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RESUMEN

Las acuaporinas (AQPs) son una familia de proteinas de membrana que forman canales de
agua, se encuentran ampliamente distribuidos en mamiferos, plantas y organismos inferiores.
Consisten en tres subfamilias: acuaporinas, acuagliceroporinas y S-acuaporinas. Las AQPs son
permeables especificamente a agua (AQP0O, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 y AQPS8); las
acuagliceroporinas son permeables al agua y a pequefios solutos como el glicerol y la urea
(AQP3, AQP7, AQP9 y AQP10) y las S-acuaporinas o superacuaporinas (AQP11 y AQP12).
En las membranas bioldgicas, las AQPs forman tetrameros que contienen 4 poros acuosos
independientes.

El transporte de agua y de solutos es bidireccional. Esta movido por la diferencia de presion
osmotica e hidraulica, o por las diferencia de concentracion de solutos entre el espacio intra y
extracelular. La permeabilidad de cada canal y su abundancia en la membrana celular también
pueden ser regulados por diversos mecanismos. Uno por regulacion a corto plazo mediado por
cambios conformacionales o de apertura del canal; y en otro por la regulacion a largo plazo la
cual esta mediada por cambios en la sintesis de RNA mensajero y/o proteina, asi como la tasa
de degradacion de éstos.

Al menos 13 tipos de AQPs se han descrito en mamiferos, las cuales tienen una distribucion
diferente en los tejidos, con multiples papeles fisiologicos. En el sistema nervioso central se
han descrito seis AQPS (AQP1, AQP3, AQP4, AQPS5, AQP8 y AQP9), siendo tres las mas
estudiadas AQP1, AQP4 y AQP9. En contraste la expresion y funcién de las AQPs en el
sistema nervioso periférico (SNP) ha sido menos investigado, hasta la fecha se ha reportado la
expresion de tres AQPs que incluyen a la AQP1, AQP2 y AQP4 que se han localizado en
neuronas y células gliales en el ganglio trigémino, en terminaciones periodontales de Ruffini,
el ganglio de la raiz dorsal y el sistema nervioso entérico. Dos estudios inmunohistologicos
describieron brevemente la expresion de AQP1 en el nervio ciatico. Oshio et al. (2006) y Gao
e al. (2006) demostraron la inmunolocalizacién de AQP1 en cortes de nervio ciatico de ratones
y humanos respectivamente, pero no se ha encontrado AQP4 y AQP9. Sin embargo, ningun

estudio muestra datos claros de colocalizacion con marcadores neuronas o de células gliales,



por lo que se desconoce si AQP1 se expresa en las de células de Schwann (CS) o en las fibras
nerviosas.

Las CS son las principales células gliales y se dividen en dos tipos, CS que forman mielina y
las que no forman. Las CS que forman mielina envuelven al axdon de neuronas motoras y
sensoriales para formar la mielina. La mielina del SNP contiene capas de membrana altamente
compactadas y regiones no compactadas con citoplasma. En las regiones no compactadas se
encuentran las incisuras de Schmidt-Lanterman, que son una estructura en forma de tubo
conico que atraviesa la mielina compacta y los bucles de mielina en la region paranodal. Dado
que estas regiones no compactadas conectan el cuerpo de la célula de Schwann y el citoplasma
periaxonal se cree que actian como carreteras para el transporte de moléculas grandes,
organelos extracelulares ¢ vesiculas hacia el interior del mesoaxon, aunque a la fecha no hay
evidencia experimental directa que muestre como se transportan en las ISL. En este trabajo se
mostrd que AQP1 se expresa en el nervio ciatico de la rata, tanto a nivel de ARNm como de
proteina. AQP1 se localiza tanto en las CS que forman y no forman mielina. En las CS que
forman mielina se localiza en las incisuras de Schmidt-Lanterman, asi como en la region
paranodal, sugiriendo que la AQP1 debe tener un papel importante en el mantenimiento de la

vaina de mielina y posiblemente en la propagacion del impulso nervioso.



