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Transferencia de ARNs y ribosomas
desde las glias a los axones

José Roberto Sotelo!”

Resumen

Ha sido discutido durante muchas décadas si los axones contienen ARNs y ribosomas. En los
ultimos afos se ha aceptado que ambos provienen del soma neuronal. Sin embargo, se ha abierto una
nueva frontera de trabajo considerando un posible origen alternativo adicional de esos elementos: la
glia adyacente al axon. En esta revision nos dedicamos a enumerar las distintas pruebas que se han
acumulado sobre la transferencia glia-axon de ARNs y ribosomas. Describimos estos procesos en
axones de invertebrados y de vertebrados. Discutiremos sobre las interesantes implicancias que tiene
el intercambio de ARNm (ARN mensajeros), los micros ARN (pequefios ARN o ARNmi, reguladores)
y los ribosomas desde la glia al axon, respecto a la integracion funcional entre las glias y los axones.
Aunque es necesario todavia un mayor apoyo experimental para fundamentar este concepto, que se
encuentra en evolucion creciente y reciente, el mismo impacta fuertemente sobre nuestro entendi-
miento de la biologia molecular y celular de los axones tanto desde el punto de vista funcional como
patoldgico. Posiblemente la fisiopatologia de muchas enfermedades de los axones humanos, debe ser
revisada exhaustivamente en relacion a la posible participacion de la transferencia de ribosomas y
ARNSs desde la glia al axon asi como el efecto regulador de la glia sobre la sintesis proteica axonal.
Estos nuevos elementos podrian aumentar las posibilidades de introducir intervenciones terapéuticas
controladas durante la neurodegeneracion o la injuria axonal.
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Title

Transfer of ARNs and ribosomas from glias to axons.

Abstract

Whether axons contain RNAs and ribosomes has been motive of discussion along decades.
Nowadays, it is accepted that the neuronal soma provides axons with both mRNAs (messenger RNAs)
and ribosomes, by axoplasmic transport. Nevertheless, without denying neuron soma origin, an alter-
native origin has been proposed: the adaxonal glia. This review describes new evidence supporting
glia-to-axon ribosomes and RNAs transfer and describes these processes in invertebrate as well as in
vertebrate axons. The important implications of the transfer of messenger RNAs, micro RNAs and
ribosomes from glia to axon are discussed, especially in relation to the functional integration between
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glias and axons. Although more experimental support is needed to fundament this concept, which is

recently evolving continuously, it strongly impacts on our understanding of the molecular and cellular

biology of axons regarding function and pathology. It is possible that the physiopathology of many

human axonal diseases should be deeply reviewed under the light of glia to axon RNA and ribosome

transfer demonstration, as well as the regulatory role of glia over axonal protein synthesis. A better
understanding of the above mentioned elements might help to pave the way for the introduction of
controlled therapeutic measures during progressive neurodegeneration or axonal injury.
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Introduccion

La década del 40 del siglo XX mostr6 la per-
sistente dificultad de detectar ribosomas en los
axones por medio del microscopio electronico.
La dificultad no se debia sélo al instrumento, sino
a caracteristicas particulares de la distribucion
celular de los ribosomas y su estrecha asociacion
con el cito-esqueleto y quizas otros factores que
no habian sido considerados, fundamentalmente
por desconocimiento.

Para explicar el crecimiento axonal, Weiss &
Hiscoe en 1948 [1] postularon el mecanismo de
transporte axoplasmico lento (0,5-5 mm por dia)
como responsable del crecimiento y regenera-
cion. Aunque este modelo actualmente es con-
siderado poco realista, esta propuesta permitio
descubrir otros aspectos sobresalientes de la bio-
logia de los axones, como el transporte axoplas-
mico rapido (ver revision de Brady et al. [2]). El
descubrimiento del transporte axoplasmico en la
década del 70 [3], abri6 las puertas al descubri-
miento de los motores moleculares y el papel del
citoesqueleto como soporte (rieles o vias como
sinonimos) del movimiento molecular celular, e
innumerables otras consecuencias.

Mientras tanto la ausencia de los ribosomas (ya
identificados en ese momento como elementos
indispensables para la generacion de la sintesis
proteica), desvid la atencidon hacia el transpor-
te de proteinas sintetizadas en el soma neuronal
como remplazo de las proteinas axonales estruc-
turales que, por consecuencias termodinamicas,

se degradan a diferentes tiempos. Los avances
rapidos de las metodologias que permitieron el
descubrimiento del transporte axonal rapido,
dejaron claro que este no transportaba proteinas
estructurales. Esto produjo una hiper-valoracion
de la propuesta del transporte lento (0.5 — 5 mm
/dia), como responsable del transporte de las
proteinas estructurales axonales [1]. Esta hiper-
valoracion del transporte axonal lento gener6 a
Su vez una corriente opuesta pero consistente que
buscaba pruebas bioquimicas de la existencia de
ribosomas y ARNs en los axones. Un problema
que, en esa €poca, se considero practicamente in-
salvable fue la dificultad de disecar el axon de
las vainas mielinicas y las células de Schwann
que los rodean. Cualquier ARN que se encontra-
ba en los axones era considerado contaminacioén
mielinica.

