduccion

En general, mientras que la escala de tiempo es considerablemente diferente entre dichas

especies, la secuencia de eventos clave en la maduracion del cerebro es, en gran medida,

consistente.

A grandes rasgos, tanto en roedores como en humanos el desarrollo cerebral

comienza con la formacion de un pliegue especializado en el tejido ectodérmico, llamado
tubo neural, a partir del cual se diferenciaran la médula espinal y el cerebro [DeSesso
et al.,, 1999]. En roedores, la formacién del tubo neural ocurre aproximadamente a la
mitad de la gestacion, en el dia embrionario (E)10.5-11 en ratas y en E8-8.5 en ratones.
En humanos, este evento ocurre alrededor de la semana de gestacion (SDG) 3 a 4 [Rice
and Barone Jr, 2000]. A partir del tubo neural surgirdn las vesiculas primarias (el
prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo) que dardn paso a las diversas estructuras

cerebrales (Figura 1.1).

3 Vesiculas Primarias 5 Vesiculas Secundarias | Organos en el cerebro adulto
A Telencéfalo Hemisferios cerebrales
Prosencéfalo
o Talamo
Diencéfalo Hipotalamo
Mesencefalo Mesencéfalo Mesencéfalo

| - Metencéfalo Protuberancia anular
Rombencéfalo Cerebelo

Mielencefalo Bulbo raquideo

Figura 1.1: Evolucion de las vesiculas primarias hacia vesiculas secundarias y la

posterior diferenciacion de las regiones cerebrales. Imagen de desarrollo propio.

Por otro lado, en la tabla 1.1 se muestran los acontecimientos fundamentales

en el desarrollo del sistema nervioso central normal, ordenados cronoldgicamente.

2



Como se menciond con anterioridad, los eventos relevantes para el desarrollo de esta

investigacion se centran en los procesos proliferativos de neurogénesis que circundan el
dia embrionario 15 (E15) asi como el proceso de mielinizacién posnatal, teniendo su

pico maximo en el dia posnatal 15 (DPN15).
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Parametro

Edad  gestacional

(promedio en dias)

Surgimiento de la placa neural 7
Formacion del tubo neural 8.5
Diferenciacion de la cresta neural 8.5
Formacion de las 3 vesiculas cerebrales primarias
(prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo) ’
Formacion de la flexion pontina 10.5
Formacion de bulbos olfatorios 10.5
Formacion de las 5 vesiculas cerebrales secundarias
(telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo y mielencéfalo) 10511
La Eminencia Ganglionar
(precursora de los ganglios basales) se vuelve prominente !
Se comienzan a formar las neuronas del hipocampo
(CA1, CA3 y giro dentado) !
Inicia la formacion del primordio cerebeloso 12
Se forma la cépsula externa 13
Formacion del cuerpo calloso 16-17
El giro dentado se vuelve visible en el hipocampo 17-17.5
Los tractos corticoespinales alcanzan los segmentos de la médula

DPN1
espinal cervical
Inicio de la mielinizacion en el tracto Optico DPNS
Inicio de la mielinizacion en el hipocampo DPN13
Inicio de la mielinizaciéon en el cuerpo calloso DPN15

Tabla 1.1: Cronograma de puntos de referencia en el desarrollo del sistema nervioso

central de roedores. Traducido y modificado de [Chen et al., 2017]. DPN, dia posnatal.



En el Sistema Nervioso Central (SNC) existen primordialmente dos tipos celulares,

las neuronas y las células de la glia. Las neuronas son los elementos mediadores de
la actividad eléctrica y son responsables de transmitir la informaciéon a través del
sistema nervioso. Por otro lado, las células gliales eran consideradas, hasta hace algunos
aflos, como células de soporte estructural para las neuronas, sin embargo, han tomado

relevancia debido a las diversas funciones que desempefian en el SNC.

1.1.1.  Neurogénesis

Durante el desarrollo embrionario tanto en humanos como en roedores, la
capacidad proliferativa varia dependiendo de la region cerebral y del tipo celular que se
est¢ generando [Bayer et al., 1993]. En ratas, la neurogénesis (o generacion de nuevas
neuronas) empieza en la mayoria de las regiones corticales y subcorticales en el dia E9.5
y termina alrededor del DPN15 [Rice and Barone Jr, 2000, Babikian et al., 2010]. En
humanos, por otro lado, la neurogénesis ocurre predominantemente durante la gestacion,
sin embargo, ésta puede continuar hasta los 2.5 anos de edad [Herschkowitz et al.,

1997, Prins and Hovda, 1998] (ver neurogénesis en la Figura 1.2).

La zona subgranular del giro dentado del hipocampo (ZSG) es conocida por ser

uno de los principales nichos neurogénicos durante la gestacion. Este nicho alcanza el
punto maximo de proliferacion entre los dias E14-E17 [Rice and Barone Jr, 2000] y su
potencial proliferativo se mantiene hasta la etapa adulta [Lepousez et al., 2013]. Si bien
la mayoria de las células piramidales propias del hipocampo se generan prenatalmente,
s6lo alrededor del 15 % de las células granulares estan presentes en el giro dentado de
la rata al momento del nacimiento [Diamond, 1990]. En comparacion, la neurogénesis
hipocampal en humanos alcanza su pico méaximo al dia E60 [Clancy et al., 2007] con un
80 % de las células granulares del giro dentado ya generadas antes del nacimiento [Rakic

and Nowakowski, 1981] (Figura 1.2).
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Junto con la ZSG se pensaba que la zona subventricular (ZSV) participaba en

la limitada neurogénesis presente en el cerebro de mamiferos adultos [Eriksson et al.,
1998], sin embargo, hallazgos recientes indican que la migracion de neuronas inmaduras
a lo largo de la ZSV alcanza su punto maximo durante la etapa temprana del desarrollo
posnatal en humanos y se extingue en gran medida después de los 18 meses de edad

[Sanai et al., 2011].

Rata

El ES E10 E1s (31 P PIO P15 Pin P+

Humanoe

/\

P & 2 aiios 6 aiios 20 afos+

Figura 1.2: Comparacion de eventos proliferativos entre humano y rata considerando

la temporalidad propia de cada especie. Se observa un orden conservado de eventos
entre ambas especies. Imagen de desarrollo propio con informaciéon de [Semple et al.,

2013, Rice and Barone Jr, 2000].

Cuando se habla de neurogénesis en el cerebro adulto, después de una lesion
experimental, los resultados son consistentes. Sin embargo, cuando se analiza la
recuperacion ante el dafio de cerebros inmaduros, los resultados son contradictorios.

Por ejemplo, en modelos animales adultos de dafio cerebral por percusion de fluido



(modelo de traumatismo craneoencefalico) la neurogénesis incrementa principalmente

en la ZSG con un porcentaje de neuronas recién nacidas que migran hacia el sitio de

la lesion [Kleindienst et al., 2005, Sun et al., 2007]. Esta integracion de neuronas recién
generadas en el hipocampo se correlaciona con una recuperacion temporal de la funcion
cognitiva que se pierde cuando estas células se eliminan selectivamente [Blaiss et al.,

2011].

Por otro lado, cuando se analiza la neurogénesis en el cerebro inmaduro, los

resultados muestran un aumento o disminuciéon de la misma dependiendo de la edad,
los mecanismos de lesion, la ubicacion del dafio y la severidad. Por ejemplo, usando un
modelo de criolesion en ratas, se encontr6 un aumento significativo de la proliferacion
y un mayor nimero de neuroblastos en la ZSV cuando la lesién se realizo al DPN6 y
al DPN10 que cuando se realizo al DPN21. Esto sugiere que la edad a la cual ocurre
el dano afecta considerablemente la capacidad regenerativa [Covey et al., 2010]. La
neurogénesis también disminuye en ratones después de un traumatismo craneal que se
genera en el DPN21. Después de 6 semanas del dafio se observa proliferacion disminuida
de las células de la ZSG y supervivencia limitada de células precursoras [Potts et al.,
2009]. Por otro lado, en una lesiéon por isquemia en el cerebro de raton, al DPNO,
se observa crecimiento interrumpido de la capa granular (CG) del giro dentado del
hipocampo, mientras que si la lesion se realiza al DPN21, el volumen de la capa no se
ve afectada [Qiu et al., 2007]. De manera normal, la incorporacion hipocampal de BrdU
y la neurogénesis son varias veces mas altas en los cerebros mas jovenes (DPNO9) que
en los del DPN21. Sin embargo, tras un proceso isquémico, la neurogénesis disminuye
considerablemente en el DPN9 y aumenta en el cerebro lesionado al DPN21 [Qiu et al.,

2007], demostrando nuevamente la alta susceptibilidad al dafio del cerebro en desarrollo.

Es probable que la incapacidad del cerebro ain en desarrollo para compensar

las neuronas perdidas debido a una lesion, particularmente en el giro dentado del

hipocampo, contribuya a los déficits en la formacion de la memoria, a largo plazo,
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que se observan comunmente en roedores y pacientes con lesiones cerebrales [Semple

et al., 2013].

1.1.2.  Gliogénesis

Las células gliales se clasifican en tres categorias principales basandose en su
morfologia, su funcién y su ubicacion en el sistema nervioso: los astrocitos, la microglia

y los oligodendrocitos [Allen and Barres, 2009].

Se ha demostrado que las células gliales participan en el desarrollo neuronal

orientando su migracion y el crecimiento dendritico, ademas de influenciar su actividad
eléctrica [Barres, 2008]. La glia radial, por ejemplo, es un tipo de célula progenitora
de los diferentes tipos de células gliales cuya funcion en el desarrollo neuronal es la
de formar peldafios por los cuales escalaran las neuronas hasta llegar a sus posiciones
finales [Barres, 2008]. Tanto la glia radial como la microglia se desarrollan al mismo
tiempo que la neurogénesis en la mayor parte de las esctructuras cerebrales [Rice and
Barone Jr, 2000]. En los humanos, al nacer, la glia radial se diferencia en astrocitos que
expresan la proteina acida glial fibrilar (GFAP) [Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009],
esta transicion de la neurogénesis a la astrogénesis estd mediada por varios factores
incluyendo a la interleucina 6 (IL-6) y a las proteinas morfogénicas 6seas (BMP) [Miller

and Gauthier, 2007].

La ZSV es fuente importante de nuevos astrocitos y oligodendrocitos durante

las primeras semanas posnatales, produciendo células que migran radialmente hacia
estructuras suprayacentes incluida la neocorteza [Marshall et al., 2003]. En la rata,
los astrocitos maduran rdpidamente durante las primeras semanas posnatales, lo que
implica cambios en la morfologia, la conectividad con otras células y en sus propiedades
electrofisiologicas [Zhou et al., 2006]. Se sabe que alrededor del DPN11 al DPN16 existe

el mayor incremento en el numero de células GFAP+ en el hipocampo. Hacia el mes de



edad se da un segundo incremento, mds pequefio que el primero, en donde se alcanza

el nimero de células GFAP+ que se tendran en la adultez [Catalani et al., 2002].

Andalogamente en humanos, la gliogénesis contintia a través de los periodos fetal

y posnatal [Roessmann and Gambetti, 1986]. Este pico en la gliogénesis coincide
con el rapido crecimiento de los vasos sanguineos, la formacion de dendritas y
el establecimiento de las sinapsis, sugiriendo un alto nivel de coordinaciéon entre
el crecimiento glial, el vascular y el sindptico para asegurar que se instauren las
interacciones Glia-Vasculatura y Glia-Neurona de manera adecuada [Bautch and James,

2009].

Las diferencias y similitudes observadas en cuanto a los procesos de neurogénesis

y gliogénesis, asi como las diferencias en la temporalidad de dichos eventos clave se

muestran en la Figura 1.2 y en la tabla 1.2.
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Humano Roedor Hitos del desarrollo Referencias
23-32 SDG Cambios en el estado de maduracion [Craig et al, 2003,
(infante 1-3 DPN de los oligodendrocitos. Predominio Lodygensky et al., 2010,
pretérmino) de pre-OLs mitoticamente activos. Dean et al., 2011]
36-40 SDG [Catalani et al.,
(recién nacido  7-10 DPN Pico de gliogénesis. 2002, Kriegstein and
a término) Alvarez-Buylla, 2009]
El estado de maduracion de los .
. . . [Craig et al., 2003,Dean
oligodendrocitos cambia a un
et al., 2011]
predomino de OLs inmaduros.
2-3 afios 20-21 DPN Pico en la tasa de mielinizacion. [Keshavan et al., 2002]
Fraccionamiento/especializacion de
4-11 afos 25-35 DPN las redes neurales de la corteza [Tsujimoto, 2008]
prefrontal (maduracién estructural).
Volumen maximo de materia gris y [Sowell et al., 1999,
espesor cortical. Bansal et al., 2008]
Refinamiento de los circuitos
cognitivo-dependientes. [Giedd et al., 1999,
12-18 afios 35-49 DPN e
Mielinizacion en curso; aumento del Brouwer et al., 2012]
volumen de materia blanca.
Mielinizacién en curso y materia gris [Lebel and Beaulieu,
20+ afios 60+ DPN )
en declive. 2011, Lebel et al., 2012]

Tabla 1.2: Resumen de los procesos clave del desarrollo cerebral en humanos y roedores.
Traducido y modificado de [Semple et al., 2013]. SDG, semanas de gestacion. DPN, dia

posnatal. OL, oligodendrocito.

10



1.2. Mielinizacidn del sistema nervioso central

1.2.1.  Oligodendrogénesis

Los oligodendrocitos (OLs) son las células encargadas de la formacién de las vainas

de mielina, membranas multicapa que envuelven a los axones y permiten la conductancia
optima de la sefial saltatoria interneuronal [Baron and Hoekstra, 2010, Pfeiffer et al.,

1993].

Los OLs son células ubicuas, tanto en la materia blanca como en la gris del cerebro

y médula espinal, que se originan a partir de las células neuroepiteliales pluripotentes
del tubo neural (NES, del inglés Neuroepitelial Stem cells). Posteriormente, las células
madre neurales (NSC, del inglés Neural Stem Cell) proliferativas se comprometen con
el linaje oligodendroglial bajo la influencia de factores de transcripcion como Oligl,
Olig2, Nkx2.2 y Sox10 [Emery, 2010], lo que da paso a las células precursoras de

oligodendrocitos (OPCs) [Lu et al., 2002].

Las OPCs son células capaces de dividirse y migrar a lo largo del SNC. En

roedores, las OPCs surgen de una primera ola proliferativa (E12.5) en las zonas
ventriculares de la médula espinal. Aqui, se originan junto con las motoneuronas a
partir de una clase comin de células precursoras (Figura 1.3, panel derecho, células en
azul). En esta etapa, las OPCs se caracterizan por expresar el factor de transcripcion
Olig2 [Takebayashi et al., 2002], su produccion depende de la via sefializacion Sonic
Hedgehog (Shh) y es modulada negativamente por las proteinas morfogénicas dseas 4
y 7 (BMP4 y BMP7) [Mekki-Dauriac et al., 2002]. Aproximadamente al dia E15 surge
una ola secundaria de precursores que comienza en regiones mas dorsales de la médula
espinal, mediante la transdiferenciacion de la glia radial [Lu et al., 2002], y esta segunda

ola es independiente de la via de Shh [Cai et al., 2005] (Figura 1.3, panel derecho, células

11
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en rojo).

El origen de las OPCs en el cerebro es mas complejo. En el telencéfalo embrionario

existen tres olas diferentes para la generacion de las OPCs, progresando temporalmente
desde las regiones ventrales a las dorsales [Kessaris et al., 2006]. La primera ola comienza
en el dia E12.5 (superpuesta con la apariciéon de las OPCs en la médula espinal),
esto ocurre en la eminencia ganglionar medial (EGM) y en el area entopedincular
anterior (AEP). La segunda ola surge en el dia E15.5 y tiene lugar en la eminencia
ganglionar lateral y caudal (EGL y EGC). La tltima ola surge en el dia posnatal 0 (PO)

directamente desde la corteza [Kessaris et al., 2006] (Figura 1.3, panel izquierdo).