ABSTRACT

The aquaporins (AQPs) are a family of water-transporting widely distributed in mammals,
plants and lower organisms. The AQPs include three subfamilies: aquaporins,
aquaglyceroporins and S-aquaporins. The aquaporins are water selective or specific water
channels (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 and AQPS); the aquaglyceroporins are
permeable to water, but also to other molecules like glycerol and urea (AQP3, AQP7, AQP9 y
AQP10) and the third subfamily S-aquaporins also named superaquaporins (AQP11 and
AQP12). Water and solute transport via AQPs is bidirectional. It is driven by osmotic and
hydraulic pressure difference, or by the solute concentration difference, between the
intracellular and extreacellular space. The intensity of the transport is also determinated by the
single channel permeability of AQPs and by the cell membrane. Regulation of AQPs occurs by
two major mechanisms: by a short-term regulation that can be mediated by conformational
changes or gating of the channel or by long-term regulation mediated by changes in AQP
mRNA and/or protein synthesis and/or degradation rate.

At least 13 mammalian members expressed in diverse fluid transporting tissues where multiple
physiological roles have been demostrated. Studies of the expression and function of AQPs in
the central nervous system have been a major focus in the AQP field. Studies from many
laboratories have shown the expression of six (AQPs AQP1, AQP3, AQP4, AQP5, AQPS8 and
AQP9), the most studied are AQP1, AQP4 and AQP9. In contrast, the distribution and
functional significance of AQPs in the peripheral nervous system (PNS) are less investigated.
To date, three AQPs (AQP1, AQP2 and AQP4) have been localized to neurons or glial cells in
trigeminal ganglia, periodontal Ruffini endings, dorsal root ganglia and the enteric nervous
system. Two immunohistological studies briefly described AQP1 expression in sciatic nerves.
Oshio et al. (2006) and Gao et al. (2006) showed immunolabeling of AQP1 in mouse and
human sciatic nerve respectly. Therefore, it is not known whether AQP1 expression is in
Schwann cell (SC) or in nerve fibers. SC are the principal glia of the PNS There are two types
of SC, myelinating and nonmyelinating. Myelinating Schwann cells wrap around axons of
motor and sensory neurons to form the myelin sheath. The PNS myelin contains highly

compacted membrane layers and noncompacted regions with cytoplasm. One type of
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cytoplasm-containing compartment is called a Schmidt—Lanterman incisure, which is a conical
tubelike structure that crosses the compact myelin. Another type is called paranodal myelin
loops, which are found in bilateral ends of myelin. These loops form paranodal axo-glial
junctions to inhibit the lateral movement of axonal proteins including voltage-gated ion
channels. Since these noncompacted regions connect the Schwann cell body and the
periaxonal cytoplasm, they are thought to act as highways for transport of metabolic
substances. In the present study, the expression and localization of AQP1 was studied in rat
sciatic nerves. AQP1 was abundantly expressed within these nerves at both the protein and
mRNA levels, and it was concentrated in Schmidt—Lanterman incisures as well as in the
paranodal region, suggesting that AQP1 might have an important role in the maintenance of

the myelin sheath and possibly in the propagation of nerve impulses.



I. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del sistema nervioso

El Sistema Nervioso (SN) constituye uno de los sistemas mas complejos y relevantes de
nuestro organismo. Es definido como un conjunto de 6rganos constituido por una red de
tejidos nerviosos de origen ectodérmico, su unidad basica es la neurona, la cual se especializa
en la generacion, integracion y conduccion de estados de excitacion. Las células gliales, que
acompanan a las anteriores, se encuentran en mayor proporciéon y cumplen funciones de
soporte, troficas, control del medio, generacion de la envoltura de mielina, reparacion de
dafios, neurogénesis y participacion en vias metabdlicas de produccion de neurotransmisores
(Brodal,1992), ademas son considerados precursores neuronales (Kriegstein y Noctor, 2004).
Su principal funcidn es recibir e integrar rapidamente las sefiales procedentes de los distintos
organos sensoriales, ejerciendo control y coordinacion sobre los demds érganos para lograr
una oportuna y eficaz interaccion con el medio ambiente. Esta, le permite reaccionar a la
informacion de forma adecuada y mantener la homeostasis del organismo. Las principales
células gliales del sistema nervioso central (SNC) son: astrocitos, oligodendrocitos y microglia
que en conjunto constituyen la neuroglia. Mientras que en el sistema nervioso periférico (SNP)
se han descrito dos tipos de células de Schwann (CS), las que forman mielina (CSFM) y las

que no forman mielina (CSNFM).