A) Transporte axoplasmico de
ARNms hacia los axones

Un pequefio grupo de investigadores se dedicod
al analisis del contenido de ARN del axoplasma
[4-27]. Una serie de hallazgos recientes han con-
tribuido a apoyar la hipotesis de la sintesis protei-
ca axonal (por revisiones ver [28-34]).

El transporte de ARN desde el soma neuro-
nal a los axones ha sido demostrado utilizando
distintas metodologias y distintos modelos ex-
perimentales, tales como cultivos neuronales
disociados en camaras compartimentadas con
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microflujo [10], asi como en las terminales axo-
nales donde se mostré el mRNA de la -catenina
en los botones germinales recién formados,
donde es traducido para regular la dindmica de
la liberacion de vesiculas sinapticas [35, 36].
Los ARNm han sido encontrados tanto en neuro-
nas embrionarias como en neuronas disociadas
adultas de los ganglios raquideos en camaras
compartimentadas con circulacion de microflui-
dos. Fueron detectados ARNm que codifican para
la B-actina y para otras proteinas involucradas en
los procesos dinamicos de la actina [10, 25-27].
También se detectaron las secuencias involucra-
das en determinar el destino de sintesis (axonal,
pre-sinaptico) de algunos ARNm. Por ejemplo, se
demostrd que la presencia del extremo 3’UTR de
la B-Actina es suficiente para causar la localiza-
cion final del ARNm en los extremos terminales
de los axones del ciatico de raton. Si se elimina
ese segmento del 3’UTR, ese efecto de localiza-
cion se pierde [5, 37, 38]. Por el contrario, la pre-
sencia del extremo 3’UTR de la y-actina no tuvo
el mismo efecto cuando se insert6 en el mensaje-
ro de la B-actina [24].

La injuria del nervio (seccién o aplastamien-
to) incremento la acumulacion en los axones del
ARNm de GFP que habia sido fusionado al ex-
tremo 3’-UTR de la B-actina [24]. En los axones
adultos son traducidos los ARNm de factores de
transcripcion que son transportados de forma re-
trograda hacia el soma neuronal, aparentemente
para transmitir informacion relacionada con la
injuria axonal [39].

En los axones estan presentes todos los com-
ponentes necesarios para que se produzca la sin-
tesis proteica en forma regulada a nivel celular
(ARNm, ribosomas, ARNt, micro-ARNs, asi
como todas las enzimas y factores asociados). Por
otra parte, si comparamos la distancia del soma
a los axones, con la estrecha cercania entre la
célula de Schwann o los oligodendrocitos con los
axones, es seductor plantear la hipotesis de que
estas glias les proporcionen ribosomas y ARNm.
Esto ultimo se acentiia si recordamos que ambas
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células tienen el mismo origen embrionario. Lo
mismo se puede decir con respecto a los otros
factores traduccionales necesarios para la sintesis
proteica. Trataremos exhaustivamente este tema
mas adelante, ya que publicaciones recientes han
aportado informacion suficiente para apoyar esta
hipotesis.

La dificultad de disecar bioquimicamente la
célula de Schwann del ax6n, ha estimulado la bus-
queda de otros tipos celulares como las neuronas
que generan axones gigantes, tales como el axén
de Mauthner (100 um de diametro, en los peces
6seos) o el axon gigante de invertebrados como
el calamar (didmetro promedio 300 pm, pudiendo
llegar a 1000 um, o sea 1 mm) en los cuales esto
podria ser mas factible. Algunos ingeniosos sis-
temas de micro-diseccion de axones en conejos
y ratas -desarrollados por Edward Koenig-, de-
mostraron la sintesis proteica axonal de algunas
proteinas consideradas como componentes del
transporte axonal lento. Posteriormente, Koenig
y colaboradores descubrieron nuevas estructu-
ras axonales a las que llamaron (en inglés) Peri-
Axoplasmic-Ribosomal-Plaques (PARP) [14, 20,
32, 34] que, como su nombre lo indica, contienen
ribosomas. Las PARPs contienen una red de acti-
na, en cuyo entramado hay ribosomas y ARNms,
incluyendo el que codifica para la beta-actina
[34]. También se detectd el que codifica para la
miosina Va [7]. Las PARPs contienen también
proteinas de union al ARN, como ZBP-1 [40] y
HUD [7]. También contienen proteinas como los
motores moleculares miosina Va y la kinesina,
pero no el motor retrogrado llamado dineina [20].