Estas tres olas distintas de OPCs se originan a partir de tres tipos distintos de

progenitores neuronales, que expresan diferentes factores de transcripcion. Las OPCs
de la primera ola expresan el receptor alfa del factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGFRa), lo que refleja su dependencia de PDGF-AA para la supervivencia
y la proliferacién (probablemente la molécula mas importante que controla el niimero
de OL in vivo). Estas células migran a la corteza (en E16) y, finalmente, desaparecen
completamente en P10 (Figura 1.3, panel izquierdo, células en verde). Las OPCs de la
segunda ola surgen en el E15.5 y se generan a partir de los progenitores que expresan
Gsh2. Finalmente, alrededor del nacimiento (P0), surgen las OPCs de la tercera ola que
se derivan de los progenitores que expresan Emx1. Esta fina regulacion embrionaria del
origen de las OPCs ha devenido en la idea de que existen distintos subconjuntos de
OPCs, dedicadas a diferentes funciones. Sin embargo, hasta ahora ningin estudio ha
correlacionado un origen distinto con una especificidad en el comportamiento de las

OPCs en el SNC postnatal y en el adulto [Kessaris et al., 2006].

Por otro lado, se ha demostrado que las OPCs cerebelosas se originan

principalmente en regiones cerebrales extracerebelosas [Grimaldi et al., 2009]. En el
E11.5, las OPC comienzan a surgir de la region 1 del rombomero ventral metencefalico

y migran hacia el cerebelo donde las primeras OPC llegan al E16.5 (Figura 1.3, panel
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central, células azules). En E18.5, una gran poblacion de OPCs ha llegado al cerebelo,

donde es probable que estas células proliferen para expandir atin mas la poblacion
cerebelosa de OPCs [Hashimoto et al., 2016]. Una segunda corriente de OPCs se genera
localmente a partir de la zona ventricular cerebelosa (Figura 1.3, panel central, células
en rojo), pero estas células comprenden solo el 6 % de la poblacion de OPCs en el

cerebelo hacia el E18.5 [Hashimoto et al., 2016]. Después del nacimiento, las regiones
neuroepiteliales que rodean el cuarto ventriculo probablemente contintien produciendo
OPCs que migran hacia el cerebelo [Reynolds and Wilkin, 1988] (Figura 1.3, panel

central, células verdes en PO).
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/

Telencéfalo ‘Cerebelo Médula Espinal

E12.5

Figura 1.3: Generacion de las OPCs a través de las distintas olas en el telencéfalo, el

cerebelo y la médula espinal. Modificado de [van Tilborg et al., 2018]. EGM, eminencia
ganglionar media, EGL, eminencia ganglionar lateral. Azul, OPCs de la primera ola.
Rojo, OPCs de la segunda ola. Verde, OPCs de la tercera ola.
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Durante la migracion, los precursores mantienen la capacidad de proliferar, pero

cuando llegan a su destino final, salen del ciclo celular y comienzan a diferenciarse para
adquirir un fenotipo maduro para la formacién de vainas de mielina. La diferenciacion
de las OPCs es un proceso complejo durante el cual las células llegan a su destino a
través de una serie de varias etapas de maduracion finamente reguladas, caracterizadas
por cambios en la morfologia celular, la salida del ciclo celular y por la expresion de
genes y proteinas necesarios para la maduracion y la mielinizacion [Greenwood and

Butt, 2003].

Al principio, las OPCs tienen una morfologia bipolar y expresan PDGFRa, el
proteoglicano NG2 (antigeno glial 2), la isoforma DM-20 de la proteina proteolipidica

(PLP), ademds de los gangliésidos A2B5 y GD3 [Baumann and Pham-Dinh, 2001].
Otros marcadores importantes de estas células son Oligl/Olig2, que son factores
transcripcionales presentes en todo el proceso de desarrollo y maduracion. Aunque
estos dos factores transcripcionales estdn relacionados estructuralmente, sus funciones
biologicas son solo parcialmente redundantes. Oligl tiene un papel secundario en la
especificacion y el desarrollo de las OPCs, pero desempefia un papel fundamental en la
diferenciacion en etapas finales. Por el contrario, Olig2 funciona en etapas de desarrollo
primarias. Inicialmente, Olig2 actia para oponerse a la diferenciacion celular y mantiene
el estado competente de replicacion para expandir el grupo de células progenitoras,
mientras que en etapas posteriores del desarrollo, Olig2 guia la proliferacion para formar

progenitores tempranos de oligodendrocitos [Meijer et al., 2012].

En el cerebro en desarrollo, las células de la etapa de premielinizacion asumen una

morfologia mas compleja con muchas prolongaciones ramificadas y se caracterizan por
la expresion de la sulfatida O4 (marcador oligodendrocitico O4) y la proteina DM-20.
Comienzan a aparecer en el cuerpo calloso y luego se distribuyen en todo el parénquima
cortical entre el DPN4 y DPNI10; particularmente en el DPN7, todas las células positivas

para NG2 expresan O4 [Dawson et al., 2003]. Posteriormente, los preoligodendrocitos
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se convierten en OLs inmaduros. En esta etapa, las células comienzan a expresar la
galactosilceramida (GalC), la 2’,3’-nucle6tido ciclico 3’-fosfodiesterasa (CNPasa) y la
proteina inactivadora de ribosomas (RiP), mientras que comienzan a perder la expresion
de NG2, A2B5 y GD3. Los preoligodendrocitos se diferencian hacia la etapa de madurez
durante la cual sintetizan la proteina basica de mielina (MBP), la glicoproteina asociada
a la mielina (MAG) y la isoforma madura de PLP1 (PLP). Estas células ain no pueden
formar mielina, ya que la formacion de vainas de mielina requiere el contacto con
los axones neuronales. Después del establecimiento de este contacto, las células se
convierten en cé¢lulas mielinizantes y comienzan a expresar la glicoproteina mielinica

de oligodendrocitos (MOG) [Solly et al., 1996] (Figura 1.4).

1.2.2. Formacion de la vaina de mielina

La vaina de mielina es una envoltura multicapa de aislamiento creada por células
gliales alrededor de los axones neuronales (células de Schwann en el sistema nervioso
periférico y oligodendrocitos en el SNC) y que es esencial para la transmision répida
de impulsos eléctricos [Fields, 2014]. Esta vaina de mielina estd compuesta por un
70 % de lipidos (principalmente colesterol, y los glicoesfingolipidos: galactosilceramida
y sulfatida [Baron and Hoekstra, 2010]) y un 30 % de proteinas [Chrast et al., 2011]. Este
alto contenido de lipidos es vital para garantizar el aislamiento y la conductancia en los
axones neuronales. La mielinizacion de los axones neuronales por parte de los OLs en el
SNC requiere de la expresion coordinada de una gran cantidad de genes, cuyos productos
deben insertarse en la membrana celular especializada que forma la vaina de mielina.
Las proteinas mdas abundantes en la vaina de mielina son la proteina proteolipidica
(PLP) y la proteina basica de mielina (MBP), aproximadamente cubren entre las dos
el 80 % de la fraccion proteinica de la vaina de mielina [Baron and Hoekstra, 2010].
Estas proteinas se encuentran dentro de la mielina compactada y ayudan a mantener la

integridad estructural de la vaina de mielina. Algunas proteinas que se encuentran en
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Figura 1.4: Maduracién de las OPCs, cambios en la morfologia y expresion de proteinas
asociadas a cada etapa de maduracion. NPC, C¢lula progenitora neural; OPC, Célula
precursora de oligodendrocitos; Pre-OL, Preoligodendrocito; OL, Oligodendrocito

maduro. Tomado de [Kuhn et al., 2019].

menor proporcion son la 2°,3’-nucledtido ciclico 3’-fofodiesterasa (CNP), la glicoproteina
asociada a mielina (MAG), la proteina basica de oligodendrocitos asociada a mielina
(MOBP) y la glicoproteina mielinica de los oligodendrocitos (MOG) [O’Connor et al.,
2000a].
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Se sabe que la mielinizacion es un proceso prolongado, que continua incluso en la

adolescencia en algunas regiones cerebrales especificas (Figura 1.2). Durante la ultima
década se ha obtenido una mayor comprension de las etapas de maduracion de los
oligodendrocitos en el cerebro, tanto humano como de roedores, lo que ha permitido
resaltar la vulnerabilidad de la materia blanca ante el dafio. Dentro de los avances
tecnoldgicos que han permitido una mejora en la investigacion clinica de la materia
blanca se incluye el refinamiento de la resonancia magnética convencional, asi como las
iméagenes con tensor de difusion [Lebel and Beaulieu, 2011]. La mielinizaciéon se lleva
acabo con un patréon conservado y dependiente de la region. La sintesis de mielina
comienza en el sistema nervioso periférico, la médula espinal y el tallo cerebral [Inder
and Huppi, 2000]. Generalmente procede de inferior a superior y de posterior a anterior,
comenzando en el lébulo occipital seguido por los 16bulos temporal y frontal. Estos
cambios en la mielinizacion son facilmente identificables in vivo mediante imagenes de
resonancia magnética; en particular, con el uso de imagenes ponderadas en T1 y T2

que resaltan los lipidos (mielina) y la materia gris, respectivamente [Tasker, 2006].

Con anterioridad se creia que la mielinizacién en humanos estaba practicamente

completa entre los 3 y 5 afios de edad [Dietrich et al., 1988]. Sin embargo, aunque

la mayoria de los tractos principales se mielinizan significativamente en la primera
infancia, ahora se reconoce que los axones contintian mielinizdndose durante la segunda
y la tercera década de vida. Esta mielinizacién continua probablemente contribuya al
aumento del volumen total de la materia blanca, que aumenta en un 12 % entre los 4 y

los 22 afios de edad. Sin embargo, es probable que otros factores como el didmetro, el
empaquetamiento y la poda axonal, también contribuyan a los cambios generales en la

sustancia blanca durante el desarrollo [Giedd et al., 1999].

El proceso de mielinizacion comienza cuando la prolongacion de un OL entra en

contacto con un axon neuronal y forma una unién de membrana en forma de “puntos de

soldadura” [Sa, 1959]. Esta unién, denominada paranodo, es un dominio de membrana
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especializado para la comunicacion intercelular entre la prolongacion de la célula glial y

el axén [Wake et al., 2011]. Posteriormente, la prolongacion glial se expande lateralmente
a lo largo del ax6n y comienza a rodearlo de manera no uniforme [Sa, 1959]. Dado que
el segmento de mielina entre cada nddulo de Ranvier es varias veces mas grande que
un OL, mientras éste rodea al axon, la prolongacion glial se expande lateralmente para
formar una cinta que se ensancha para envolver toda la longitud internodal [Sobottka

et al., 2011] (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Formacion de la vaina de mielina tanto en el SNC como en el SNP. A) El

nodulo de Ranvier se resalta en morado, se observan las uniones en forma de puntos de
soldadura en el paranodo que flanquean el ndédulo en ambos lados. Se muestra también
la posicion del yuxtaparanodo que sostiene a la linea densa Mayor o principal (M) y a
linea Interperiodo (I) que forman las multicapas de recubrimiento axonal. B) Posicion
de la lengua interna y lengua externa durante la compactacion de la mielina sobre el

axon. Modificado de [Chang et al., 2016]

Para mantener la composiciéon de la mielina y su organizacidén espacial, los

oligodendrocitos no so6lo tienen que sintetizar una gran cantidad de proteinas y lipidos,
sino que también deben dirigir especificamente estos elementos a los lugares en donde

las prolongaciones gliales envuelven a los axones (Figura 1.7).
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La mielina no se forma como una sola unidad. Los componentes individuales de

la mielina se sintetizan en varios compartimentos celulares, se clasifican y luego se
transportan a los lugares en donde se estd formando la vaina por diferentes mecanismos
[Morell et al., 1994,Benjamins and Smith, 1977]. Por ejemplo, la MBP se sintetiza cerca
del sitio de ensamble de la mielina, lo que significa que el ARNm codificante para MBP
debe transportarse una larga distancia desde el nucleo, a través de la prolongacion
del oligodendrocito y procesarse entonces en el sitio de ensamble de la mielina [Gould
et al., 1999b]. EI ARNm que codifica para la MOBP, la cinesina y la dineina, entre

otras proteinas, pasa por rutas de transporte similares [Gould et al., 1999a].

El transporte intracelular de vesiculas juega entonces un papel fundamental en

la biogénesis de la vaina de mielina. No solo al transportar ARNm sino también al
transportar proteinas ya sintetizadas. Tal es el caso de la PLP y su isoforma DM?20,
asi como las MAGs, que se sintetizan en el reticulo endopldsmico en el soma de los
oligodendrocitos, se transportan a través de vesiculas hacia el aparato de Golgi vy,

posteriormente, hacia la vaina de mielina [Larocca and Rodriguez-Gabin, 2002].

Los elementos del citoesqueleto de los oligodendrocitos tienen entonces una

participacion critica no sélo al determinar la morfologia de los OLs, si no también para
mantener la distribucion espacial de los organelos y facilitar su transporte [Bloom and
Goldstein, 1998]. Tanto los organelos como las moléculas intermediarias del transporte

vesicular se encuentran asociados a los microtibulos (MTs).

Los microtubulos son los tipos mas grandes de elementos del citoesqueleto,

con un didmetro de alrededor de 25 nandémetros (nm), y estan formados por una
proteina denominada tubulina. La tubulina de los microtubulos esta compuesta de
dos subunidades, la o y la B, y estas subunidades forman dimeros que se concatenan
para formar largas tiras llamadas protofilamentos. Trece de estos protofilamentos se
unen para formar un cilindro hueco que es el microtubulo. Los microtibulos estan en

constante cambio, con reacciones de adicion y sustraccion de dimeros de o/p-tubulinas
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en ambos extremos del filamento (Figura 1.6). Sin embargo, las tasas de cambio en

ambos extremos no estan en equilibrio: un extremo crece mas rapido y se denomina
extremo positivo, mientras que el otro extremo se conoce como extremo negativo. Esto
le da una polaridad especifica a los MTs y se conoce como dindmica microtubular. En
las células, los extremos negativos de los microtibulos estan anclados a estructuras
denominadas centros organizadores de microtubulos (MTOC). El principal MTOC de
una célula se llama centrosoma y suele estar situado junto al nucleo. En consecuencia,
los microtiibulos tienden a crecer desde el centrosoma hacia la membrana plasmatica
o hacia las prolongaciones distales, como en el caso de los OLs [O’Connor et al.,
2010]. Los microtibulos son filamentos proteicos dindmicos, sin embargo esta dindmica
microtubular puede verse afectada por la presencia de agentes desestabilizadores.
Los agentes desestabilizadores de MTs (MDAs) promueven la despolimerizacion y
evitan la polimerizacién de la tubulina. Por otro lado, existen también agentes
estabilizadores de MT (MSAs) que promueven la polimerizacion de la tubulina y evitan
la despolimerizacion. Algunos ligandos que que se dirigen a los microtiibulos y afectan
a su dindmica forman parte de los de farmacos quimioterapéuticos contra el cancer, ya

que inhiben la proliferacion celular.
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Figura 1.6: Dindmica Microtubular. Se muestra el evento de polimerizacion -

despolimerizacion de los microtibulos mediadas por los procesos de rescate y catdstrofe.