1.1.1. Clasificacion anatomica y origen: sistema nervioso central y periférico

El SN de los vertebrados se divide desde el punto de vista anatdmico en componentes
centrales y periféricos. Asi, el SNC comprende: encéfalo (hemisferios cerebrales, diencéfalo,
cerebelo y tronco encefalico) y médula espinal; y el SNP implica neuronas sensitivas que
conectan los receptores sensitivos con circuitos de procesamiento en el SNC y una porcion
motora. El origen del SN vertebrado deriva principalmente de las células de tubo neural que
dardn lugar al SNC y las células de la cresta neural que dan origen a las células neuronales y

gliales del SNP. Los dos tipos de CS, las CSFM y las CSFNM tienen diferencias morfoldgicas,



moleculares y estructurales ya que cada una de ellas expresa proteinas especificas que las
caracterizan (Jessen y Mirsky, 2005). Las CSFM son las responsables de la mielinizacion de
los axones en el SNP. La formacion de la mielina sobre un axén requiere que este ultimo envié
sefales adecuadas hacia las CS y viceversa modificando estas su perfil génico, posibilitando
desarrollar el fenotipo mielinico en una serie de eventos de compleja comunicacion entre glias
y axones. El grosor de la mielina es proporcional al diametro del axon, fibras de mayor
diametro presentan ademds mayores longitudes internodales y por tanto mayor velocidad de
conduccion. La mielina es un determinante clave para la correcta propagacion del impulso
nervioso que llega a ser de 100 m/s. Las CSNFM, envuelven a uno o varios axones de
diametros pequenios (menores de 1 micra). La conformacion de las fibras nerviosas no
mielinizadas varia continuamente debido a la reagrupacion de los procesos celulares de las
CSNFM vy los axones, ademas no se han descrito uniones celulares o regiones especializadas

en este tipo de células (Bray et al., 1981; Griffin y Thompson, 2008).

1.2. Nervio periférico

Los nervios se componen de varios fasciculos o fibras nerviosas que comunican los centros
nerviosos con el resto de los 6rganos del cuerpo. Todos los axones del SNP estan asociados a
CS, la mayoria de los nervios periféricos son mixtos, con axones motores y sensitivos. Las
fibras pueden ser mielinicas y estar formadas por el axén y la mielina, o amielinicas

permaneciendo en surcos de las CS (Fig.1).

Figura 1. Microscopia electronica de fibras amielinicas y mielinicas. La imagen de la izquierda muestra
un axon (3) rodeado por una CSFM. En la imagen de la derecha se observa una fibra amielinica donde
varios axones estan rodeados por una misma CS, que no los mieliniza.



Las CS tienen un origen embrionario ectodérmico a partir de la cresta neural y se desarrollan
en 3 etapas embrionarias (Fig. 2), primero como precursores de las CS, las cuales conforman
la glia embrionaria de los dias (E) 14-15 de nervios de rata (raton E 12-13), posteriormente
estos precursores originaran las CS inmaduras que se desarrollan a partir de E15-17 en ratas
(raton E13-15), las cuales durante el desarrollo postnatal se diferencian en CSFM y CSNFM
(Jessen y Mirsky, 1999). Existen una serie de marcadores moleculares asociados a los distintos
estadios de diferenciacion, los cuales son usados para determinar y caracterizar cada uno de
los estadios del linaje de las células de Schwann (Jessen y Mirsky, 2005).

El desarrollo postnatal de estas células es determinada al azar, el factor critico que determina
el destino de la CS inmadura es el didmetro del axon envuelto por dicha CS, no existe
evidencia de que la CS inmaduras o las CS desdiferenciadas posterior a una lesion de nervio
periférico estén ya comprometidas a formar CSFM o CSNFM en manera especifica (Griffin y

Thompson, 2008).

Myelinating )
Schwann cell /

Pro-myelin

Neural crest Schwann cell Immature Non-myelinating
cell precursor Schwann cells Schwann cell

Figura 2. Desarrollo de las células de Schwann. Las células de Schwann sufren tres transiciones
principales en su desarrollo: I) La formacion de los precursores de las CS a partir de las células de la cresta
neural, II) la formacion de CS inmaduras, y III) la formacion de CS que forman y que no forman mielina.
Jessen y Mirsky, 2005.