La proteina ZBP-1 interactia (como otras RBP,
del inglés: RNA Binding Proteins) con el extre-
mo 3’ 0 5’ de las UTR (secuencias no traducibles,
del inglés: untranslated regions) del ARNm [41,
42] y con proteinas adaptadoras (que dependien-
do del ARNm considerado pueden ser mas de
una), hasta que una de ellas se une a un motor
molecular, el cual finalmente conduce al ARNm
al sitio blanco en el cual sera traducido, pero tam-
bién pueden regular la traduccion [10, 25-27, 43].

Sotelo JR. Transferencia de ARNs y ribosomas desde las glias a los axones An Facultad Med (Univ Repub Urug). 2015;3(1):9-24 11



AnFaMed - ISSN: 2301-1254

Este mecanismo parece ser universal desde el
punto de vista celular, porque en fibroblastos su-
cede lo mismo con el ARNm de la beta-actina
que es conducido a los lamelipodios de dicha cé-
lula donde va a ser traducido [37]. Generalmente,
cuando los ARNm estan empaquetados con estas
proteinas especificas, llegan a su sitio blanco (si-
tio de destino final) donde son desempaquetados
y traducidos, pero la traduccion de los mismos se
encuentra inhibida durante el recorrido del viaje.
Suponemos que estas RBP cumplen las mismas
funciones en los axones [34].

La asociacion de ZBP-1 con las PARPs ge-
nera algunas preguntas adicionales: Estos si-
tios (PARPs) ;son lugares de almacenamiento
de ARNms? ;Estos ARNms se traduciran en la
PARPs? (De donde provienen estos ARNms?
(Son transcriptos provenientes del soma neuro-
nal o de las células de Schwann y enviados luego
a los axones?

El transporte de ribosomas y ARNms prove-
nientes del soma neuronal y transportados a los
axones ha sido demostrados fundamentalmente
en neuronas en cultivo [9]. Sin embargo, a pesar
de los experimentos realizados que demuestran
la transferencia de ARNms gliales a los axones
gigantes de invertebrados [44] este fenomeno no
ha podido ser demostrado completamente, sino
parcialmente en los axones de mamiferos. Por
ejemplo, se detectd que el ARNm de la subunidad
menor de los neurofilamentos se transfiere desde
la célula de Schwann al axon [45].

B) Ribosomas en los axones

Muy pocas publicaciones antes de la década
del 90 describen ribosomas en los axones. Las
mas antiguas son de la década del 70, por ejemplo
J. Zelena [46, 48], quien los encontré cerca de los
ganglios de la raiz dorsal (en ratas) y cerca de los
nodos de Ranvier en el nervio ciatico. El origen
en la célula de Schwann de los ribosomas axo-
nales fue propuesto por Li et al. [49, 50], usando
Microscopia Electronica de Transmision (MET).
Estos autores encontraron vesiculas (rodeadas
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por doblesmembranas) en forma de dedo protru-
yendo dentro de los axones desde la célula glial.
Para resolver el problema de que sus imagenes
son estaticas y que pretenden describir un feno-
meno dinamico, realizaron secciones seriadas
con microtomo siguiendo los dedos que protru-
yen en los axones encontrados a lo largo de cien-
tos de micro-secciones seriadas. Interpretaron sus
observaciones como evidencia de la transferencia
de ribosomas de célula a célula. Lo curioso de su
trabajo es que ese analisis se realizé en axones de
la médula espinal (axones del Sistema Nervioso
Central, SNC). Aunque no los describen con ese
nombre se ha llegado a la conclusion de que eran
los axones sensitivos a los que en espaiiol llama-
mos haces de Goll y Burdach. Por otra parte, ellos
encontraron esos dedos que sugieren transfieren
ribosomas a los axones, muy cerca del cono de
arranque de los axones. Esto parece una contra-
diccion con la idea de que es en los axones largos
en donde la transferencia glia-axon es necesaria,
ya que la distancia hacia el soma es tan larga que
la demora de los ribosomas y los otros ARNs en
recorrer esa distancia generaria una patologia por
carencia de la maquinaria de sintesis proteica. Sin
embargo, en el comienzo de estos axones largos
centrales, a corta distancia del soma, también
parecen transferirse ribosomas al axén. Esto nos
hace pensar en un mecanismo evolutivo mas ge-
neral de colaboracion y de asociacion metabdlica
entre la glia y los axones.