Para viajar a través de los microtubulos, las vesiculas utilizan proteinas motoras
de la familia de las cinesinas y las dineinas. Las cinesinas son motores que se dirigen
hacia el extremo (+), mientras que las dineinas se dirigen hacia el extremo (-) [Larocca
and Rodriguez-Gabin, 2002] (Figura 1.7). Para que se lleve a cabo la mielinizacion
correcta y funcional es importante que el OL mantenga un citoesqueleto intacto, que le
permita generar las prolongaciones de la membrana plasmatica necesarias para cubrir al
axon y que la dindmica microtubular de polimeracion/despolimerizacion de los MTs se
lleve a cabo de manera precisa. Si algo fallase en el proceso, podrian surgir trastornos
de la mielinizacién derivados de una actividad ineficaz del citoesqueleto [Baron and

Hoekstra, 2010].
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Transporte Retrégrado

Transporte Anterogrado

Figura 1.7: Esquema de la prolongaciéon de la membrana de un oligodendrocito. Se

observa la generacion de ARNm y proteinas en el soma que viajan a través de vesiculas
hacia el sitio de sintesis de la vaina de mielina cerca del axén neuronal. Se observa
el trafico de proteinas motoras sobre los microtibulos. En color rosa se muestra a la
dineina desplazandose hacia el extremo - (transporte retrogrado) y en color verde a la

cinesina que se desplaza hacia el extremo + (Transporte anterdgrado).
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1.3. Enfermedades desmielinizantes

Los trastornos desmielinizantes afectan tanto al cerebro como a la columna

vertebral y tienen una gran variedad de etiologias. Se definen como la pérdida
o disminucioén tanto aguda como créonica de la cantidad de mielina con relativa
preservacion de los axones [Love, 2006]. De manera general, pueden clasificarse en
primarias y secundarias. Las enfermedades primarias se dan cuando un factor directo
(conocido o desconocido) es el responsable de la pérdida de mielina, por ejemplo:
la esclerosis multiple (EM), leucodistrofias, tubulinopatias y otras enfermedades
inflamatorias  desmielinizantes de origen idiopatico (IIDDs). Las Enfermedades
desmielinizantes consideradas como secundarias se asocian a un origen infeccioso,

isquémico, metabolico o toxico [Barkhof and Koeller, 2020].

El diagnéstico de desmielinizacién conlleva importantes implicaciones terapéuticas

y de pronostico. Hasta hace algunos afos, en la mayoria de los casos el diagnostico se
daba solo con base en la clinica (sintomatologia) del paciente y la participacion del
histopatdlogo se limitaba en gran medida a la confirmacion postmortem [Love, 2006].
En afios recientes, se ha propuesto a la Imagenologia por Resonancia Magnética como
el método de eleccion para la deteccion y clasificacion de estos trastornos in vivo y de

manera mas precisa [Barkhof and Koeller, 2020].

La pérdida de mielina puede ocurrir como resultado de un dafio directo a la

vaina de mielina, indirectamente a través de un trastorno genético primario, o debido
a un ataque sobre los OLs durante un proceso inflamatorio o de exposiciéon a agentes
toxicos [Duncan and Radcliff, 2016]. La muerte de los OLs no es necesariamente un
signo de enfermedad, los OLs pueden morir durante el desarrollo y la etapa adulta para
permitir la plasticidad neuronal y el aprendizaje a largo plazo. Sin embargo, tanto los
OLs como las OPCs son altamente vulnerables al estrés oxidativo debido a una baja de

antioxidantes (como el glutation) y a un alto contenido de hierro, que se requiere para
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la actividad enzimdtica normal. El hierro, en combinaciéon con perdéxido de hidréogeno

(del superoxido dismutado) puedo producir radicales hidroxilo altamente reactivos, a
través de la reaccion de Fenton [Kuhn et al.,, 2019]. El exceso de agentes oxidantes y la

disminucién de los antioxidantes puede llevar a la desmielinizacion.

En las enfermedades de origen genético existen principalmente dos tipos de

pérdida de mielina; hipomielinizacion, en donde los axones neuronales son mielinizados
con una vaina de mielina delgada o casi inexistente [Duncan and Radcliff, 2016] y la
dismielinizacion, en donde existe un problema para producir las proteinas que forman
la vaina de mielina. Eventualmente, ambos procesos pueden llevar a la desmielinizacion

[Love, 2006].

El objetivo principal de la terapéutica para este tipo de desérdenes es la

remielinizacion, sin embargo, para aplicar estrategias de remielinizacion es esencial saber
si el dafio de la mielina resulta de un ataque primario a la mielina, al oligodendrocito,
0 a ambos, y si efectivamente conducen a la degradacion de la mielina [Duncan and

Radcliff, 2016].

1.4. Papel de la remielinizacion en la recuperacion

neural funcional

La remielinizaciéon es el proceso espontaneo mediante el cual los axones

desmielinizados se envuelven con nuevas vainas de mielina que conducen a la
recuperacion funcional [Liebetanz and Merkler, 2006]. Se ha documentado que la
remielinizacion ocurre en las lesiones inflamatorias agudas en pacientes con EM, y
que ademds se asocia con la recuperaciéon funcional y con las remisiones clinicas. La
remielinizacion en estas lesiones se ha confirmado por criterios neuropatologicos en

donde se observan “placas sombra” que se denominan asi debido a que presentan niveles

26



intermedios de intensidad de la tincién de la mielina (tenues como una sombra) [Miron

et al., 2011].

En modelos animales se ha demostrado que la remielinizacion estd mediada

por las OPCs que han respondido a las sefiales quimiotéacticas, han migrado a la
lesion, han proliferado, se han diferenciado en OLs maduros y han recubierto axones
desmielinizados [Miron et al., 2011]. Las OPCs en la materia blanca adulta normal
constituyen una poblacion estable de células quiescentes que se dividen con poca
frecuencia [Raff et al., 1986]. Sin embargo, después de la pérdida de oligodendrocitos y
la desmielinizacion, como ocurre en la EM, las OPCs responden activando sus procesos
de proliferacion y migracion, y finalmente se diferencian en oligodendrocitos formadores

de vainas de mielina [Levine and Reynolds, 1999].

Esta transicion de una poblacién de OPCs inactiva a una activa, sensible a los

mediadores de la reparacion y capaz de experimentar una diferenciacion, es fundamental
para el éxito de la remielinizacion [Fancy et al., 2004]. Se ha observado que, en un
modelo animal de desmielinizaciéon inducido por toxinas, las OPCs dentro de la lesion
aumentaron su expresion de Nkx2.2 y Olig2 durante la fase aguda de la desmielinizacion,
estos dos factores de transcripcion en combinacion son criticos para la diferenciacion
hacia oligodendrocitos durante la mielinizacion en la etapa del desarrollo (Figura 1.4).
Esta activacion no se asocidé con aumentos en la expresion de Sonic hedgehog (Shh),
que al parecer no resulta esencial para la remielinizacion del SNC. Consistente con un
papel en la activacion y diferenciacion de las OPCs, estos aumentos se retrasaron en

animales adultos viejos donde la tasa de remielinizacion se reduce [Fancy et al., 2004].

La activacion de las OPCs implica que adopten una morfologia hipertréfica, que

aumenten la expresion de los genes asociados con la diferenciacion oligodendroglial
(como los factores de transcripcion Olig2 y Nkx2.2) y que aumenten la capacidad de
respuesta a los mitdégenos y quimioatrayentes liberados por los astrocitos y microglia

en el tejido lesionado [Robin et al., 2008, Dixon et al., 2018].
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La respuesta de activacion es proporcional a la reaccion inflamatoria que ocurre

con la desmielinizaciéon y se requiere para una remielinizacion exitosa [Chari et al.,
2006]. Sin embargo, diversos autores reportan que la activacion de la microglia y
la presencia de astrocitos, como respuesta al proceso inflamatorio inducido por la
desmielinizacion [Foote and Blakemore, 2005], afectan negativamente la remielinizacion.
Se ha demostrado que la presencia de astrocitos activos impide la migracion de las
OPCs a las areas desmielinizadas [Fok-Seang et al., 1998], por lo que lograr controlar
los factores involucrados en la inflamacion es una de las metas de la terapéutica para

estas patologias.

1.5. La rata taiep como un modelo de enfermedades

hipomielinizantes-desmielinizantes

Las mutantes de mielina proveen numerosas oportunidades para estudiar los

mecanismos normales de mielinizacién y cdmo éstos pueden ser perturbados [Duncan
et al.,, 1992a]. La rata taiep, se obtuvo por el Dr. Bjorn Holmgren y la Dra. Ruth
Urba-Holmgren en el Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad Auténoma

de Puebla, a través del cruce selectivo de ratas Sprague Dawley [Holmgren et al., 1989].

En ese momento se dedujo que una mutacidon autosdémica recesiva causaba el

sindrome neurolégico caracterizado por temblores, ataxia, episodios de inmovilidad,
epilepsia y pardlisis de las extremidades posteriores, que enuncia el acronimo taiep
[Holmgren et al., 1989]. Este sindrome es consecuencia de una hipomielinizaciéon en los
neonatos que evoluciona hacia una desmielinizacion progresiva que afecta, en la edad
adulta, a varias regiones del SNC como el nervio Optico, el fasciculo gracilis y el tracto
corticoespinal de la médula espinal [Duncan et al., 1992a, O’Connor et al., 2000b, Lunn

et al., 1997]. Hoy se sabe que la desmielinizaciéon progresiva de la rata taiep se debe
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a una mutacion puntual en el gen Tubb4a. Esta mutacion, que intercambia la alanina

en la posicién 302 por una treonina en la proteina B-Tubulina 4a de los OLs, ha sido
encontrada en los modelos taiep tanto de la Universidad de Wisconsin [Duncan et al.,
2017] como en el de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla [Gardufio-Robles

et al., 2020].

La mutacion Ala302Thr de la B-Tubulina 4a resulta en la acumulacion anormal

de microtubulos en el reticulo endoplasmico liso de los OLs [Couve et al., 1997a,Duncan
and Radcliff, 2016, Song et al., 2003a, Song et al., 1999a], lo que genera diversas
consecuencias a nivel celular. Curiosamente, también se han identificado algunas
mutaciones en el gen TUBB4A de pacientes humanos que sufren hipomielinizacion
y atrofia de los ganglios basales y del cerebelo (H-ABC). Estos pacientes muestran
signos clinicos y radioldgicos similares a los de la rata taiep [Duncan et al., 2017,
Garduio-Robles et al., 2020], lo que ha llevado a proponer a la rata taiep como un

modelo animal para el estudio de las tubulinopatias [Eguibar et al., 2021].

Debido al mal funcionamiento de la red de microtubulos en los OLs de la rata

taiep, se ha observado la interrupcion del transporte de diversos componentes de la
vaina de mielina, en particular, se observa la disminuciéon en la expresion y transporte
de la proteina proteolipidica (PLP) [Song et al., 1999a]. Por otro lado, la polaridad
no uniforme de los microtubulos también podria ser responsable de la ralentizacion del
crecimiento y/o maduracion de los oligodendrocitos. Se ha descrito que el 20 % de los
microtubulos en los OLs de la rata taiep presenta sus extremos positivos dirigidos hacia
el cuerpo celular (invertido con respecto al desarrollo normal) y aproximadamente el
80 % orienta sus extremos positivos distales al cuerpo celular [Lunn et al., 1997]. Esto
interrumpe el transporte de las proteinas desde el soma celular hacia las vainas de
mielina [Couve et al., 1997b, Mdller et al., 1997b], lo que compromete su sintesis y
mantenimiento. La administraciéon de nocodazol, un farmaco antifingico con una alta

afinidad por los microtiibulos, es capaz de revertir parcialmente este fendémeno al inducir
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una rapida despolimerizacion, sin embargo, los efectos sobre el organismo completo aun

no se han descrito [Lunn et al., 1997].

El déficit en la produccion de mielina se ve exacerbado debido a una insuficiencia

de cinesina (proteina asociada a microtibulos, responsable del transporte anterégrado
de ARNm y proteinas en los OLs), asi como a un aumento de dineina (proteina
encargada del transporte retrégrado) [Duncan et al., 1992b,Lunn et al., 1997,Song et al.,
1999b, Song et al., 2003b]). También se ha demostrado la presencia de microtibulos
unidos fisicamente al reticulo endopldsmico liso (REL) de los OLs de la rata taiep. Estas
estructuras, denominadas elementos transitorios, impiden el libre trafico de vesiculas
entre el aparato de Golgi y el REL, lo que pone en riesgo la sintesis de proteinas en el
soma de los OLs [Couve et al., 1997b]. La formacion de estos elementos transitorios es
observable a través de microscopia electronica de barrido desde el DPNO, afectando asi

los procesos tempranos de la mielinizacion [Couve et al., 1997b, Song et al., 2003b].

La neuroinflamacion también desempefia un papel crucial en la desmielinizacion

progresiva de la rata taiep. Se ha reportado el incremento del estrés nitrosativo, la
peroxidacion lipidica y la produccién de citocinas proinflamatorias durante diversas
etapas del desarrollo de la rata taiep [Leon-Chavez et al., 2006,Gomez-Diaz, 2017]. Este
escenario desfavorable se ve agravado por la disminucion de factores remielinizantes,
como el FGF2 (Factor de crecimiento de fibroblastos 2) y la quimiocina CXCL1
[Soto-Rodriguez et al., 2015]. En conjunto, la peroxidacion lipidica [Leon-Chavez
et al.,, 2006, Leon-Chavez et al., 2001] y el transporte ineficaz de las proteinas de
la vaina [Moller et al., 1997b, O’Connor et al., 2000b, Song et al., 2003b] conducen
a una desmielinizacion progresiva. Como resultado, se observa una reduccion de la
concentracion de lipidos en la médula espinal, el tallo cerebral, el cerebelo y la corteza

cerebral de ratas taiep de 8 meses de edad [Eguibar et al., 2012].

En cuanto a la capacidad motora y el efecto de la desmielinizaciéon sobre la

misma, se han evaluado la locomocidén, a través de una prueba de pasarela [Anch
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et al., 2000], y los episodios de inmovilidad inducidos por agarre (EIs) [Cortés et al.,

2005]. En la evaluacion de los Els se ha demostrado que la administracién de agonistas
de los receptores a2-adrenoceptor [Eguibar et al., 2006] y del receptor D2 para
dopamina inducen la presencia de Els [Eguibar et al., 2010]. Por el contrario, los
agonistas de los receptores 5-HT1 [Ita et al., 2009], colinérgicos [Eguibar et al., 2006]
y al-adrenoceptores [Cortés et al., 2007] disminuyen los EI. No obstante, aun no se ha
evaluado la integracion sensoriomotora, los reflejos perinatales, la motricidad fina y la
fuerza muscular, ni tampoco algun posible agente terapéutico para la patologia taiep.
La evaluacion de esos comportamientos podria proporcionar una visién de la gravedad
del dafio cerebral y un pardmetro conductual para determinar la eficacia de estrategias

neuroprotectoras emergentes.
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En la seccion anterior se mostr6 que la rata taiep presenta dafios severos

en el sistema de transporte vesicular a través del citoesqueleto y, en particular,
a través de los microtibulos. Esto condujo a que, en nuestro laboratorio, se
desarrollaran investigaciones al respecto en donde se evalud el perfil de expresion de
84 genes que controlan la biogénesis, organizacion, polimerizacién y despolimerizacion
de los elementos del citoesqueleto (filamentos de actina, filamentos intermedios y
microtibulos). Los resultados mostraron que la rata taiep presenta una desregulacion,
tanto en los genes involucrados en la polimerizacion de los filamentos de actina, como
en aquellos que participan en la estabilizacién de los microtiibulos, desde el DPNI15
y hasta el mes de edad [Garcia-Robles, 2016]. Lo anterior sugiere que, ademas de las
afectaciones directas sobre la polimerizacion de los microtubulos (que se discutié en la
seccion 1.5), existe en la rata taiep una desregulacion en la formacion del filopodio y
fibras de estrés, que estan involucrados en la mielinizacion y en la formacion de conos
de crecimiento neuronal y neuritas. Esta desregulacion produce también una falla en la
interaccion entre los microtubulos y los filamentos de actina, lo que supone un déficit

en la proliferacion, diferenciacion y migracion celular [Garcia-Robles, 2016].
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Por otro lado, se ha considerado que agentes quimicos con una importante

actividad antioxidante pudieran mejorar distintos aspectos de la patologia taiep, es

por ello que en nuestro grupo de trabajo se decidid explorar a la taurina.