El determinante de esta diferenciacion es la cantidad de Neuroregulina 1 tipo I1I expresada por
el axon y no el diametro axonal per se. Esta proteina funciona como una sefial de
sobrevivencia y proliferacion para los precursores de las CS y ajusta el nimero de CS en
funcion de niimero de axones que seran mielinizados (Simons y Trotter, 2007). Inicialmente
las CS inmaduras encierran grupos de axones, entre los que se seleccionaran aquellos con los
que eventualmente se establecerd la tipica relacion 1:1 propia de las CS mielinizantes en el
SNP (Jessen y Mirsky, 2005). Este proceso puede ocurrir unicamente después de que la CS
haya producido su lamina basal, cuya funcion es iniciar la asimetria celular y establecer un eje
de polaridad glial, imprescindible en la espiralizacion de su membrana, al mielinizar el axon.
El ax6n y todas las CS que lo acompanan en su trayectoria constituyen la fibra nerviosa, la
cual es rodeada por el endoneuro formado por fibras reticulares. Varias fibras nerviosas
conforman un fasciculo nervioso. Por afuera de él se encuentra el perineuro constituido por
capas concéntricas de tejido conjuntivo. Finalmente la conjuncion de fasciculos nerviosos
rodeados por epineuro constituye un nervio. El epineuro se compone de células de tejido

conectivo, fibras de colagenas y células adiposas.

1.3. Formacion y funcion de la vaina de mielina

La mielinizacion es un proceso de multiples pasos en el que una CS adhiere a un axén, lo
rodea y posteriormente se pliega entorno a ¢l. La membrana de la CS forma repliegues
concéntricos y espiralados rodeando el axon de 10-100 veces. El didmetro del axon esta en
relacion con el espesor de esta vaina, es decir, con el nimero de vueltas de laminas de
membrana de la CS e induce y promueve el crecimiento radial del axén. Esta relacion es
aproximadamente constante: el didmetro del axén es 0,6 veces el didmetro de la fibra.
Comienza con el establecimiento de la polaridad celular por sefiales extrinsecas
proporcionadas por el axéon. El complejo Par-3, un miembro de la familia Par de proteinas
adaptadoras, se localiza en la membrana glial interna adyacente al axén y actiia después de la
adhesion al axon (Simons y Trotter, 2007). Sefiales axonales regulan la proliferacion,
supervivencia y diferenciacion de CS, y participan en la determinacién del grosor mielinico.

Senales gliales afectan al citoesqueleto y al transporte axonal, y son requeridas para su



supervivencia (Poliak y Peles, 2003). Como fue propuesto en los primeros estudios por
microscopia electronica (Geren y Schmitt, 1954), la vaina de mielina crece ajustando su
membrana interna a la circunferencia del axén, extendiéndose longitudinal y radialmente a
medida que avanza el desarrollo. El espiral de membranas gliales es posteriormente
compactado mediante la extrusion de citoplasma (con excepcidn de los bordes), lo que resulta
en la organizacion multilaminar propia de la envoltura mielinica (Webster, 1993) (Fig. 3). El
grado de compactacion de la fibra mielinica, contribuye a aislar al axén para una eficiente
transmision del impulso nervioso. De esta forma, un ax6n mielinico ocupa un volumen 100
veces menor que un axon amielinico (Cowan et al., 1997). La mielinizacién se produce
durante un periodo prolongado en las tres primeras semanas de vida en los roedores, y en los
seres humanos durante un periodo que se inicia en la vida embrionaria y termina con la

pubertad (Berthold et al., 2005).

. == Figura 3. Formacion de la vaina de mielina en SNP. El axo6n es

internalizado en una invaginaciéon de la CS (A). Sin embargo sus
superficies externas no se han fusionado. La CS entra en contacto con
el axon fusionandose al mesaxon y comienza a envolverla en forma

| (Axon | \ , \

c o espiralada (B). En etapas posteriores unas pocas capas de mielina se
o han formado pero aun no se compactaron (C) y finalmente ocurre la
Vil ‘ compactacion quedando el citoplasma de la CS confinado a un anillo
: externo y otro interno (D). Quarles ef al., 2006.
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A nivel ultraestructural, la mielina aparece como una estructura laminar que al microscopio
electronico se observa como lineas oscuras (electrondensas) y claras (translucidas) alternadas
que se disponen en espiral alrededor del axon. Esta asimetria estaria dada por la distribucion

de las proteinas en la membrana de las CS (Fig. 4).