Otro analisis por MET asociado con inmunoci-
toquimica, pero en este caso en el nervio ciatico
de la rata (nervio del Sistema Nervioso Perifé-
rico, SNP), utilizando un anticuerpo anti-riboso-
mas de mamifero [16], mostrd ribosomas deco-
rados con el anticuerpo especifico en el interior
de vesiculas originadas en la célula de Schwann,
protruyendo al interior de los axones, por cami-
nos similares a las incisuras de Schmidt-Lanter-
man. Este articulo muestra ribosomas axonales
individuales o acumulados en estructuras simila-
res a Ribo-Nucleo-Particulas (RNPs) o clusters,
en la zona central del axdén, “hipotéticamente”
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asociadas a la zona rica en microtibulos (deci-
mos “hipotéticamente” debido a que es un es-
tudio estatico, sin deteccion bioquimica de los
microtubulos). También se encontraron acumula-
ciones tipo RNPs en la zona cortical axonal que
pueden corresponder a Placas Peri Axoplasmicas
Ribosomales (PARPs del inglés), por su forma,
su localizacion y la cantidad de ribosomas. Los
ribosomas se detectaron también por hibridacion
in situ con una sonda contra ARN ribosémico por
medio de Microscopia Fotonica (MF) [16].

C) Transferencia de ARNm y riboso-
mas desde la célula adaxonal (glia)
al axon

De aqui en mas nos dedicaremos a describir
las publicaciones que han mostrado experimen-
talmente la realidad de esta hipotesis. La transfe-
rencia de ribosomas desde la célula de Schwann
al ax6n ha sido documentada fehacientemente
[51, 52]. Sin embargo, aunque se han cosechado
pruebas de la transferencia de ARNms, como el
ARN que codifica para la subunidad menor de los
neurofilamentos por Hibridacion In Situ (HIS),
de la célula de Schwann al axén [45] aun que-
da por definir de una forma general este tipo de
transferencia.

A pesar de algunas observaciones muy intere-
santes de Singer y Green [53] quienes inyectaron
intraperitonealmente precursores radioactivos
de ARN en salamandras a las que previamente
habian seccionado los nervios periféricos de las
piernas y luego de eso por radioautografia, en-
contraron marcacion axonal (en el cabo distal, se-
parado del soma neuronal). Pasé mucho tiempo
antes que la evidencia de transferencia de ARN
de la glia al ax6n fuera confirmada en mamiferos.

La transferencia célula a célula de ARN, tam-
bién se confirm6 en cultivos de células PC12
conectadas por nanotibulos [54], entre células
foliculares y ovocitos [55] y entre mastocitos hu-
manos y mastocitos de raton [56]. Existen otros
casos de transferencia intercelular de organe-
los, mejor entendidos y aceptados, que incluyen
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melanosomas desde melanocitos a keratinocitos
[57] y mitocondrias en una linea celular epitelial
de pulmoén, también en plantas y drosophilas [58].
C.1 Invertebrados

Harold Gainer y Raymond Lasek [59], postula-
ron que la glia que envuelve el axon gigante de ca-
lamar transfiere proteinas neosintetizadas al axon
gigante, revision 2016 [60]. Ellos extruyeron el
axoplasma, liberandolo de la glia por un sistema
desarrollado por Tasaki I. [21], aplastando sua-
vemente el axon gigante por medio de un rodillo
de plastico haciendo que el axoplasma saliera por
un extremo como la pasta de diente de un tubo
dentifrico. La vaina glial vacia de axoplasma fue
marcada con [3H]-leucina. El tubo glial vacio fue
perfundido por solucion salina que al salir conte-
nia proteinas marcadas con [3H]-leucina. A estos
experimentos ellos le agregaron el concepto de
que el axoplasma gigante no contiene la maqui-
naria de sintesis proteica total y que s6lo contiene
ARNt [3, 61, 62].

Por su parte, el grupo de Antonio Giuditta
usando la misma metodologia, pero ofreciendo
[3H]-uridina en lugar de [3H]-leucina a la vaina
vacia de la glia, recuperaron [3H]-ARNs neosin-
tetizados en el medio de perfusion [11, 63-65].
Giudita et al. registraron una biblioteca de mas
de 100 ARNms y también demostraron en los
terminales sinapticos la sintesis de proteinas sen-
sibles a la cycloheximida (antibidtico que inhibe
la sintesis proteica ribosomal eucariodtica). De-
mostraron también la presencia de ribosomas y
poliribosomas en las grandes terminales sinapti-
cas (calamar), en lugares que contienen senales
de alta concentracion de fosforo por Electron
Microscopy Imaging (ESI) [65].

C.2 Transferencia de ARN hacia los axones
de vertebrados

Como ya mencionamos anteriormente, la pri-
mera evidencia de transferencia de ARN desde
la célula de Schwann al ax6n de vertebrados fue
desarrollada por Singer y Green [53] basada en
autoradiografia de los cabos distales de los ner-
vios ciaticos seccionados de salamandra antes de
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de la inyeccion intraperitoneal de 3H-uridina. La
marcacion autoradiografica del nervio en el cabo
distal, mostré un gradiente decreciente de la cé-
lula de Schwann al ax6n, demostrando que esos
ARN habian sido sintetizados en el nucleo de la
glia y luego transferidos al axoplasma. Tiempo
después Gambetti et al. [66], realizando autora-
diografia de nervio optico marcado con [3H]-
uridina (por inyeccion intraocular) obtuvo resul-
tados similares. La transferencia de ARN desde
la célula de Schwann a los axones de vertebrado
fue demostrada autoradiograficamente en ner-
vio ciatico lesionado de rata [6]. Ambos nervios
ciaticos del mismo animal fueron seccionados a