La taurina (dcido 2-aminoetanolsulfénico) es un acido sulféonico que deriva del

metabolismo de la cisteina (Figura 2.1). Estd extensamente distribuida en tejidos
animales y es uno de los aminodcidos mas abundantes en el cerebro de los mamiferos
[Hussy et al., 2002]. De manera fisiologica, la taurina participa como neuroprotector,
ya que previene la excitotoxicidad causada por glutamato. Esto al inhibir la entrada de
calcio a las neuronas a través de su accion sobre los canales de calcio de tipo L, P/Q y
N, y sobre los canales de calcio de tipo NMDA [Wu et al., 2005]. La taurina también
actua como antiapoptotico, al inhibir la activacién de caspasa-3 y disminuir los niveles
de Bax/Bcl2. Su funcion antioxidante se exhibe al prevenir el estrés mitocondrial, evita
la generacion de especies reactivas de oxigeno, y regula los niveles de produccion de i6n
superoxido [Li et al., 2009]. También se ha asociado a la taurina con una importante
actividad antiinflamatoria, a través de las holoaminas de taurina, metabolitos que
inhiben la via de seflalizacion de NF-«kB, disminuyendo asi la inflamacion [Barua et al.,

2001].

En modelos de dafio al SNC, la taurina también ha mostrado tener un papel

relevante para la recuperacion. En un modelo de accidente cerebrovascular, la taurina
muestra un efecto protector contra el dafio sobre la materia gris y blanca (hipocampo
y cuerpo calloso) a través de la inhibicion de la sobreactivacion de calpaina [Sun et al.,
2012], y ademas, disminuye la degradacion de la proteina basica de mielina causada por

un modelo de traumatismo craneal cerrado [Gu et al., 2015].

En el cerebro en desarrollo (DPNS5), la administracion de taurina induce la

proliferaciéon de células madre neurales y aumenta la expresion de proteinas sinapticas
[Gebara et al., 2015]. En cerebros adultos, la taurina también incrementa la proliferacion

celular a través de la activacion de células madre quiescentes y reduce la activacion
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Figura 2.1: Estructura 2D y 3D de la molécula de taurina.

de la microglia. Aunado a esto, la taurina demostré6 aumentar la supervivencia de

neuronas de novo, lo que incrementa la neurogénesis [Shivaraj et al., 2012] y promueve la

diferenciacion neuronal de células progenitoras neurales [Pasantes-Morales et al., 2015].

Dado que la taurina desempena un papel fundamental modulando la

neurotransmision, se sugiere que podria controlar el deterioro sensorimotor en las ratas
taiep. Por ejemplo, al actuar sobre los receptores de glicina y GABA(A) [Song et al.,
2012], la taurina podria disminuir la excitotoxicidad inducida por el glutamato y de
esta manera reducir la transmision asincrona, preexistente en la rata taiep, debido a
una disfuncion en los mecanismos de liberacion de glutamato [Fuenzalida et al., 2009].
Este podria ser uno de los mecanismos por el cual la taurina disminuye los EI, tal como

se demostrdé en [Goémez-Diaz, 2017].

Ademas del retraso en la aparicién y la disminucion de la duracion de los EI

[Goémez-Diaz, 2017,Vargas-Castro et al., 2021], en nuestro laboratorio se ha demostrado

que la administacion cronica de taurina en la rata taiep (50 ppm desde el E15 y hasta
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los 8 meses de edad) regula la expresion de las quimiocinas CXCL1/CXCR2 y de los

factores de crecimiento FGF2 y BDNF de manera dependiente de la region cerebral y
de la edad evaluada. También se demostr6 que la taurina disminuye el estrés oxidativo
y la lipoperoxidacién de manera regio-dependiente, lo que podria disminuir el ambiente
pro-inflamatorio en el cerebro de la rata taiep [Gomez-Diaz, 2017, Vargas-Castro et al.,

2021].

También en nuestro grupo de trabajo, pero en un modelo de dafio
hipoxico-isquémico, la administracion de taurina en la misma dosis (50 ppm) mejora
el efecto pre-condicionante de la administracion de zinc y, en conjunto, previenen el
incremento del estrés nitrosativo, alteraciones metabdlicas y déficits motores en ratas

jovenes [Gonzalez-Vazquez et al., 2021].

La taurina también ha demostrado tener efecto sobre los elementos del

citoesqueleto. Se ha reportado que la taurina inhibe la polimerizacion de los MTs,
cuando se evalua su presencia en el axon gigante de calamar a una concentracion de
0.5M, y que disminuye el contenido de proteinas asociadas a los MTs (MAPs) en este
mismo modelo de estudio [Hashimoto et al., 1984]. También se ha reportado que algunos
metabolitos de taurina como la cloroamina de taurina, son capaces de oxidar, con un
alto grado de efectividad, a las cisteinas presentes en las tubulinas del microtiibulo y, a
través de este mecanismo, inducir la despolimerizacion del microtibulo [Landino et al.,

2011].

Con todo lo dicho, se presume que la administraciéon de taurina en los estados

embrionario y perinatal podria mejorar el desarrollo neural en las ratas taiep.
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Las enfermedades desmielinizantes son un problema de salud publica en México.

Segun datos del Gobierno de México se estima que en el pais existen cerca de 20 mil
pacientes con Esclerosis Multiple [Secretaria de Salud, 2020] y que de ellos, poco mas
de mil pacientes se encuentran en el Estado de Puebla [Betardo-Ramirez, 2017]. Sin
embargo, los datos acerca de otro tipo de enfermedades desmielinizantes son escasos o

inexistentes.

Los datos existentes para la EM indican que se trata de una enfermedad con

un importante impacto en el sector econdmico, ya que sus principales afectados se
encuentran entre la poblacidn econdmicamente activa, siendo el promedio nacional
entre los 20 y 35 afios de edad y el promedio para Puebla entre los 36-45 afos
[Betardo-Ramirez, 2017, Martinez-Juarez, 2019]. Ademés se estima que el costo del
tratamiento ronda los 30 mil pesos (MXN) por paciente al mes (segin informes del
Instituto Mexicano del Seguro Social), lo que significa un presupuesto importante para

el sector salud.

En cuanto a los casos en infantes se estima que existen en el pais 50 casos de nifios
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con EM. Sin embargo, hasta 2018 no se contaba con registro de estas enfermedades en

este sector de la poblacion por lo que la cifra es altamente variable.

El rezago en los métodos de diagnostico para este tipo de patologias, asi como el

subdiagnostico podrian ser la causa de la falta de informacion, sobre todo cuando se
trata de patologias que afectan a infantes y adolescentes. Recientemente se describi6 el
primer caso de tubulinopatia H-ABC en México gracias a los avances en el diagnostico
por imagenologia [Garduio-Robles et al., 2020]. Sin embargo, el camino es largo por

reCcorrer.

El estudio de las enfermedades desmielinizantes asi como su terapéutica cobra

entonces relevancia a nivel regional, nacional e internacional debido al numero creciente
de pacientes diagnosticados con estas enfermedades. La rata taiep provee un modelo
animal de estudio para estas patologias y la taurina podria proporcionar un posible
agente terapéutico que ayude a mejorar la sintomatologia de estos pacientes, siendo
ademads una estrategia terapéutica de costo accesible. Es por ello que para esta

investigacion se propone la siguiente hipdtesis.

3.1.  Hipotesis

La taurina, a través de su accion antioxidante e inductora de neurogénesis, causara

un incremento de mielina y mejorard las conductas motoras en la rata taiep.

3.2.  Objetivo General

Evaluar el efecto de la administracion crénica de taurina sobre la neurogénesis, la

expresion de proteinas asociadas al citoesqueleto, la mielina y la actividad motriz en la
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rata taiep.

3.2.1.  Objetivos particulares
¢ Analizar la dindmica microtubular, con técnicas in silico, de la mutacion presente
en la B-tubulina 4a de la rata taiep.

¢ Evaluar el papel que desempefia la taurina en el proceso de neurogénesis en la

rata taiep a los 30 dias de edad
¢ Analizar el efecto de la administracion de taurina en la mielina en la rata taiep

= Determinar el efecto de la taurina sobre la recuperaciéon motora en la rata taiep
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Capitulo I

Metodologia

4.1. Evaluacion in silico del efecto de la mutacion

Ala302Thr en la B-Tubulina 4a de la rata taiep

Como se discutié en el capitulo 1, la mutacién puntual del gen Tubb4a,
responsable de la expresion de una B-Tubulina 4a deficiente, podria originar
la patologia taiep. Para evaluar, a nivel atdmico, si existe algin cambio
conformacional capaz de modificar la dindmica de polimerizacion microtubular

se utilizaron las técnicas computacionales que se describen a continuacion.

4.1.1. Modelado por homologia de la p-Tubulina 4a de rata:

nativa y mutada

La técnica de modelado por homologia se describe como la prediccion de

la estructura terciaria de una proteina desconocida, usando como molde una
estructura tridimensional (3D) conocida de una proteina homologa [Nilges, 2006].
El método de modelado por homologia se basa en el alineamiento de secuencias; se

dice que dos proteinas son homodlogas cuando sus secuencias aminoacidicas poseen
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una identidad de al menos 40 % entre ellas [Apurva and Mazumdar, 2020].

Dado que se desconoce la estructura 3D de la B-Tubulina 4a de rata, esta
proteina tuvo que modelarse por la homologia con otras proteinas B-Tubulinas.
Se obtuvo la secuencia para el gen Tubb4a para Rattus norvegicus (Rata) de
la base de datos UniProtKB. Posterior a ello, se realizo un analisis BLAST y se
encontr6 el porcentaje mas alto de identidad con la estructura 3D correspondiente.
Se construyd el modelo 3D de la proteina B-Tubulina 4a nativa, con el programa
SCRWL4 [Krivov et al., 2009]. Se introdujo la mutacion puntual Ala302Thr y se
obtuvo el modelo 3D de la proteina B-Tubulina 4a mutada que representa a la

proteina tal y como se produce en el modelo taiep.

El proceso de polimerizacion de los MTs involucra dos tipos de contactos
entre las subunidades de tubulina: la unidén cabeza-cola de los dimeros de
o/B-Tubulina, que da lugar a los protofilamentos que recorren a lo largo
el microtibulo, y las interacciones laterales (a/a y B/P) que se dan entre
protofilamentos paralelos para formar la pared del microtubulo [Nogales et al.,
1999]. Los contactos longitudinales a lo largo de los protofilamentos (a/fB)
parecen ser mucho mas fuertes que los contactos entre protofilamentos adyacentes
(B/B). Este efecto cobra sentido cuando se considera que la despolimerizacion
implica el desgajamiento o peeling de los fragmentos de protofilamentos en los
extremos de los microtibulos, lo que requiere de interacciones atomicas (de origen

electrostatico, principalmete) que sean débiles [Mandelkow et al., 1991].

En el modelo taiep, cuando las B-Tubulinas forman parte del microtiibulo, la
mutacion Ala302Thr queda expuesta en la periferia de la proteina y forma parte
de la superficie de contacto con la B-Tubulina vecina (interaccion lateral B/B) y
no del contacto longitudinal con la a-Tubulina, por lo que analizar los dimeros

B/B resultd prioritario (Figura 4.1).

Los dimeros B-Tubulina 4a/f Tubulina 4a se formaron al alinear 2 proteinas

B-Tubulina de la misma naturaleza (2 proteinas nativas, o 2 proteinas mutadas).
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Figura 4.1: Ensamble del microtubulo formado por los dimeros de a/B-Tubulinas. Se

muestra como la mutacion Ala302Thr, senalada con una estrella amarilla, se encuentra

en la superficie de interaccion lateral B/p.

Con el proposito de simular el ambiente en donde se lleva a cabo la polimerizacion
microtubular, se empalmaron los dimeros B-Tubulina 4a/f Tubulina 4a sobre
la estructura del microtubulo PDBID:3JAO (Figura 4.1). Ya que los dimeros
de B/B-Tubulina se arreglaron en el espacio 3D de la misma forma en que lo
hacen cuando se encuentran formando parte de un microtiibulo, se procedid con

la dindmica molecular.
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4.1.2. Dinamica Molecular del dimero

B-Tubulina/pB-Tubulina

La Dinamica Molecular (DM) puede definirse como una técnica de
simulacion por computadora que permite predecir la evolucion temporal de
un sistema particular interactuante. Esto implica la generacién de trayectorias
atdmicas del sistema mediante la integracion numérica de la ecuacion de
movimiento de Newton para un potencial interatomico especifico, definido por

una condicidn inicial y una condicion a la frontera [Roy et al., 2015].

La simulacién consta de los siguientes pasos (Figura 4.2). Se prepard
la topologia indicando como sistema interactuante a los dimeros de
B-Tubulina/B-Tubulina y como solvente se utilizd agua en el modelo explicito, que
coloca cuantas moléculas de agua sean necesarias para llenar la caja de simulacion.
Se agregaron iones al solvente de acuerdo con la carga de las proteinas, y se ajusto
la temperatura hasta llegar a una temperatura final de 310K (37°)C. Se llevo a
cabo la primera simulacion para obtener el estado de minima energia del sistema.
Una vez que se obtiene un valor negativo de la energia potencial, y que éste
se mantiene constante, se continlla con la siguiente simulacion, el equilibrio. El
equilibrio consta de dos partes, en la primera se realiza una simulacion utilizando
un ensamble NVT (en donde se mantienen constante el nimero de particulas,
volumen y temperatura) y, en una segunda simulacion, se utiliza un ensamble NPT
que ahora permite mantener constante la presion del sistema. Después de estas dos
simulaciones el sistema se encuentra en equilibrio y a la presion y temperatura
deseados. La siguiente simulacién es la dindmica molecular propiamente; esta
simuacion reproduce el movimiento del sistema (dimeros B-Tubulina/B-Tubulina
+ agua + iones) durante 100 nanosegundos (ns). Se realiz6 también la simulacion
para trimeros de B-Tubulinas con la finalidad de evaluar la estabilidad estructural

de las proteinas en el microtubulo. Todas las simulaciones se hicieron con el
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programa GROMACS [Van Der Spoel et al., 2005] y se corrieron en un servidor
(Pallas) con las siguientes caracteristicas: CPU Intel 17-6800K, 6-cores, 3.40GHz;

RAM de 128 Gb, Sistema Operativo Linux, Debian Jessie y GPU GeForce GTX
1050 Ti, 768 cores con 4GB de RAM. Esta parte de la investigacion se desarrollo
en el Laboratorio de Modelado Matematico y Desarrollo de Software Cientifico

(FCQ-BUAP), a cargo del Dr. Juan Manuel Solano Altamirano.

DINAMICA MOLECULAR

Diagrama de Flujo para simulaciones de DM

en GROMACS
Definir caja y Minimizacion de Produccion de
solvatar Energia la DM

Generar Agregar iones Analisis

topologia

Equilibro

Figura 4.2: Diagrama general de flujo para las simulaciones que componen una

dindmica molecular.

4.1.3. Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular es uno de los enfoques mas utilizados para el

estudio del reconocimiento entre moléculas, su objetivo es predecir el modo de
unién y la afinidad de unién de un complejo formado por dos o mas moléculas con
estructuras conocidas [Roy et al., 2015]. Para la primera serie de acoplamientos

moleculares se utilizaron las técnicas de back doking y blind docking.

En un primer abordaje, se realizd el back docking o acoplamiento control.