Figura 4. Ultraestructura de la mielina. (A) Micrografia electronica de una fibra periférica. Se observa al
axén rodeado por una estructura laminar, la mielina (m). (B) Ampliacioén, se observa la serie de lineas
electrondensas y lucidas, asi como las interlineas. Quarles ef al., 2006.

La principal funcién de la mielina es funcionar como un aislante y facilitar la propagacion de
la sefal a través del axon, conservando la energia y el espacio. Los potenciales de accion
generados en el segmento inicial del axén se regeneran en los nodos, lo cual resulta en un
mecanismo mas rapido y eficiente desde el punto de vista energético para la propagacion del
impulso (Salzer JL. 1997). Al mismo tiempo cumple un papel fundamental en el
mantenimiento de la integridad axonal, regula el didmetro axonal, el espaciamiento de los NF,
y agrupa los canales de Na* en el nodo de Ranvier (Poliak y Peles, 2003). Igualmente, a pesar
de la intima relacion con los axones, también presenta la capacidad de interactuar con otras
células, como lo demuestra su capacidad de comunicarse con las células del sistema inmune a
través de la expresion de moléculas MHC de clase II (Armati et al., 1990; Armati y Pollard,

1996).

1.3.1. Composicion y organizacion de la mielina

Segun el grado de compactacion la vaina de mielina puede ser dividida en dos regiones
estructural y funcionalmente distintas, constituyendo asi dos subdominios: mielina compacta y
mielina no compacta. La primera region, cuya funcién es el aislamiento, inhibe
completamente el intercambio de iones durante la conduccion nerviosa. Esta ocupa regiones

internodales comprendidas entre dos juxtaparanodos de una misma CS y constituye la mayor

10



proporcion mielinica. Las ISL y los paranodos son los representantes periféricos de regiones
de mielina no compacta y se encuentran recorriendo longitudinal y transversalmente la mielina

compacta.

1.3.1.1. Mielina compacta

La mielina compacta tiene una composicion que incluye principalmente colesterol y
esfingolipidos asi como algunos lipidos especializados tales como galactocerebrosido y
sulfatido (Suter y Sherer, 2003). Una proporcion menor se compone de proteinas, y su
composicion proteica es distinta a la presente en la mielina central. La glicoproteina PO
(Proteina Zero) es una proteina integral de membrana de 28 kDa que constituye la mitad de las
proteinas totales en el SNP (Greenfield ef al, 1973), no se encuentra en el SNC. A través de
sus dominios extracelulares tipo inmunoglobulina (IgG) promueve adhesiones homofilicas y
autotipicas formando tetrameros. Estos cumplirian la funciéon de unir las laminas mielinicas
adyacentes a intervalos espaciales regulares. PLP o proteina proteolipidica es el mayor
constituyente de la mielina del SNC y se encuentra en bajos niveles en la periférica. Otras dos
proteinas la caracterizan: la proteina basica de mielina (MBP, por sus siglas en inglés Myelin
Basic Protein), que se ubica en la cara citosolica de la membrana glial y representa entre 10 y
30% del total de las proteinas mielinicas y la proteina mielinica periférica 22 (PMP-22), una
proteina integral que alcanza el 5% del total de las proteinas mielinicas (Cowan et al., 1997;
Oguievetskaia et al., 2005). P2, al igual que MBP, se asocia a la superficie citosélica de la

membrana de la CS.

1.3.1.2. Mielina no compacta

La mielina no compacta representan la minoria en cuanto a proporcion de la mielina total y
esta caracterizada por la presencia de las incisuras de Schmidt-Lanterman (ISL), los bucles de
mielina en la region paranodal, el mexoaxon externo, uniones autotipicas adherentes, uniones
estrechas y uniones comunicantes entre las membranas plasmaticas de las CSFM (REF). Las
uniones adherentes, tanto en los contactos entre bucles paranodales con el axéon como en las
ISL, estan constituidas por complejos transmembranales e-Cadherina/ f-Catenina en estrecha

asociacion con el citoesqueleto de actina.
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1.4. Estructura del axon mielinico

En el SNP adulto de vertebrados, los contactos intercelulares entre las CSFM y las neuronas,
generan sub-dominios axo-gliales con caracteristicas funcionales y estructurales especificas.
Estos subdominios se sustentan por la formacion de complejos multi-proteicos transcelulares y
estructuran una polarizacion longitudinal y radial, frecuentemente en asociacion con

elementos del citoesqueleto cortical sub-membranoso.