Esquema del marcad}&
“in vive”_ :

4.5 cm. del ganglio raquideo. Una camara cons-
truida con un tubo de pléstico cortado en media
cafia se coloco alrededor del cabo proximal y se
sell6 en ambos extremos con grasa de silicona.
El recipiente construido alrededor del cabo proxi-
mal del ciatico derecho se llen6 con una solucion
Ringer a la que se agrego uridina tritiada durante
30 minutos (ver figura 1). El recipiente que ro-
deaba el cabo proximal del nervio izquierdo se
llend sélo con solucion Ringer sin radioisotopos
(para ser utilizado como control). La marcacion
fue detectada sobre la célula de Schwann, la mie-
lina y el axoplasma. Es importante sefialar que
este experimento descarta absolutamente que la

Figura 1. a) La fotografia representa a una rata de nuestra colonia institucional anestesiada y con suministro
de analgésicos a la que se le ha disecado la pierna derecha a mitad del muslo y se expuso el nervio ciatico
(en esa region no hay arterias ni venas que durante la diseccion puedan sangrar) y se liber6 el nervio ciatico
de las estructuras que lo rodean, como se puede ver en la imagen b). En el esquema c¢) se muestra como se
disefio6 el recipiente alrededor del cabo proximal luego de haber sido seccionado o realizado axonotmesis
(ambos procedimientos garantizan la interrupcion completa de los axones). En los animales que se estudia-
ria posteriormente la regeneracion de los axones, se prefirid realizar la axonotmesis porque permite mas
facilmente la regeneracion. d) Fotografia del recipiente sellado y lleno con la soluciéon Ringer a la que se
le adicionan los aminodcidos tritiados o la uridina tritiada (precursores radioactivos); se puede observar la

aguja y la gota de Ringer en la punta.
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marca provenga de la transcripcion en el soma
neuronal y sea transportada al cabo proximal (por
transporte axoplasmico), porque el tiempo de
marcacion fue de s6lo 30 minutos. A las velocida-
des registradas del transporte axoplasmico rapido
se hubieran necesitado 2.5 horas para recorrer los
4.5 cm. desde el ganglio raquideo a ambos cabos
proximales (derecho e izquierdo). El cabo proxi-
mal del nervio control (nervio izquierdo contra-
lateral), no tenia ninguna marcacion. Mas aun, el
segmento inmediatamente por encima de la zona
marcada con radioisétopos del ciatico derecho,
estaba vacio de marcacion. Los autores concluye-
ron que la uridina tritiada fue incorporada a la cé-
lula de Schwann y transcripta a ARN a ese nivel
y luego transferida al axon. Con la metodologia
utilizada no se podia identificar qué tipos de ARN
habian sido sintetizados.

C.2.1 El uso de ratones mutantes con de-
generacion Walleriana lenta (Wlds) como
modelo para demostrar la transferencia de
ARN desde la célula de Schwann al axdn

La degeneracion Walleriana lenta (WId*) es
una mutacion autosémica dominante en la cual
un re-arreglo del cromosoma 4 produjo una
proteina de fusion. La funcidon de esta proteina
mutante de fusion es desconocida, pero produce
un enlentecimiento en la degeneracion Walleria-
na por tres semanas [67, 69]. Estudios recientes
sugieren que la proteina de fusion protege a los
axones por un mecanismo que ain es pobremente
entendido [70-71]

Van Minnen y colaboradores [51, 52, 72] usa-
ron la porcion distal (axones desomatizados) de
los nervios ciaticos seccionados de los ratones
WIds para probar la transferencia trans-celular de
ribosomas de la célula de Schwann al axon.

La proteina ribosomal L4 fue marcada con
eGFP y se expreso exclusivamente en las células
de Schwann del cabo distal mediante lentivirus
(LV). A posteriori esta proteina fue detectada en
los axones [51]. Méas atn, la sefial de GFP co-
localiz6 con la sefial de ribosomas detectados
por inmunocitoquimica [73]. A causa de que los
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axones distales no pueden obtener ribosomas del
soma, y el axon no puede sintetizar ARNSs, el in-
cremento axonal de ribosomas solo puede deber-
se a la transferencia desde la célula de Schwann.
Consistente con este hallazgo, por inmunocito-
quimica se observaron protrusiones marcadas
con el anticuerpo anti-ribosomas invaginandose
desde la célula de Schwann hacia el axén en in-
ternodos y paranodes.