Esta técnica se utiliza para validar el método y, al mismo tiempo, para obtener
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energias de interacion (AG) de un farmaco que se ha comprobado que tiene

afinidad por ese sitio de union especifico [Scior, 2021]. Se consideraron los sitios
de unién a farmacos en los dimeros de o-Tubulina/B-Tubulina [Field et al.,
2013]. En estos sitios, interactian farmacos reguladores de la polimerizacion del
microtibulo como la colchicina (inhibidor de la polimerizacion), la vinblastina
(desestabilizador), el taxol (estabilizador) y el nocodazol (inhibidor de la
polimerizacion). Se acoplaron los 4 farmacos (en sus respectivos sitios de union
determinados por cristalografia de rayos X) y se obtuvieron los valores de
AG con el programa AutoDock4 [Morris et al., 2009]. En el blind docking o
acoplamiento experimental se colocd a la taurina en cada uno de los sitios de

uniodn, anteriormente mencionados, y se calculd la AG.

Dado que la mutacién Ala302Thr se encuentra en la interfaz de dimerizacion
B/B, como se menciond en la seccidon anterior, en un segundo abordaje se llevod
a cabo el acoplamiento molecular de taurina en esta region para determinar si,
a través de este mecanismo, la taurina pudiera desestabilizar los MTs de la rata

taiep y mejorar su condicion patologica.

De la simulacion de dindmica molecular se obtuvieron 20 snapshots o tomas
instantaneas de los ultimos 20 ns de simulacién, obteniendo asi un muestreo
de la conformacion espacial 3D del dimero durante el equilibrio; estas tomas se
obtuvieron tanto para los sistemas nativos como para los mutados. Sobre cada
una de las tomas instantaneas (que son archivos en formato pdb con coordenadas
espaciales especificas para cada dtomo en ese instante en el tiempo) se realizo
el acoplamiento molecular con taurina y se obtuvo la AG asi como la posicion

espacial de interaccién correspondiente a esa energia minima.

Debido a que la literatura reporta que uno de los probables mecanismos
de la accion de la taurina sobre el microtubulo es a través de la accion de sus
metabolitos, principalemente la cloroamina de taurina [Landino et al., 2011], se

decidié hacer el mismo proceso de acoplamiento molecular citado en el parrafo
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anterior pero ahora con la cloroamina de taurina (TauCl).

Todos los célculos de acoplamiento molecular se llevaron a cabo en un
servidor MacPro de uso personal (Alderan) con las siguientes caracteristicas: CPU
Intel Xeon Quad Core, 2.4 GHz, RAM 32GB, Sistema Operativo MacOs 10.13,
High Sierra.

4.2.  Protocolo Experimental

En el dia embrionario 15 (E15) se administr6 taurina (Cat# T0625-100G,
Sigma-Aldrich; Saint Louis, MO, EE.UU.) a ratas taiep y Sprague Dawley
(grupo control) prefiadas. La dosis administrada fue de 50 mg/L de agua de
beber (50 ppm) [Pasantes-Morales et al., 2015, Worden and Stipanuk, 1985,
Gonzalez-Vazquez et al., 2021]. Tras el nacimiento, la administracion de taurina se
proporciond sélo a las crias macho hasta los ocho meses de edad. El tratamiento
con taurina (dosis, via de administraciéon y tiempo) se selecciond a partir de
estudios postnatales ya que no hay antecedentes de la administracién croénica

prenatal en modelos desmielinizantes.

Las ratas se agruparon como sigue (1) SD, ratas macho Sprague Dawley
sin tratamiento; (2) taiep, ratas macho taiep sin tratamiento; (3) taiep/Tau,
ratas macho taiep tratadas con taurina. Los tres grupos fueron evaluados a lo
largo del tiempo desde el DPN15 y hasta los 8 meses de edad (8 M). Por cada
condicién experimental se utilizd6 un minimo de diez ratas para las pruebas de

comportamiento motor (n = 10) y tres para las evaluaciones histoquimicas (n =

3).
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4.2.1. Preparacion de  tejidos para  procedimientos

histoquimicos

Las ratas se anestesiaron con una mezcla de ketamina/xilazina (70 mg/6
mg) a una dosis de 200 pL/100 g de peso corporal, por via intraperitoneal. A
continuacion, las ratas se perfundieron transcardialmente con 200 mL de solucion
salina al 0.9 %, seguidos de 200 mL de paraformaldehido (PFA), preparado al
4% en PBS, pH 7.4. Se obtuvieron los cerebros, se posfijaron en PFA al 4% a
temperatura ambiente durante 4 h y se crioprotegieron en una solucion de sacarosa
al 30% a 4°C por 5 dias. Con un microtomo Leica SM2010 R (Leica biosystems
Division de Leica Microsystems Inc.; Buffalo Grove, IL, EE.UU.), se disectaron
los cerebros enteros en cortes sagitales de 40 um de grosor. Los cortes histologicos
se distribuyeron en serie en placas de 94 pozos que contenian 200 uL de solucion
de colecta de tejidos (etilenglicol/glicerol) y se almacenaron a -20 °C hasta su

procesamiento.

4.2.2. Ensayo de proliferacion

A las ratas prefadas SD, taiep sin tratar y taiep/Tau se les administrd
bromodeoxiuridina (BrdU) en una dosis de 50 mg/kg de peso corporal [Vivar and
Van Praag, 2013], por via intraperitoneal cada 24 h desde el E15 hasta E18. Se
obtuvieron los cerebros de las crias macho de 1 mes de edad y se procesaron de

acuerdo al protocolo descrito en la seccidon anterior.

La inmunotincion contra BrdU se llevo a cabo por libre flotacion. Las
secciones de tejido se permeabilizaron y bloquearon con TBS++ (TBS 1X
(0.1 M Tris-HCI/0.09 % de solucion salina, pH 8.0) + 3% de suero de cabra
+ 0.3 % de Triton X-100) durante 1 h. Después, los tejidos se incubaron con
un anticuerpo monoclonal de ratéon anti-BrdU (dilucion 1:250; Bio-Rad Cat#

MCAZ2483, RRID: AB 808349) a 4°C durante 36 h. Posteriormente, los tejidos
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se enjuagaron tres veces con TBS 1X y se incubaron con peroxidasa de raton

IgG del kit VECTASTAINR Elite ABC-HRP durante 4 h (Vector Laboratories

Cat# PK-4002, RRID: AB 2336811). La reaccion se revelé con diaminobenzidina
durante 5 minutos. Finalmente, los cortes se montaron en portaobjetos cubiertos
de gelatina y los cubreobjetos se fijaron con resina de Entellan. Las imagenes

se tomaron con un microscopio confocal (Nikon C2+, Nikon Instruments Inc.;
Melville, NY, EE.UU.), operado en modo de luz transmitida, para reconstruir el
giro dentado completo, el cerebelo y el tallo cerebral. A continuacion, se contaron
estereologicamente las células BrdU+ en un minimo de 24 cortes (seleccionados
cada 240 pum) por sujeto de experimentacion. Para este propdsito, se utilizd el
plugin de conteo celular de ImageJ, ITCN (ImageJ, RRID: SCR_003070). Las

imagenes se obtuvieron en el Laboratorio de Microscopia del Instituto de Fisiologia

- BUAP con la asesoria del Biol. José Luis Cordova de la Luz.

4.2.3. Cuantificacion de Mielina

La mielina se tifio siguiendo el procedimiento propuesto por [Kaatz et al.,

1992]. La tincion se realizé por libre flotacion del tejido. Las secciones de tejido
se lavaron dos veces durante 1 min en TBS 1X y se incubaron en la solucion
“A” a 37 °C en un bafio maria con agitacion suave. La solucion “A” contiene
12 mg de malato monosodico (Cat# M1125-5G, Sigma-Aldrich; Saint Louis, MO,
EE.UU.) y 10 mg de nitroazul de tetrazolio (Cat# N6876-500MG, Sigma-Aldrich;
Saint Louis, MO, EE.UU.) por cada 10 mL de TBS 1X, que contenia 0.8 % de
Triton X-100 (v/v). Las secciones se enjuagaron dos veces, durante 1 min, con
TBS. Posteriormente, se sumergieron en la soluciéon “B” (que contiene 50 mg de
diaminobencidina y 4 g de sacarosa por cada 100 mL de PBS 0.1 M) durante 1 h a
37°C en un baflo maria con agitacion suave. La reaccion se detuvo con dos lavados
de 1 minuto con PBS. Los cortes tisulares tefiiddos se montaron en portaobjetos

recubiertos de gelatina y se secaron al aire durante la noche para intensificar
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la coloracion. Los cubreobjetos se fijaron con resina Entellan. Finalmente, se

tomaron imagenes de un minimo de 24 cortes seleccionados cada 240 pum por
cerebro de al menos 3 animales independientes (Total analizado: 72 cortes de
cerebro por grupo) utilizando un microscopio digital Mustool G700 (Dongguan,
China) para medir la densidad Optica, en las areas seleccionadas, con el software

ImageJ (ImageJ, RRID: SCR _003070).

42.4. Desarrollo Funcional

Los reflejos neonatales son automaticos, estereotipados y predecibles [Key,
2010], de ahi que la evaluacion de diferentes pruebas, que midan el desempefio en
tareas relacionadas con dichos reflejos, podria proporcionar una vision general del
dafio motor existente. Para ello se realizd la bateria de pruebas motoras planteadas
por [Feather-Schussler and Ferguson, 2016]. Estas pruebas evaluaron los signos
neuroldgicos y neuromusculares de las ratas neonatales taiep sin tratamiento y

tratadas con taurina, en comparacién con las ratas SD control de la misma edad.

La prueba de aversion al precipicio evaliia los desequilibrios vestibulares que

resultan de dafos en el sistema vestibular [Feather-Schussler and Ferguson, 2016].
El sistema vestibular comprende varias estructuras del oido interno conectadas,
a través del nervio vestibulococlear, al cerebelo y a los nucleos vestibulares del
tallo cerebral [Khan and Chang, 2013]; el deterioro del sistema vestibular podria
reflejar un dafio directo de estos nucleos. La prueba se desarrolld en el DPNY,
para ello se colocd a las crias en la parte superior de una caja (31 x 24 x 17 cm)
para que exploraran la zona durante 30 s (Figura 4.3, inciso A). A continuacion,
se colocaron la cabeza y las extremidades delanteras de la cria en el precipicio de
la caja y se midi6 el tiempo que tardaron para retirarse del mismo. La prueba se
realizd tres veces por cria, y se calculd la media + EEM de al menos 10 crias por
grupo.

La prueba de fuerza de agarre mide la fuerza muscular de las cuatro
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extremidades al mismo tiempo [Feather-Schussler and Ferguson, 2016]. En el

DPN11, las crias se pesaron y se colocaron en una malla horizontal (16 x 18 cm de
largo x 1 mm de espesor) hasta que las cuatro extremidades de la cria empuilaron
la malla. A continuacion, la malla se gir6 lentamente desde una posicion horizontal
a una vertical para desafiar la gravedad (Figura 4.3, inciso B). Se midio el tiempo
de caida (latencia de caida) y se uso para calcular el impulso colgante (peso
corporal por la latencia de caida). La prueba se realizd tres veces por cria y y se

calculd la media £ EEM de al menos 10 crias por grupo.

Las pruebas de suspension de las extremidades delanteras y traseras evaluan

la fuerza y la funcion neuromuscular de las extremidades [Feather-Schussler and
Ferguson, 2016]. En el DPN13, las crias se suspendieron por las extremidades
delanteras en un cable que cruzaba la parte superior de un recipiente de pléstico
(transparente de 3.5 L con un suelo acolchado) y se midi6 el tiempo que los
animales resistian antes de caer (Figura 4.3, inciso C). Después de un descanso de
al menos 30 minutos, en otra sesion, las crias se suspendieron por las extremidades
traseras en el borde de un recipiente de vidrio transparente (15 cm x 6 cm con
paredes interiores lisas y un suelo acolchado) y se midi6 el tiempo que los animales
resistian antes de caer (Figura 4.3, inciso D). La prueba se realizd tres veces por

cria, y se calculé la media £+ EEM de al menos 10 crias por grupo.
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Figura 4.3: Esquema de las pruebas motoras perinatales A) Aversion al precipicio, B)
Fuerza de agarre C) Suspension de las extremidades delanteras D) Suspension de las

extremidades traseras.

Para evaluar el grado de recuperacion en la funcion motora tras tres meses
de tratamiento se utilizo la escala de Irvine, Beatties y Bresnahan (IBB). La escala
IBB de recuperacion de las extremidades anteriores refleja el grado de dafo de
la materia blanca y el deterioro de los sistemas motor y sensorial ascendentes
[Irvine et al., 2014]. La Escala IBB puede detectar la recuperacion de la funcion
de las extremidades anteriores, tanto proximales como distales (incluyendo los
movimientos de los dedos) durante un comportamiento que se produce de forma

natural y que no requiere un entrenamiento o privaciéon extensos para aumentar

la motivacion.

Se grabd en video a los animales mientras ingerian dos cereales de forma

diferente, uno en forma de rosquilla (Kellogg’s®k Froot Loopskr , Kellogg Company
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México, Querétaro, Qro., México), y el otro en forma de esfera (Nestlér

NesquikR , Cereal Partners Worldwide, Ciudad de México, México), ambos de
un tamafio consistente. Los videos se analizaron y se evaluaron caracteristicas del
uso de las extremidades anteriores, como la posicion de las articulaciones, el apoyo

de los objetos, el movimiento de los dedos y la técnica de agarre (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Esquema de los movimientos caracteristicos afectados tras una lesion

cortico-espinal y que son evaluados en la escala IBB. Modificado de [Irvine et al., 2014].
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Todas estas caracteristicas se registraron en una hoja de puntuaciéon como
la que se muestra a en la Figura 4.5 y a cada una se les asigné el puntaje
correspondiente para, posteriormente, clasificar el grado de recuperacion de
acuerdo a la escala IBB que va de 0 (maximo nivel de dafio motor fino) a 10 (sin
dafio). Esta escala es consistente con el nivel de recuperacion motora y ademas es

sensible a la gravedad de la lesion.

Namero de Al Farma del cereal:
Experimento:

Escala de las extremidades anteriores de Irvine, Beatties y Bresnahan
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Figura 4.5: Hoja de puntuacion de la escala IBB. La primera mitad de la hoja

representa la recuperacion de la funcion de los miembros anteriores proximales y la
tltima parte de la hoja se centra en la recuperacion de los miembros anteriores distales.

Modificado de [Irvine et al., 2014].

De manera general, el comportamiento también se modifica a través del
aprendizaje sensorimotor. El aprendizaje sensorimotor se define como una mejora
de la capacidad para interactuar con el entorno, interpretando el mundo sensorial
y respondiendo a ¢l con el sistema motor. La integracion correcta de los
circuitos sensorimotores permite adaptarnos e interactuar con el mundo exterior.
Estas habilidades pueden ser evaluadas en las ratas gracias a comportamientos
caracteristicos como el acicalamiento [Makino et al., 2016]. Las ratas se acicalan
compulsivamente y responden vorazmente a cualquier sustancia extrafia que
se les pegue en alguna parte del cuerpo. Las ventajas adaptativas de este

comportamiento pueden incluir la termorregulacion y el mantenimiento contra
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los insectos [Schallert et al., 1982]. Haciendo uso de estos comportamientos

caracteristicos, se evaluaron los circuitos sensorimotores en las ratas taiep con
la prueba de estimulacion tactil bilateral a los 3 meses de edad [Schallert et al.,

1982].