1.4.1. Polarizacion radial

La fibra nerviosa mielinica es reconocida tipicamente por su polaridad longitudinal. Sin
embargo, existe igualmente una polarizacion radial, determinada por la ubicacion precisa de
distintos marcadores moleculares en dominios gliales y axonales especificos, correlacionados
transversalmente, en torno a la cercania a la membrana axonal. La envoltura de mielina se
compone de varias capas de la membrana de la CS, espiralada en torno al axon. El ntcleo glial
se ubica en la parte exterior de la misma. Persiste un escaso citoplasma en el exterior (el
compartimiento abaxonal) y rodeando al axén (el compartimiento adaxonal), un espacio
periaxonal separa la membrana glial mas interna del axén (Fig. 6). En la membrana abaxonal
se encuentran receptores de matriz extracelular y en la adaxonal, moléculas de adhesion que
median las interacciones con el axon, en particular, MAG (por sus siglas en inglés Myelin
Associated Glycoprotein) (Salzer et al., 2003). Ademas, se presenta una lamina basal bien
definida asociada al exterior de la CS cuyo papel es fundamental en la formacion de la mielina

en el SNP (Bunge et al., 1982).

Figura 6. Seccién transversal de un axén mielinizado.
A través de la micrografia electronica se observan las
multiples laminas de mielina formando la mielina

Axonal membrane

2 Periaxonal space
compacta. La membrana abaxonal contacta con la lamina

basal. El espacio periaxonal separa la membrana
adaxonal de la membrana axonal. The Biology of
Schwann Cells Development, Differentiation and
Immunomodulation, 2007.

Adaxonal membrane

Abaxonal membrane
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1.4.2. Polarizacion longitudinal

La polarizacion longitudinal se centra alrededor de los nodos de Ranvier, los cuales
determinan distintos dominios: la regién nodal, paranodal, juxtaparanodal y la region
internodal, mantenidos por complejas interacciones moleculares formados por moléculas de
adhesion, canales i6nicos, y moléculas de anclaje al citoesqueleto. Esta segregacion en
dominios longitudinales es evidente en las fibras completamente mielinizadas y son criticas
para la habilidad de conducir impulsos nerviosos de forma saltatoria (Salzer et al., 2003). A

continuacion se detallara la composicion de cada dominio longitudinal.

1.4.2.1. Nodo de Ranvier

Los nodos de Ranvier o complejos nodales, descubiertos por el anatomista y patdélogo Francés
Louis- Antoine Ranvier (1835-1922), son leves constriciones del diametro axonal de alrededor
de 1 pum de longitud ubicados entre cada internodo, donde el axdén contacta con las
microvellosidades de dos CS contiguas. Su principal funciéon es permitir la rapida propagacion
del impulso nervioso (Salzer, 1997) En el axolema se insertan una gran densidad de canales de
Na* dependientes de voltaje (> 1500/um?), predominando, en el estado adulto, las subunidades
Nav 1.6, (Fig. 7; Caldwell et al., 2000; Tzoumaka et al, 2000). Los canales de Na*
dependientes de voltaje son complejos heterotriméricos, con una subunidad a que forma el
canal y dos subunidades  transmembranales, (Figura 15B; Catterall, 2000). Los canales de Na
* forman parte de un complejo multiprotéico en el segmeno inicial del axén y en los nodos de
Ranvier (Peles y Salzer, 2000). Cada subunidad B del canal de Na* contiene un dominio
similar al de las inmunoglobulinas que fomenta la adhesion homofilica; e interacciona con
componentes de la matriz extracelular (Isom, 2002), con la Neurofascina y Nr-CAM
(componentes de la superfamilia de moléculas de adhesion LICAM). Estas interacciones
contribuyen a la organizacion del complejo nodal. Un componente clave de este complejo Na/
NrCAM/Neurofascina es la proteina Ankirina G (Ank G) que se une a los canales de Na+