C.2.2 La célula de Schwann transfiere
ribosomas a los axones normales o a los
axones regenerantes

En el afio 2011 Court et al. [52] usando la mis-
ma estrategia de expresion (L4-eGFP) estudiaron
axones en regeneracion en el mismo modelo de
animal. Se desarrollaron dos experimentos ba-
sicos. Primero, cultivos de células de Schwann
cargadas con el LV-L4-eGFP fueron inyectadas
en el cabo distal del nervio ciatico aplastado en
cual ya no existian células de Schwann nativas.
En este caso los axones que recibieron las células
de Schwann con el transcripto, recibieron riboso-
mas marcados.

Los injertos que recibieron las células de
Schwann transfectadas con LV-L4-eGFP, se re-
colocaron quirurgicamente haciendo de puente
entre el cabo proximal y el cabo distal. Las célu-
las de Schwann del injerto envolvieron los axo-
nes que crecian a través del mismo hacia el cabo
distal y posteriormente los axones recibieron ri-
bosomas marcados con L4-eGFP.

Estos experimentos sugieren la posibilidad
factible de utilizar sistemas similares para repa-
rar patologias axonales por carencia de ARNs es-
pecificos, o incluso en patologias de la célula de
Schwann.

C.2.3 Durante la demielinacion aumenta
la transferencia de ribosomas y polisomas
desde la célula de Schwann al axdn

Esto fue demostrado en ratones a los que se
habia inducido la incorporacion transgénica de
células de Schwann transformadas para sinteti-
zar proteinas ribosomales fluorescentes incor-
porados a modelos animales que desarrollaban
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Figura 2. Se puede observar el plano confocal de una fibra mielinica aislada, en la cual se realizo
inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-BrU (se une al ARN neosintetizado, aqui por convencion
se la puede ver en verde). A) La misma fibra a la altura del plano confocal que contiene el Nucleo (N)
de la célula de Schwann. El nucleo tiene mucho ARN marcado, pero el mayor marcado se ve en los
4 nucléolos. En este plano no se ve el axoplasma de esta fibra mielinica. B) Otro plano confocal en el
que se observa una parte del citoplasma externo de la célula de Schwann, donde se observa el ARN-
BrU que se ha originado en el nucleo y ha sido transportado al citoplasma de la célula de Schwann.
C) Otro plano confocal de la misma fibra mielinica en la que se observa el axoplasma. El axoplasma
esta registrado a la altura del nodo de Ranvier (NR). La méaxima marcacion se registra a nivel del
NR y va disminuyendo en forma exponencial a cada lado del NR, es importante el aspecto granulado
del marcado del ARN-BrU que claramente indica que no es marcado inespecifico. (Imagen original
no publicada hasta ahora). D y E) Dibujo esquematico de la fibra registrada en las imagenes A, B,
y C. La mielina compacta (MC) se esquematiza como lineas paralelas (membranas adheridas sin
citoplasma entre ellas que en las imagenes A, B y C, corresponden a zonas negras, lo cual demuestra
que la mielina compacta no tiene ARN-BrU. CcS (Citoplasma de la célula de Schwann); NR (Nodo
de Ranvier); Ax (Axoplasma), en verde ARN-BrU. La linea roja separa el esquema en dos partes; a
la izquierda, se ve un esquema que incluye la mielina compacta; a la derecha se representa el esque-
ma de como se ha movido el ARN-BrU desde el nodo de Ranvier hacia las otras partes del axon. El
circulo en D sefala el circulo que se representa en E.
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demielinizacion autoinmune inducida experi-
mentalmente en axones periféricos o en axones
de cerebros humanos obtenidos de autopsia a
posteriori de una esclerosis multiple. La cuanti-
ficacion de la cantidad de ribosomas en axones
mostro que los axones que tenian demielinizacion
tenian mas cantidad de ribosomas que los contro-
les [73].
C.2.4 La transferencia de ARN de la célula
de Schwann al axdn es dependiente de la
Miosina Va

Ha sido publicado recientemente [45] la de-
mostracion que la célula de Schwann de los

ciaticos de mamifero (rata y raton) transfieren
ARNs neo-sintetizados hacia los axones sanos
y los axones en regeneracion que ellas envuel-
ven. Marcamos con bromo-uridina segmentos de
ciatico separados de su origen (nervios sanos o
seccionados 18 horas antes) y los ARNs asi mar-
cados los identificamos con un anticuerpo espe-
cifico anti-Bromo-Uridina (anti-BrU, Fig. 2 y 3).
Como el protocolo de experimentacion excluia
los somas neuronales que daban origen a dichos
axones, los ARN neo-sintetizados s6lo podian ser
provistos por la célula de Schwann. A baja mag-
nificacion (microscopia confocal) se observaba la
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AXON MIELINICO AISLADO.
Imagen de un plano confocal

Ambas marcas
fusionadas

ARN-BrU (verde)

Faloidina y F-actina
(rojo)

Figura 3. Imagen de un plano confocal de una fibra aislada que
incluye la zona del Nodo de Ranvier (RN).