Para esta evaluacion, los estimulos (pegatinas adhesivas) se adhirieron a
la parte distal de cada una de las extremidades delanteras de la rata, primero
la izquierda y en una segunda evaluacion, la derecha. La evaluacion se llevo a
cabo en la jaula de origen de los animales para que no se distrajeran con un
entorno nuevo. Al sentir el estimulo, los animales usaron sus dientes para quitar
el estimulo. La latencia para eliminar los estimulos se utiliz6 como medida de
la capacidad motora. Cada ensayo termina cuando la rata retira el estimulo, o
cuando han transcurrido 2 minutos. Para evitar la habituacion a los estimulos,
los ensayos individuales deben realizarse en intervalos mayores a 5 minutos. El
tiempo que se tarda el animal en retirar el estimulo es un indice de la funcion

sensoriomotora.

4.2.5. Analisis Estadistico

Los valores se expresaron como la media = EEM. En los experimentos en
los que se compararon dos grupos (taiep frente a SD o taiep frente a taiep/Tau),
se realiz0 una prueba t de 2 colas para datos paramétricos. Para los experimentos
en los que habia més de dos grupos con una variable independiente, se realiz6
una ANOVA de una via y la prueba post hoc de Dunnett. Se utilizo6 un ANOVA
de dos vias y un andlisis post hoc de Bonferroni para méas de dos grupos con dos
variables independientes (trayectoria temporal). Todos los andlisis estadisticos se
realizaron con el software de andlisis de datos GraphPad Prism 6 (GraphPad

Prism, San Diego, CA, EE.UU. RRID: SCR _0158070).
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Resultados

5.1. Modelado por homologia

Se obtuvo el registro con numero de identificacion B4F7C2 RAT

(UniProtKB) que corresponde a la secuencia aminoacidica de la p-Tubulina 4a de
rata. Esta secuencia tiene una longitud de 444 aminoécidos y un peso molecular
de 49.586 kDa. Dentro de UniProtKB, se realizd una busqueda avanzada con
la herramienta BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool protein-protein).
Esta busqueda nos permitié comparar una secuencia de aminoacidos (estructura
secundaria) contra la secuencia aminoacidica de una estructura cristalina obtenida
por rayos X (estructura terciaria). Tras evaluar los resultados, se determind que
la estructura con mayor porcentaje de identidad (95.5 %) y con una resolucion
cristalografica deseable era la estructura con codigo de identificacion PDB 1JJF

correspondiente a la B-Tubulina 2b de Bos taurus.

Utilizando el archivo de coordenadas tridimensionales 1JFF.pdb como

plantilla, y la secuencia aminoacidica B4F7C2 RAT como objetivo, se obtuvo
el modelo de la B-Tubulina 4a nativa para rata. Con el mismo procedimiento
pero generando la mutacién Ala302Thr se obtuvo el modelo de la B-Tubulina 4a

mutada. Se muestran las dos estructuras 3D en la Figura 5.1. De manera andloga,
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se obtuvo el modelo 3D de la a-Tubulina (nativa) para calculos posteriores.

Figura 5.1: Modelos 3D para las proteinas B-Tubulina 4a de rata en sus formas A)

Nativa y B) Mutada (Ala302Thr). Ambos modelos fueron creados con el programa
SCWRL4 [Krivov et al., 2009].

5.2. Ajuste de los modelos tridimensionales de las
B-Tubulinas 4a en la conformacion espacial del

microtubulo

Con los modelos de las B-Tubulinas 4a de rata se generaron los dimeros
de o/B-Tubulina y B/B-Tubulina con las proteinas B-Tubulina tanto nativas
como mutadas. Para simular las condiciones en las que se encuentran estos
dimeros cuando ya forman parte del microtubulo se llevd a cabo la siguiente

estrategia. Se utilizd como base la estructura del microtibulo ensamblado con
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codigo PDB 3JAO. Sobre esta estructura 3D, se seleccionaron las proteinas 33 y

34 (que forman un dimero a-Tubulina/B-Tubulina) y las proteinas 28 y 33 (que
forman un dimero B-Tubulina/B-Tubulina) (Figura 5.2). Ya que se identificaron
dichas proteinas, los modelos de las tubulinas de rata que se generaron en la
seccidon anterior se empalmaron a las coordenadas de las proteinas respectivas,
en un procedimiento que se conoce como fitting. El propdsito de este empalme
es que las proteinas, modeladas por homologia, adquieran el angulo, la distancia,
y la curvatura adecuadas para representar la configuracion del microtibulo. El
programa utilizado para este proposito fue SwissPDB Viewer [Guex and Peitsch,

1997].

Modelos de o/f-Tubulina
empalmados en |a
conformacion espacial de las
proteinas 33 y 34 del microtabulo

Modelos de f3/p-Tubulina
empalmados en la
conformacion espacial de las
proteinas 28 y 33 del microtibulo

Microtabulo
PDB 3JAO

Figura 5.2: Empalme de los modelos tridimensionales generados con las proteinas

correspondientes dentro de la estructura del microtibulo. El empalme se realizd con el

programa SwissPDBViewer [Guex and Peitsch, 1997].
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5.3. La taurina no muestra afinidad por los sitios

de union para farmacos en el dimero o/B-Tubulina

En un primer abordaje, decidimos evaluar si la taurina tenia interaccion
en los sitios de unidon para farmacos ya descritos en el microtibulo. Para
ello se identificaron los sitios para colchicina/nocodazol, vinblastina y taxol.
Se acoplaron los farmacos a su sitio de accion y se obtuvieron las energias
minimas de interaccion (AG) tanto para la f-Tubulina 4a nativa como mutada.
Posteriormente, se reemplaz6 al farmaco por una molécula de taurina y se calculd
nuevamente la energia minima de interaccion. Los valores obtenidos de energias

de interaccion para cada molécula se presentan en la tabla 5.1.

AG  (kcal/mol) AG (kcal/mol)

Molécula
o/B-Tub Nativa  o/B-Tub Mutada
Colchicina -8.59 + 0.24 -7.99 + 0.25
Nocodazol -7.60 + 0.08 -7.58 £ 0.08
Taurina -4.37 £ 0.075 -4.36 *(P=0.015 vs Colchicina)
Vinblastina -9.63 + 0.32 -9.94 + 0.30
Taurina -3.84 -3.90 *(P <0.001 vs Vinblastina)
Taxol -6.89 £ 0.09 -6.7 £ 0.1
Taurina -2.75 £ 0.008 -2.67 £ 0.007 *(P <0.001 vs Taxol)

Tabla 5.1: La taurina se acopla con baja afinidad a los sitios activos del microtibulo.
Resultados del acoplamiento molecular para taurina en los respectivos sitios de union a
farmacos. Se muestra el valor de la AG (kcal/mol) + EEM de un total de 256 posiciones

evaluadas por farmaco. Prueba t-student.
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Se observa una reduccion significativa en la AG cuando la taurina se acopla

a los sitios de interaccion de los farmacos (comparado con los resultados del
backdocking o acoplamiento control), sugiriendo que la taurina posee una baja

afinidad de unién con los aminoécidos presentes en dichos sitios.

54. La mutacion Ala302Thr podria inducir Ia
hiperpolimerizacion de los microtibulos de la rata

taiep

Derivado de la minimizacion y el equilibrio del sistema se obtuvieron los
graficos correspondientes a la energia potencial y al calentamiento. Se observa
el decremento progresivo de la energia potencial resultado de la estabilizacion
del sistema (Figura 5.3, inciso A). Los gréaficos correspondientes al calentamiento
muestran el incremento de la temperatura de 300 a 310 K y como esta temperatura

se mantiene constante durante toda la simulacion (Figura 5.3, inciso B).
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Figura 5.3: Minimizaciéon y equilibrio de los sistemas B/B-Tubulina por Dindmica

Molecular. A) Energia potencial. B) Temperatura. Todos los célculos se llevaron acabo

con el programa GROMACS [Van Der Spoel et al., 2005].

Posterior a la dindmica molecular, se obtuvieron los graficos del radio de

giro y de la desviacion cuadratica media (RMSD). El radio de giro (Rg) indica el

grado de compactacion de la proteina, es decir, en qué grado la proteina mantiene

las estructuras secundarias iniciales (o-hélices, hojas-B) o si estas estructuras se

descompactan generando una proteina mas laxa y con bucles como estructuras

secundarias predominantes. Por otro lado, el RMSD indica la variacion en la

distancia de los atomos entre dos proteinas superimpuestas (en este caso la

posicion final vs la posicion inicial).
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Al analizar el Ry del dimero de B/B-Tubulina nativo, se observa la

descompactacion de las proteinas, especialmente durante los primeros 50 ns de
simulacion, pero el efecto se mantiene de manera constante hacia los 100 ns
(Figura 5.4, inciso A). Este efecto se refleja también en la variacion que presenta
el grafico de RMSD de este dimero (0.2 nm , Figura 5.4, inciso B), por lo que

se puede concluir que los dimeros de [/B-Tubulina nativa son estructuralmente

flexibles y dinamicos.

Por el contrario, al analizar el Ry del dimero B/B-Tubulina mutado, se
observa que las proteinas se mantienen compactadas y con variaciones minimas en
el RMSD (Figura 5.4, incisos B y D) sugiriendo una mayor estabilidad estructural
en comparacion con el dimero nativo. Esta inmovilidad de las B/B-Tubulinas
mutadas probablemente sea la causa de la hiperpolimerizacion del microtiibulo

en la rata taiep.
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Figura 5.4: Los dimeros de B-Tubulina mutada son estructuralmente mas estables que

los dimeros de B-Tubulina nativa. Analisis de la estabilidad estructural de los sistemas
B/B-Tubulina. A) Radio de giro y B) RMSD; C) y D) Trayectoria en los ultimos 3

nanosegundos de simulacion.
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Un efecto destacable del analisis de la trayectoria es el hecho de que, en

la B-Tubulina mutada, el aminoécido tirosina 287 (marcado en verde, Figura
5.4, inciso D) pareciera inhibir separacion de las f-Tubulinas, efecto que no se
observa en las proteinas nativas. Esta Tyr287 forma parte del bucle que se localiza

entre la hoja beta nimero 7 (sheet7) y la alfa hélice nimero 9 (helix 9), por lo

que se le conoce como bucle S7-H9. Se ha demostrado que el elemento central
de las interacciones laterales en el microtibulo es precisamente este bucle, que

se compone de los aminodcidos: RGSQQYRA en las posiciones 282-289 de la

B-Tubulina. El bucle M (de Microtibulos, ya que su interaccién con la B-Tubulina
vecina ayuda a mantener la pared del microtubulo) se proyecta desde un lado
del protofilamento y hace contacto estrecho con la hélice 3 (H3), con la parte
C-terminal del bucle H2-S3 y con parte del bucle H1-S1 en la B-Tubulina del
protofilamento adyacente [Nogales et al., 1999], (Figura 5.5, inciso B).

En nuestros resultados observamos que, al empalmar las posiciones de los

dimeros B/B-Tubulina mutado vs los dimeros B/B-Tubulina nativos en su ultima
posicion (ns 100), existe una gran variacion en las posicion del bucle M (RMSD

de 9.876 nm) en la proteina mutada comparada vs la proteina nativa. Ademas
se encontrd que al analizar la densidad de superficie, el bucle mutado tiene un
mayor traslape de densidad con el bucle H1-S1 de la B-Tubulina adyacente que
el bucle nativo con su respectiva vecina (Figura 5.5, incisos C,D). Esto sugiere
que la cercania del bucle M con la B-Tubulina adyacente en la rata taiep, aunado

a la falta de flexibilidad de las proteinas pudiera ser el efecto responsable de la

hiperpolimerizaciéon de los MTs en este modelo. La mutacion Ala302Thr podria
inducir algan cambio conformacional que, de manera directa o indirecta, pudiera

variar el posicionamiento 3D del bucle M.
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Figura 5.5: La mutacion Ala302Thr podria inducir la hiperpolimerizacion del
microtubulo en la rata taiep. A) Empalme de las estructuras finales (ns 100) de los
dimeros B/P tubulina mutados (morado) sobre los nativos (rosa). B) Interacciones
laterales para los bucles M. C) Mapa de densidad sobre el bucle M y el bucle H1-S1 del
dimero B/B tubulina mutado. D) Mapa de densidad sobre el bucle M y el bucle HI-S1

del dimero B/P tubulina nativo.
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Para evaluar el efecto bilateral de la mutacion Ala302Thr se ejecutd la

dindmica molecular también en trimeros de P-Tubulinas. Nuevamente se observan
variaciones en el Ry para el trimero nativo que no se observan en el trimero mutado
(Figura 5.6, inciso A). Esto sugiere que, a pesar de que las proteinas se encuentran

mas rentringidas por el incremento en las interacciones atdmicas, intrinsecamente
sigue existiendo una laxitud de la estructura secundaria (Figura 5.6, inciso C)
que pudiera deberse a la necesidad de una alta dindmica estructural. Este efecto
no se observa en el trimero mutado, por el contrario, el valor del Ry se mantiene

constante durante toda la simulacion a pesar de existir cambios en el RMSD

(Figura 5.6, inciso D).
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Figura 5.6: Los trimeros de P-Tubulina mutada son estructuralmente mas estables que

los trimeros de B-Tubulina nativa. Analisis de la estabilidad estructural de los sistemas
B/B-Tubulina triméricos. A) Radio de giro y B) RMSD para el dimero B-Tubulina
nativo; C) y D) Trayectoria en los ultimos 3 nanosegundos de simulacion.
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5.5. La cloroamina de taurina podria inducir la

despolimerizacion del microtubulo en la rata taiep

Se realizaron los céalculos para la taurina y la cloroamina de taurina en la

interfaz de dimerizacion B/B. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla

5.2.
AG (kcal/mol) AG (kcal/mol)
Molécula
B/B-Tub Nativa B/B-Tub Mutada
Taurina -3.69 + 0.048 -3.69 + 0.048
Cloroamina de Taurina -4.83*% + (0.072 -4.43 + 0.086*

Tabla 5.2: La cloroamina de taurina muestra mayor afinidad por la interfaz de
dimerizacion P/B-Tubulina mutada. Resultados del acoplamiento molecular para
taurina y cloroamina de taurina. Se muestra el valor de la AG (kcal/mol) + EEM

de un total de 20 calculos por sistema, *P<0.05 vs Taurina. Prueba t-student.

Se observa una diferencia significativa entre el valor de la AG (kcal/mol)

para la taurina en comparacion con la cloroamina de taurina, siendo esta Ultima

la molécula mas reactiva tanto para los dimero nativos como los mutados.

Al analizar las energias de unién mads altas y la posicion 3D en la que
se encontraba la taurina o la cloroamina de taurina en ese valor de energia,
encontramos que la AG mas alta para cloroamina de taurina se obtiene cuando
interacciona con el aminoacido tirosina 287 (Tyr287) (Figura 5.7, inciso D).
Incluso cuando se evalua la segunda energia mas alta (Figura 5.7, inciso E) el
caso se repite. Esto podria sugerir que la interaccion de la cloroamina de taurina
con el aminoacido Tyr287 desestabiliza el dimero de PB/B-Tubulina en la rata taiep,

mejorando posiblemente los procesos de transporte vesicular en los microtibulos.
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Taurina

B-Tubulinas nativas

fi-Tubulinas mutadas

[-Tubulinas nativas

fi-Tubulinas mutadas

Figura 5.7: La cloroamina de taurina podria inducir la despolimerizacion de los

microtubulos de la rata taiep. Se muestran las posiciones con la menor energia de

interaccion (AG) para A) y C) B-Tubulinas nativas y B), D) y E) B-Tubulinas mutadas.
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5.6. La taurina regula la proliferacion celular en
el giro dentado y la protuberancia anular de ratas

taiep de 1 mes de edad

Para evaluar el efecto de la taurina sobre la proliferacion celular en la etapa

perinatal se realizd el conteo de células BrdU+ en el giro dentado del hipocampo,
el cerebelo y la protuberancia anular del tallo. Se encontré que las células BrdU+
disminuyen significativamente (19 + 1.16 %, P = 0.0049) en el giro dentado del
grupo taiep sin tratamiento en comparacion con el grupo SD. Esta disminucion
se previno con el tratamiento con taurina (P = 0.0295) (Figura 5.8, incisos A y

B).