En verde, la fluorescencia que corresponde al ARN-BrU; en Rojo,
la fluorescencia que corresponde a la faloidina-F-actina (cada una
se origina por la excitacion con dos laseres distintos). La tercer
imagen corresponde a las dos fluorescencias simultaneas en la mis-
ma imagen. De una forma grosera, se piensa que cuando ambas
fluorescencias estan muy cercanas (superpuestas) el color se trans-
forma en la suma de ambas (amarillo).

acumulacion de los ARN-BrU en las puntas cortadas (18 horas
antes) de los axones. Paralelamente, estos ARN sélo colocali-
zaban parcialmente con ribosomas (que también se acumulan
en las puntas cortadas de los axones) detectados por inmuno-
citoquimica, lo que significa que si los ribosomas también se
transfieren como se detectd [51, 52], quizas sigan caminos
de transferencia diferentes. La co-localizacion también pue-
de significar que esos ARN, si son mensajeros, pueden estar
siendo traducidos a proteinas. Los ribosomas pueden ser de
ambos origenes (del soma neuronal o de la célula de Schwann,
o0 sea que podian estar en ese lugar antes de la transferencia de
los ARN-BrU marcados en la célula de Schwann. ARN-BrU
puede ser ARNm, ARNr, ARNt o ARNmi. El origen mitocon-
drial de este ARN fue descartado porque no co-localizaba con
mitocondrias. Cuando se marcé los ARN con BrU en presen-
cia de a-amanitina (10 mg/ml), la marca se redujo un 50% lo
que sugiere que al menos una gran parte de los ARN-BrU son
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mensajeros ya que la a-amanitina
inhibe la ARN-Polimerasa II. La
accion de la latrunculina A (que
desensambla el citoesqueleto de
actina), a la concentracion de 1.8
pg/ml interrumpia totalmente la
transferencia del ARN al axon.
Forster resonance energy transfer
(FRET) cuantitativo confocal de-
mostro que el ARN-BrU estaba
asociado a nivel molecular con
la miosina Va. La mejor seial de
FRET se dio en la region de los
nodos de Ranvier. Esto sugiere
que estos dos tipos de moléculas
cumplen funciones diferentes se-
gun la localizacién en la que se
encuentren [74]. Por tltimo, los
ratones mutantes [dilute-lethal
(Myo5ad-120J/Myo5ad-120J) null
mutant], tienen ARN-BrU detec-
table en las células de Schwann
pero no en los axones. Esto de-
muestra claramente que la transfe-
rencia del ARN desde la célula de
Schwann al axén es dependiente
de la miosina Va.

D) Transferencia intercelular
de ARN en el Sistema
Nervioso Central

La demostracion experimental
de este fendomeno ha crecido en
los ultimos afos [76-77]. Todos
estos casos estan relacionados con
la transferencia de distintos siste-
mas de vesiculas membranosas,
tales como los exosomas (Ex), las
vesiculas extracelulares (Ve) y las
vesiculas exo-endo-citotoplasma-
tica (EEC), cada una con diversos
contenidos. Daremos sélo algunos
ejemplos ya que existen muchas
publicaciones especializadas.
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D. 1 Relacion metabdlica entre las Glias
y las Neuronas en el Sistema Nervioso
Central

Las interacciones reciprocas entre las neuronas
y los oligodendrocitos no son s6lo necesarios para
la mielinacion sino también para la supervivencia
a largo plazo de los axones. La degeneracion de
los axones subsecuente a muchas enfermedades
mielinicas también es muy conocida a pesar de lo
poco que se sabe sobre los mecanismos de comu-
nicacion molecular axo-gliales que mantienen la
integridad axonal. Ha sido demostrada la transfe-
rencia de exosomas de los oligodendrocitos a las
neuronas mediada por neurotransmisores como el
glutamato que dispara la secrecion de exosomas
mediada por la entrada de Ca*"a través de los re-
ceptores NMDA y AMPA de los oligodendrocitos
[76, 77].

Los exosomas se generan en cuerpos multivesi-
culares que se unen a las membranas y vuelcan
su contenido al espacio extracelular. Por su parte,
los axones o las dendritas y los somas neuronales
internalizan por endocitosis los exosomas gliales.
La introduccion de exosomas purificados de glias
en los cuales se marcaron proteinas y ARN con
moléculas fluorescentes, mostraron su capacidad
de transferirse a neuronas cerebrales que de esa
forma incorporaron las proteinas y ARNs fluo-
rescentes. La endocitosis de los exosomas por
las neuronas es dependiente de clatrina y dina-
mina. La endocitosis de exosomas que contienen
ARNm y micro ARN, tienen efectos modulado-
res de funciones blanco neuronales.

Estos exosomas cargan proteinas especificas
y ARN. La transferencia de exosomas oligoden-
drogliales a las neuronas mejora la viabilidad
de aquellas neuronas que sufrian condiciones
de stress celular. Esto indica que los exosomas
oligodendrogliales participan en una novedosa
comunicacion neuro-glial bidireccional que con-
tribuye a la integridad neuronal. Los ratones defi-
cientes en algunas proteinas gliales (PLP y CNP)
que se demostrd eran transferidas a las neuronas
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por los exosomas, sufrieron degeneracion axonal
a pesar de poseer una mielina que del punto de
vista morfoldgico era normal.
D.2 La transferencia intercelular de exoso-
mas y las patologias degenerativas

En numerosas enfermedades neurodegenerati-
vas la interaccion entre neuronas y glia modula el
resultado de la progresion de una patologia. En la
interaccion entre neuronas, astrocitos, microglias
y oligodendrocitos se caracteriza por la libera-
cion de vesiculas extracelulares que transportan
proteinas, lipidos y nucleé6tidos de una célula a
otra. Son ejemplos relevantes la transferencia
de proteinas que producen enfermedades como
la proteina prionica o el mutante SOD1, que al
penetrar en las neuronas mediado por exosomas
gatillan la patologia in vitro. Estos casos han sido
descritos y enumerados por Basso y Bonetto [77].

Conclusiones

Cualquier transferencia de ARN y/o ribosomas
entre dos tipos celulares distintos, requiere atra-
vesar dos membranas bioldgicas. Por lo cual los
hace dificil de entender. En el caso de los nervios
mielinicos la complejidad se hace aun mayor, sin
embargo la mielina compacta en los nervios mie-
linico se interrumpe en dos lugares especificos,
las incisuras de Schmidtt-Lanterman y los nodos
de Ranvier. Estos lugares parecen ser los elegidos
por la evolucion para que ocurra la transferencia.
La transendocitosis por medio de vesiculas (exo-
somas) y exo-endocitosis han sido propuestos
como los mecanismos involucrados en la trans-
ferencia. Muchas vesiculas han sido registradas
por distintos autores. Desentrafiar estos mecanis-
mos estan entre los objetivos mas cercanos de los
investigadores interesados en estos temas. A lar-
go plazo se visualizan la posibilidad de resolver
distintas patologias neurodegenerativas o injurias
accidentales que afectan a los axones utilizando
la biologia molecular y celular y modificaciones
de los mecanismos de transferencia células-a-cé-
lula de ARN modificados artificialmente.
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Articulos de revision

Nota historica sobre el origen del tema tratado en este articulo
en el Instituto de Investigaciones Clemente Estable (IIBCE)

Como este articulo de revision va dirigido a la revista nacional uruguaya Anales de la Facul-
tad de Medicina, me parece importante escribir un pequefio capitulo aparte para contar como
se origino el tema de la “Sintesis Proteica Axonal” en nuestro laboratorio. Comencé a traba-
jar de forma honoraria (1971) en el Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable
(IIBCE), en lo que en aquella época era el Departamento de Biofisica dirigido por Carlos M.
Franchi, quien propuso estudiar el metabolismo del proceso de la regeneracion axonal. Para
ello propuso utilizar como herramienta los metabolitos marcados con radioisotopos. Para poder
detectarlos y medirlos ¢l habia construido con sus propias manos, utilizando repuestos descar-
tados de equipos de aviacion (que consiguid como regalo en el Aeropuerto de Carrasco), un
contador de centelleo liquido (el primero que existio en el pais). Estos equipos construidos por
Franchi fueron realizados en colaboracion con Claudio Benech. Ambos también construyeron
un contador de “bajo nivel” con el fin de registrar los radioisdtopos generados por las explosio-
nes atdmicas experimentales realizadas por Francia en el Atolon de Mururoa (Océano Pacifico
Sur). Los radioisdtopos son transportados por los vientos latitudinales y contaminaban Sud-
América ya que las lluvias los arrastran al suelo (Fall-out). Claudio Benech disefio un dispo-
sitivo para marcar un nervio que consistia en un tubo plastico cortado en media cafia donde se
colocaba el nervio y se taponeaba con vaselina o grasa de silicona y en su interior se colocaba
solucion Ringer con aminodacidos tritiados o uridina tritiada (ver figura 1). Se podia medir la
incorporacion del precursor (por disminucion de la marcacion en el liquido), o extirpando el
nervio marcado al final del experimento.

Por otra parte Sotelo Sr. (José Roberto Sotelo Lotufo), estudi6 los cambios morfologicos que
ocurren en los axones luego de una axonotmesis (seccion total axonal) a lo largo del tiempo
desde los primeros 30 minutos hasta los 4 dias utilizando microscopia electronica y publi-
c6 el primer articulo mundial relativo al tema (Wettstein R, Sotelo JR. Electron microscope
study on the regenerative process of peripheral nerves of mice. Z. Zellforsch Mikrosk Anat.
1963;59:708-30).
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