En la protuberancia anular del tallo cerebral se observd un efecto opuesto,
ya que se encontrd un aumento del nimero de células BrdU+ (18 £ 2%, P =
0.0051) en el grupo taiep sin tratamiento en comparacion con el grupo SD. Este
aumento también se evitd con la administracion de taurina (Figura 5.8, inciso
C). No se encontraron diferencias significativas en la proliferacion celular en el
cerebelo de las ratas taiep no tratadas o tratadas con taurina en comparacion con

el grupo SD (Figura 5.8, inciso D).
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Figura 5.8: La administracion gestacional de taurina aumenta la proliferacion celular
en el giro dentado de las ratas macho taiep y regula la proliferacion celular en la
protuberancia anular y el cerebelo al mes de edad. Inmunohistoquimica contra BrdU.
Micrografias representativas integradas por varios aumentos de 10X de A) giro dentado
(GD), C) protuberancia anular (PA) y D) cerebelo (Ce). Los valores se expresan como
la media £ EEM. *P <0.05 vs SD. P <0.05 frente al grupo taiep sin tratamiento.

Barra de escala = 30 um. Prueba t-student.
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5.7. La ingesta de taurina a largo plazo mejora la

pérdida de mielina en la rata taiep

Se explord la posibilidad de que el aumento de la proliferacion celular,

inducido por la taurina al mes de edad, pudiera generar OPCs que se diferenciaran
en oligodendrocitos mielinizantes y, en ultima instancia, revirtieran el proceso
de desmielinizacion. La tincion de mielina confirmé la hipomielinizacion en ratas
taiep de 1 mes de edad, asi como la pérdida progresiva de mielina hasta los 8 meses
de edad (Figura 5.9, inciso A). La administracion de taurina aumentd el contenido
de mielina (evidenciado a través del incremento de la densidad optica) desde el
mes 1 y hasta los 8 meses de edad (Figura 5.9, inciso B,C,D,E). Esto sugiere que

la taurina podria estimular la produccion de mielina de manera proporcional a
la edad, principalmente en la Médula oblongata, la protuberancia anular, y en el

cerebelo, tal como se muestra en la Tabla 5.3.
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IM 3M oM &M
53+ 3% 28+5%
Médula
ns t(12)=10.69, t(12)=3.604, ns
Oblongata
P<0.0001 P<0.05
11 +£3% 40 £ 5% 55+ 7%
Protuberancia
ns t(12)=3.772, t(12)=4.897, t(12)=5.083,
Anular
P<0.05 P<0.01 P<0.01
24 £ 5%
Mesencéfalo t(12)=4.109, ns ns ns
P<0.05
19 + 5% 43 £ 5%
Cerebelo t(12)=3.358, ns t(12)=5.724, ns
P<0.05 P<0.01
36 £3%
Cuerpo calloso ns t(12)=8.889, ns ns
P<0.0001
20 £ 5% 36 £3%
Cépsula externa  t(12)=3.442, t(12)=9.405, ns ns
P<0.05 P<0.0001

Tabla 5.3: La administracion de taurina a largo plazo previene parcialmente la pérdida

de mielina en la protuberancia anular de la rata taiep. Se muestran los porcentajes de

incremento en el contenido de mielina en el grupo taiep/Tau comparado contra el grupo

taiep sin tratamiento. Se expresan los valores como el promedio = EEM de 24 cortes

por cerebro de al menos 3 animales. Prueba t-student. ns, no significativo.
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Figura 5.9: La administraciéon de taurina a largo plazo previene parcialmente la

pérdida de mielina en la protuberancia anular de la rata taiep. A) Micrografias
representativas de secciones sagitales del cerebro a diferentes edades. B-E)
Cuantificacion de la densidad optica (D.O.) en varias regiones del cerebro a diferentes
edades. MO = médula oblongata, PA = protuberancia anular, Me = Mesencéfalo, Ce
= cerebelo, CC = cuerpo calloso, CE = capsula externa, GB = ganglios basales. Los
valores se expresan como la media + EEM. *P <0.05 en vs SD control. TP <0.05 vs
taiep sin tratamiento. Barra de escala = 1 mm. M = meses de edad. ANOVA de dos

vias y andlisis post hoc Bonferroni. 75
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5.8. La administracion de taurina  mejora el

desempeinio motor en la rata taiep

En la prueba de aversion al precipicio, el grupo taiep sin tratamiento mostrd
un aumento significativo en el tiempo de latencia para retirarse del precipicio, en
comparacion con el grupo de control SD (401 = 8 %, P<0.0001). La administracion
de taurina evitd el aumento de la latencia en las ratas taiep, lo que sugiere una

mejora en las habilidades finas (Figura 5.10, inciso A).

La fuerza de agarre, que incluye la latencia de caida (Figura 5.10, inciso
B) y el impulso colgante (Figura 5.10, inciso C), se determind en el DPN11. En
comparacion con el grupo SD, el grupo taiep mostré una disminucion del 24 +
7% (P = 0.0303) en el tiempo de latencia de caida (Figura 5.10, inciso B) y del
35 £+ 4% (P = 0,0050) en el impulso de colgante. La administracion de taurina
impidié completamente ambos descensos en las ratas taiep (Figura 5.10, incisos
B, C), mostrando una mejora de la tension muscular y la fuerza en las cuatro

extremidades.

La prueba de suspension de las extremidades delanteras mostrdé que el
tiempo de retencion en el cable fue un 66 + 9% (P <0.0001) mas corto en el grupo
taiep sin tratamiento comparado contra el grupo SD, lo que sugiere una debilidad
de las extremidades delanteras (Figura 5.10, inciso D). La administracion de
taurina s6lo aumentd en un 32 + 4% (P <0.0001) el tiempo de sujecion en las ratas
taiep en comparacion con el grupo taiep sin tratamiento. No se observd ninguna
diferencia en la prueba de suspension de las extremidades traseras entre las ratas
taiep y el grupo SD (Figura 5.10, inciso E); sin embargo, la administracion de
taurina aument6 significativamente el tiempo de suspension en un 35 % (P <0.005)

en comparacion con los grupos SD y taiep sin tratamiento.
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Figura 5.10: La administracion de taurina mejora el desarrollo de la conducta motora

en ratas taiep jovenes. s = segundo; g*s = gramos x segundo. DPN = dia postnatal.
Se expresan los valores como la media £ EEM (n = 10 crias/grupo). ¥*P<0.05 vs SD

(ANOVA de una via) y tP<0.05 vs taiep no tratado (prueba t de Student).
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Por otro lado, se evaluaron las capacidades motoras en la etapa adulta. La

escala IBB permitié evidenciar el deterioro motor progresivo en las ratas taiep y el
efecto de la administracion de taurina. La puntuacion en la escala de recuperacion
funcional IBB de las ratas taiep (3 M) fue un 45 £ 5% (P <0.0001) menor que
la de las ratas de control SD, tanto para los cereales en forma de rosquilla como
los de esfera (Figura 5.11, inciso A). Las ratas taiep tratadas con taurina so6lo
alcanzaron el 68 + 3% (P <0.0001) de la puntuacién del grupo SD en ambos
cereales (Figura 5.11, inciso A), lo que sugiere una recuperacion parcial del dafio

medular.

Por ultimo se evalud la prueba de estimulacion tactil bilateral para valorar el

estado de la integracion sensoriomotora (Figura 5.11, incisos B,C). Sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas entre los grupos, lo que podria indicar

que la patologia taiep y la taurina no influyen en la integracion sensoriomotora.
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Figura 5.11: La administraciéon de taurina mejora la respuesta motora fina en ratas

taiep adultas. A) Evaluacion de la escala de recuperacion de los miembros anteriores de

Irvine, Beatties y Bresnahan (IBB), con cereales en forma de rosquilla y esfera, a los 3

meses de edad. Estimulacion tactil bilateral con una pegatina adhesiva para comprobar

B) el tiempo de reaccion al estimulo y C) la respuesta de remocion al estimulo. Los

valores se expresan como la media = EEM de diez ratas diferentes (n = 10). *P <0.05

vs el grupo de control SD. §P <0.05 vs el grupo taiep no tratado. ANOVA de dos vias

y analisis post hoc de Bonferroni.
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Capitulo

Discusion

El presente trabajo abordd la administracién cronica de taurina como
una propuesta terapéutica para mejorar el proceso de mielinizacion en la rata
taiep. La taurina ha demostrado tener multiples efectos benéficos al actuar
como anti-oxidante, anti-inflamatorio, regenerador celular, modulador de la
neurotransmision y regulador de la homeostédsis. En este modelo, la taurina inhibe
la hiperpolimerizacion del microtubulo através de su metabolito, la cloroamina
de taurina, al modificar la interaccion lateral entre las B-Tubulinas. La taurina
también reguld la proliferacion celular en el giro dentado y en la protuberancia
anular de las ratas taiep. El incremento en la proliferacion celular y la mejora en el
transporte microtubular pudieran explicar el aumento del contenido de mielina y
la mejora del comportamiento motor en las etapas temprana y tardia del desarrollo

de la rata taiep.

Nuestros resultados in silico confirman la importancia del bucle M para las
interacciones laterales de las B-Tubulinas [Nogales et al., 1999]. Se determind que
la mutacion Ala302Thr, presente en la B-Tubulina 4a de la rata taiep, podria
inducir cambios en la estabilidad estructural de esta proteina que, a su vez,

inhibirian el proceso dindmico observado en las B-Tubulinas 4a de las ratas SD.

Dentro de estos posibles cambios estructurales se encuentra
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desplazamiento que sufre el bucle M, este desplazamiento se define por el

incremento en el RMSD observado cuando se compara al dimero de B-tubulinas
4a mutadas contra el dimero de B-tubulinas nativas. El acercamiento entre los
bucles M y H1-S1 podria entonces hiperestabilizar al microtubulo de la rata taiep
inhibiendo asi los procesos de catastrofe. Esta hiperestabilizacion disminuiria
la velocidad de la despolimerizacion del microtibulo y podria ser la causa del

acumulo de los elementos de transicion observados por [Song et al., 2003a].

Pareceria dificil creer que la mutacion en un solo residuo, en una determinada
isoforma de la tubulina, pudiera perturbar toda la poblacion de microtubulos
en un linaje celular. Sin embargo, se ha demostrado que, en un modelo de
malformaciones del desarrollo cortical, las mutaciones puntuales en los residuos
expuestos en la superficie exterior de los microtubulos son mas propensos a
alterar la asociacion lateral de los dimeros de o/B-Tubulina con sus dimeros
vecinos, mientras que la alteracion de los contactos intradimero podrian afectar
la estabilidad dimérica y la rectitud del protofilamento [Fourel and Boscheron,

2020].

Por otro lado, al evaluar la estabilidad microtubular en un modelo de células
de leucemia resistentes a paclitaxel, se observd que la presencia de mutaciones
puntuales (como la Ala231Thr de la B-Tubulina I) afectan la estabilidad del
microtibulo pero no afectan su habilidad de unirse a farmacos estabilizadores
del microtiibulo. En cambio, mutaciones en esta misma tubulina pero mas
cercanas al bucle M (GIn292Glu) inhiben la polimerizacién incluso en presencia
de farmacos inductores de la polimerizacion [Verrills et al., 2003]. Las alteraciones
en la o y B-Tubulina aumentan la estabilidad de los microtibulos al promover
las interacciones longitudinales entre los dimeros y los intradimeros y/o las
interacciones laterales entre los protofilamentos. Esta mayor estabilidad de los
microtubulos aumenta su resistencia a los farmacos que inhiben su ensamblaje

[Hari et al., 2003].
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En conjunto, estas evidencias sugieren que la dindmica microtubular puede

ser regulada por cambios estructurales que se den cerca del bucle M, esto cobra
sentido si consideramos que el bucle M es la estructura encargada de regir las
interacciones laterales entre los protofilamentos que conforman al microtibulo.
Los cambios estructurales dependientes de las mutaciones cerca del bucle M
se confirman en nuestro trabajo, por una lado, con los resultados obtenidos
de la dindmica molecular en donde observamos cambios en la flexibilidad y
compactacion de los dimeros B/B-Tubulina mutados y, por otro lado, con el
acoplamiento molecular que mostrdé que existe una interaccion directa entre el
metabolito cloroamina de taurina y el bucle M. Esto sugiere que la B-Tubulina
4a mutada, presente en la rata taiep, genera cambios estructurales que inducen la
hiperpolimerizacion a través de la interaccion del bucle M con el bucle H1-S1 de
la B-Tubulina vecina. La taurina, a través del metabolito cloroamina de taurina,
pudiera interrumpir dicha interaccién y de esta manera restaurar (en cierto grado)
el dinamismo del ensamble microtubular, mejorando asi los procesos de transporte

y proliferacion celular en la rata taiep.

En el mismo orden de ideas, se ha demostrado que la deficiencia en la
formacion o ensamble de los microtibulos afecta severamente la proliferacion
celular. De hecho, una de las terapéuticas mas efectivas contra la proliferacion de
células cancerigenas es precisamente la inhibicion del ensamble microtubular para
evitar la replicacion celular [Albahde et al., 2021]. Sin embargo, en la rata taiep,
la disminucién de la proliferacion celular desregulada podria tener consecuencias

a largo plazo.

En este trabajo, encontramos un decremento en la proliferacion celular en
el GD de la rata taiep sin tratamiento, al mes de edad. Se ha demostrado que la
disminucion de la proliferacion celular durante el periodo critico del desarrollo del
cerebro afecta la generacion, a mediano y largo plazo, de las células precursoras

de oligodendrocitos (OPCs) [Hill and Nishiyama, 2014]. En consecuencia, esto
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perjudicaria la produccién de mielina en la vida temprana de la rata taiep, lo que

podria ser la causa del decremento de mielina observado en este modelo desde el

DPN15 [Moller et al., 1997a].

La disminucion de la proliferacion celular en el GD de la rata taiep podria
deberse, por un lado, a las deficiencias en el ensamble microtubular que impedirian
la correcta formacion del centrosoma, tal como se discutié anteriormente; y por
otro lado, podria deberse al incremento del estrés oxidativo y la lipoperoxidacion
que se han observado en la rata taiep a edades tempranas. Trabajos previos
demostraron que existe en la rata taiep un incremento en la produccion de
oxido nitrico que se asocia a un incremento en la lipoperoxidacion al mes de
edad, principalmente en aquellas regiones cerebrales en las que la proliferacion y
maduracion de las OPCs ocurre primero, tales como la médula oblongata, el tallo
cerebral y el cerebelo, pero también en la corteza cerebral, sugiriendo que el estrés
nitrosativo contribuye a la baja proliferacion en la etapa posnatal temprana de
la rata taiep [Gomez-Diaz, 2017]. En otros modelos neuropatoldgicos [Zhu et al.,
2020, Kurutas, 2016], se ha reportado que el incremento del ambiente oxidante

también inhibe la proliferacion y la supervivencia celular en la etapa perinatal.

La administracion de taurina incrementd el nimero de células BrdU+ en el
GD de la rata taiep. Esta estimulacion de la proliferacion, inducida por la taurina,
podria llevarse a cabo a través de diversos mecanismos. Por un lado, la taurina
podria generar este incremento a través de la fosforilacion de ERK1/2, lo que
enciende una cascada de sefializacion intracelular que estimula la proliferacion
[Shivaraj et al., 2012]. También se ha demostrado que la taurina es capaz de
incrementar la proliferacion celular a través del RNA largo no codificante del
gen regulado por taurina 1 (IncRNA TUGI) en tejidos de cancer de mama. La
supresion de TUGI previene la proliferacion, la migracion y la invasion de las
lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y MDA-MB-436, sugiriendo

una importante participacion de la taurina en los procesos de regulacion de la
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proliferacion [Li et al., 2017, Zhao and Ren, 2016].

Ademas de estos mecanismos de accion, la taurina podria incrementar
la proliferacion celular al mejorar la polimerizacion microtubular a través de
su metabolito, la cloroamina de taurina. En este trabajo demostramos que la
cloroamina de taurina se une con una alta afinidad al bucle M de las B-Tubulinas
mutadas de la rata taiep, esta unién podria inducir la despolimerizacion de los
microtubulos, mejorando los procesos de rearreglo microtubular necesarios para

que se lleve a cabo la proliferacion.

Se ha demostrado que la taurina se acumula en los fagocitos (tanto en
neutrofilos como en macrofagos) asi como en las areas de lesiones inflamatorias,

lo que ilustra su importancia en la inmunidad innata [Baliou et al., 2020].

En los neutrofilos activados, la enzima mieloperoxidasa (MPO) utiliza el
H»0; para reaccionar con los halégenos (cloruro/Cl- o bromuro/Br-) presentes en
el sistema, produciendo acidos hipohalosos (HOCI o HOBr) que son oxidantes
muy toéxicos y perjudican la homeostasis celular [Baliou et al., 2020]. La
taurina acumulada en estos neutréfilos activados desempena sus propiedades
citoprotectoras y antioxidantes, reaccionando quimicamente con estos acidos,
generando las haloaminas de taurina: bromoamina de taurina y cloroamina de

taurina.

Se ha demostrado que en enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer,
Parkinson y esclerosis multiple, la presencia de la enzima mieloperoxidasa se
encuentra ampliamente distribuida a lo largo de estos cerebros, ademas de
encontrarse en la microgia activada [Lefkowitz and Lefkowitz, 2008]. En la rata
taiep, se ha demostrado que existe una infiltraciéon de células especializadas de
la inmunidad que se identificaron como CD4+. Estas células corresponden a
microglia-macrofagos activados [Leon-Chavez et al., 2006] que pudieran tener a la
enzima MPO en altas concentraciones. De ser asi, en el cerebro taiep se favoreceria

el metabolismo de la taurina hacia cloroamina de taurina y con ello se apoyaria la
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hipdtesis de que la presencia de cloroamina de taurina en cerebros de ratas taiep

tratadas con taurina, mejoraria la proliferacion por efecto de este metabolito sobre
la dindmica microtubular. Ademés de los resultados mostrados en este trabajo, la
cloroamina de taurina ha demostrado inducir la despolimerizacién microtubular
a través de la oxidacion de cisteinas [Landino et al., 2011], lo que pudiera mejorar
la formacion del centrosoma y también de esa manera mejorar la proliferacion

celular en la rata taiep.

En contraste, el aumento de células BrdU+ (encontrado en la protuberancia
anular del grupo taiep sin tratamiento) reflejaria un retraso en la proliferacion y
maduracion de las OPCs. Se ha reportado que, en el desarrollo normal del cerebro,
el nimero de OPCs en la protuberancia anular del tallo cerebral incrementa a
partir del nacimiento, alcanzando un pico maximo de proliferacion al DPN16
y luego disminuye alrededor del DPN24, manteniendo a partir de entonces un
numero constante de OPCs hasta la edad adulta [Lindquist et al., 2016]. El hecho
de que la taurina revierta este incremento en el nimero de células BRDU+ podria
indicar el reestablecimiento de los procesos de proliferacion y maduracion de las

OPCs en el tallo de ratas taiep de un mes de edad.

Por otro lado, en el cerebelo, no se encontraron diferencias significativas
en el nimero de células BrdU+ entre los tres grupos evaluados. Esto pudiera
deberse principalmente a dos razones: la primera, es que debido a los tiempos
de proliferacion celular, particularmente de las OPCs en el cerebelo (que inician
en el E18.5 y continuan en el PO, Figura 1.3) las células proliferantes no hayan
incorporado el BrdU a sus nucleos y, por lo tanto, no sean detectadas a través de
este método. La segunda, es debido al papel que desarrolla el 6xido nitrico (NO)
sobre la proliferacion celular en el cerebelo. Se ha demostrado que la proliferacion
celular incrementa cuando existe una deprivacion del NO en el cerebelo [Ciani
et al., 2006]. Estudios previos han demostrado que el NO disminuye en el cerebelo

de la rata taiep al mes de edad [GOomez-Diaz, 2017]. Esto podria sugerir que el
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decremento en los niveles de NO estimula la proliferacion celular en el cerebelo

del grupo taiep sin tratamiento, de tal manera que los valores de células BrdU+

se igualen con aquellos presentes en los grupos SD y taiep/tau.

Ademas del incremento de la proliferacion celular inducido por la taurina en

la rata taiep [Vargas-Castro et al., 2021], en este modelo también se ha demostrado
que la taurina regula la expresion de quimiocinas y factores de crecimiento
[GOémez-Diaz, 2017] que, en conjunto, pudieran incrementar el nimero de células
precursoras disponibles para diferenciarse hacia la estirpe oligodendroglial, y

mejorar asi los procesos de mielinizacion en la rata taiep.

En eventos relacionados con la mielinizaciéon temprana, la quimiocina
CXCL1 actia como un factor pro-mielinizante al inhibir la migracion de las OPCs
y estimular su proliferacién [Vora et al., 2012 Filipovic and Zecevic, 2008]. Ademas
se ha demostrado que, en respuesta a mediadores de la inflamacion, CXCL1
promueve la maduraciéon de los OLs [Watson et al., 2020] y que, en un modelo
animal de desmielinizacion, la sobreexpresion de CXCL1 se correlaciona con la

elevada proliferacion de OPCs [Wu et al., 2000].

En las ratas taiep, la administracion de taurina incrementa los niveles de

CXCLI en el tallo al DPN15. Este efecto probablemente surja como un intento
por restaurar la funcionalidad de las OPCs [GOomez-Diaz, 2017]. Este incremento
de CXCLI podria sugerir que la regulacion en el nimero de células BrdU+ pudiera
correlacionarse con una mejora en la funcionalidad de las OPCs que a su vez podria

reflejarse como un incremento en la concentracion de mielina [Turbic et al., 2011].

En este trabajo encontramos un incremento en el contenido de mielina en
el grupo taiep/Tau en comparacion con el grupo taiep sin tratamiento. Estos

incrementos fueron dependientes de la edad y de la region cerebral evaluadas.

El mejor efecto de la administracion de taurina sobre el contenido de

mielina se observo a los tres meses de edad. Mas tarde, el efecto fue menos

eficaz probablemente debido a que los defectos derivados de la mutacion del gen
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Tubb4a y la neurodegeneracion en las ratas taiep superan el efecto terapéutico de

la taurina. Alternativamente, el efecto de mielinizacion o remielinizacion parcial
podria deberse a los niveles insuficientes de taurina proporcionados por la dosis y
la administracién via oral utilizadas en este trabajo. Se han reportado evaluaciones
en donde se usan concentraciones de taurina tan altas como 200 mg/Kg por via
oral durante 28 dias, y se ha demostrado que se inhibe el estrés oxidativo mediante
la disminucion de la lipoperoxidacion, la concentracion de nitritos y el aumento del
glutation reducido en un modelo de estrés por restriccion repetida en el hipocampo

de raton [Jangra et al., 2020].

Aunque la dosis de taurina utilizada en este trabajo podria ser ajustada
para optimizar los resultados obtenidos, la administracion de taurina promovio
el incremento constante del contenido de mielina en la protuberencia anular del

tallo de las ratas taiep desde los 3 y hasta los 8 meses de edad.

La protuberancia anular del tallo es relevante para el control de
los desbalances vestibulares, un signo presente en pacientes humanos con
enfermedades desmielinizantes como la polineuropatia inflamatoria crénica

desmielinizante [Akdal et al., 2018].

Los desbalances vestibulares son alteraciones del sistema de equilibrio del
organismo, debidas a causas periféricas o centrales. Estos trastornos suelen
presentarse de forma aguda y el conjunto de sintomas que presenta el paciente
suele consistir en vértigo, nauseas, vomitos, intolerancia al movimiento de la
cabeza, nistagmo, marcha inestable e inestabilidad postural [Dougherty et al.,
2020]. La principal causa de disfunciones vestibulares son los ictus isquémicos, la
segunda causa mas comun, son las enfermedades desmielinizantes que afectan las

vias vestibulares, el cerebelo y el tallo cerebral [Inui et al., 1998].

Se ha demostrado que el principal neurotransmisor en el nucleo medial
vestibular del tallo cerebral es el glutamato [Yamanaka et al., 1997]. En la rata

taiep existe una corriente postsiniptica excitatoria asincrona ((ASYN)EPSCs,
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por sus siglas en inglés), debido a la liberacion retardada de neurotransmisores,

particularmente glutamato, tanto en neuronas hipocampales [Fuenzalida et al.,
2009] como en motoneuronas lumbares [Bonansco et al., 2004]. Esto sugiere que la
comunicacion de los circuitos vestibulares en el tallo de la rata taiep pudiera verse
afectada por la neurotransmision incorrecta, generando asi sintomas de desbalance

vestibular.

La presencia de estos desbalances vestibulares en el modelo taiep se evidencid
en este trabajo a través de la prueba perinatal de aversion al precipicio, en
donde el grupo taiep sin tratamiento tardd6 mas tiempo en retirarse del precipio
en comparacion con el grupo taiep/Tau. Este resultado coincide también con
la disminucién de la fuerza muscular de agarre y la fuerza de las extremidades
delanteras y traseras. En conjunto, estos resultados denotan un déficit motor en la

etapa perinatal inducido por la desmielinizacion del circuito medular-vestibular.

El dafio al sistema vestibular de la rata taiep pudiera deberse a la
excitotoxicidad progresiva (desde DPN7 y hasta el DPN30) causada por la
liberacion asincrona de glutamato [Fuenzalida et al., 2009]. La excitotoxicidad
del glutamato es conocida como un mediador en el desarrollo de distintas
enfermedades desmielinizantes como la esclerosis lateral amiotrofica (ALS), y

puede producirse por cambios en la excitabilidad de las neuronas estimuladas [Lee

and Kang, 2017].

La administracion de taurina mejor6 significativamente el rendimiento de
las ratas taiep en la prueba de aversion al precipicio, lo que sugiere una mejora
en la mielinizacion del sistema vestibular. Se ha demostrado que, en un modelo
de ALS, la taurina protege a las motoneuronas del dafio neurotéxico inducido
por el glutamato [Lee and Kang, 2017], resaltando nuevamente las propiedades

neuroprotectoras y neuromoduladoras de la taurina.

La taurina también aument6 la fuerza de agarre de las cuatro extremidades,

lo que podria reflejar que la taurina mejora la excitabilidad del reflejo de
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estiramiento al incrementar la tension muscular y la velocidad de respuesta

muscular [Rotondo et al., 2019]. Ademas se ha demostrado que la administracion
de taurina, en modelos animales de distrofia muscular de Duchenne, mejora la
funciéon muscular y disminuye la inflamacion, ademas de no reducir el peso ni
la masa muscular en comparacion con otros agentes terapéuticos [Terrill et al.,
2016]. La taurina también ha mostrado tener efectos benéficos frente al desgaste
muscular generado por agentes anticancerigenos como el cis-platino [Conte et al.,

2020].

El musculo esquelético es un tejido capaz de concentrar la mayor cantidad
de taurina del cuerpo, mediante la presencia de un transportador activo especifico
que capta la taurina en el interior de las células en contra de los gradientes de
concentracion [Conte et al., 2020]. En el musculo esquelético, la taurina estabiliza
los fosfolipidos en el sarcolema, regula actividad de los canales de Ca2+ y Cl-,
y limita la debilidad inducida por el ejercicio [De Luca et al., 2015]. Ademas, a
través de mecanismos aun poco claros, la taurina puede controlar el metabolismo
muscular y la expresion génica. El pre-tratamiento con taurina rescata a los
miotubos de la atrofia inducida por el cis-platino y regula la actividad del sistema
autofagico-lisosomal al mantener el tamafio adecuado de las vesiculas autofagicas
perinucleares asi como el tamafio y la densidad de las mitocondrias [Conte et al.,

2020].

En conjunto, estos resultados sugieren que la administracion de taurina

podria mejorar la funcién muscular deficiente en la patologia taiep.

Por otro lado, se evalud el desarrollo motor en la etapa adulta (3M) de la

rata taiep a través de la escala IBB. Esta escala provee una puntuacion que evalia
el control motor fino de las extremidades delanteras asi como el movimiento de los
dedos, signos que pueden correlacionarse con la severidad del dafio motor [Irvine

et al., 2014]
Las ratas taiep mostraron una disminucion de la puntuacion IBB a los tres
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meses de edad, lo que indica una disfuncion de la médula espinal cervical debido

a la hipomielinizacion, como se ha reportado anteriormente [Moller et al., 1997a].
La taurina revierte el dafio a la médula espinal y, en consecuencia, mejora el

desempefio motor de las ratas taiep en la escala IBB.

Se ha demostrado que la administracién de taurina por via oral (1 g/kg/dia)
mejora significativamente las habilidades motoras en un modelo animal de
sindrome de Angelman; un desorden del neurodesarrollo en el que los pacientes
presentan, entre otros signos, marcha atadxica [Guzzetti et al., 2018] un signo que
también se presenta en el modelo taiep. Esto sugiere que la taurina mejora la
mielinizacion de la médula espinal, como lo demuestra la tincion de mielina, y

repara los circuitos cortico-espinales mediadores de la motricidad fina y gruesa.

Finalmente, se evaluaron los circuitos somatosensoriales a través de la prueba
de estimulacion tactil bilateral. Sin embargo, en nuestro modelo, la prueba de
estimulacion tactil bilateral no mostré diferencias significativas entre los tres
grupos evaluados, lo que sugiere que no hay asimetrias sensorimotoras o motoras
debido a la hipomielinizacion generalizada en el cerebro de la taiep [Schallert

et al., 1982].
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Capitulo

Conclusion

El resultado principal de este estudio es que el tratamiento con taurina
mejora significativamente el déficit sensorimotor y motor en las ratas taiep.
Esta mejora conductual podria ser el resultado de una disminucioén de la
hiperpolimerizaciéon microtubular, sin embargo ain se debe elucidar este
mecanismo de accion. El efecto de la taurina sobre la proliferacion celular fue
variable, lo que dependi6 de la etapa proliferativa en la que se encontraban las
regiones evaluadas en el momento del estudio, sin embargo, esta regulacion de la
proliferacion si supone una mejora en el contenido de mielina dependiendo de la
edad y la region evaluada. Los beneficios de la taurina podrian ser el resultado
de su accion farmacolégica como neuromodulador o de una acciéon remielinizante
parcial. El efecto terapéutico parcial puede atribuirse a una dosis insuficiente (50
mg/L), a la via de administraciéon, o a la mayor efectividad, en algunos casos, de
sus metabolitos activos. Nuestros resultados respaldan el uso de la taurina en el

tratamiento de las enfermedades desmielinizantes.
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Capitulo

Pespectivas

* Estudiar el efecto de la taurina sobre la expresion de proteinas asociadas a

los microtibulos y la actina en la rata taiep

* Cuantificar por cromatografia de HPLC en plasma, tejidos y regiones

cerebrales la concentracion de taurina y cloroamina de taurina alcanzada

tras la ingesta

* Determinar los porcentajes de diferenciacion celular de las células BrdU+

por citometria de flujo

» Realizar estudios metabolémicos para determinar si los metabolitos de

taurina pudieran ejercer mejor efecto terapéutico que la taurina misma

* Analizar la dinamica microtubular in vivo por cultivo celular de OLs y

microscopia de fluorescencia

* Determinar, por MEB, la existencia de cambios morfologicos en los elementos

de transicion tras el tratamiento con taurina
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