(Davis et al., 1996; Bennett y Lambert, 1999; Garrido et al., 2003). La familia ankirina
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presenta una region de repeticiones de dominios ANK que median el reconocimiento de un
gran numero de proteinas entre las que se encuentran factores de transcripcion y proteinas
NFKappa/IKappaB (Cramer y Muller, 1999). La Ank G, a su vez, se une a la espectrina IV,
una isoforma de espectrina que se localiza en los nodos (Berghs et al., 2000; Komada y
Soriano, 2002). La espectrina IV proporciona la union entre el complejo del canal y el
citoesqueleto de actina (Bennett y Gilligan, 1993, Komada y Soriano, 2002). A nivel axonal, el
citoplasma de esta zona se encuentra enriquecido en mitocondrias, vesiculas, y
neurofilamentos (NF). Los nodos se comunican con las microvellosidades interdigitales que se
proyectan desde el extremo de la CS, en ellas se localizan: Ezrina, Radixina y Moesina
(ERMs), asi como la proteina de union a Ezrina EBP50 y Rho-GTPasa A, las cuales se
encargan de vincular las microvellosidades ricas en actina con proteinas integrales de
membrana axonales. Ademads varias proteinas de la matriz extracelular (ECM), estan presentes
bajo la lamina basal en el espacio nodal, incluyendo Versicano (4cido hialurénico de union de

proteoglicanos), Tenascina-C y el proteoglicano NG2 (Poliak y Peles, 2003).

1.4.2.2. Paranodo

La region mas proxima al nodo corresponde a la region paranodal, donde se ubican los bucles
paranodales. Esta region es el sitio donde ocurre la mayor aproximacion entre la membrana
del axon (axolema) y la célula glial. Los lazos paranodales mas externos cercanos al nodo, se
aproximan estrechamente e invaginan en el axolema. En la unién axoglial la membrana axonal
contiene un complejo de dos moléculas de reconocimiento celular: Contactina y proteina
asociada a Contactina (Caspr 1, miembro de la familia CASPR) (Fig. 7). Estas proteinas se
unen a través de sus dominios extracelulares a varias NCAM y por sus dominios intracelulares
a 4.1B, la cual presenta un dominio de unidn a actina-espectrina, que podria inmovilizar Caspr
2 (y por lo tanto Contactina) fijandola al citoesqueleto y determinando su localizacion. La
unién paranodal tiene el objetivo de fijar la mielina al axoén, lo cual permite separar la
actividad eléctrica del nodo de Ranvier de la region intermodal, asi funciona como una barrera
que limita la difusion lateral de las proteinas del axolema, particularmente las nodales (Poliak

y Peles, 2003). Estos complejos transcelulares paranodales son conocidos como uniones de
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tipo septo, en alusion a las uniones septadas de invertebrados. Las uniones paranodales son lo
suficientemente estrechas que interconectan el espacio periaxonal con el espacio perinodal de
tal manera que permite la lenta difusion de metabolitos hacia el axon y viceversa (Rosenbluth,

2009).

1.4.2.3. Juxtaparanodo

El juxtaparanodo, ubicado debajo de la mielina compacta inmediatamente adyacente a la
region paranodal, tiene canales de K* dependientes de voltaje (Kvl.1 y Kvl.2) distribuidos
con un gradiente de concentraciéon que va en sentido decreciente desde el paranodo hacia el
internodo. En el axolema juxtaparanodal estos canales crean un complejo con Caspr2 (Fig. 7).
Otras proteinas alli presentes son la glicoproteina transitoria-1 (Tag-1), una molécula de
adhesion celular anclada a GPI que se ubica del lado glial. Este tltimo se relaciona con
Contactina y Caspr2 en el axon. Caspr2 y Tagl formarian un andamio que permite el
posicionamiento de los canales i6nicos en sitios especificos (Fig 8). La funcion de los canales
de K* en esta region es ser un amortiguador activo de la excitacion reentrante contribuyendo
asi a mantener el potencial de reposo en el internodo, ademés de mediar la comunicacion

axoglial (Poliak y Peles, 2003).

microvilli /basal Iamina\ incisure

PNS/Schwann cells

Figura 7. Polarizacién longitudinal. Se observa el nodo de Ranvier (azul) donde se ilustra pa presencia de
canales dependientes de voltaje y Ankirina G, los lazos paranodales (rojo), y la regién juxtaparanodal (verde).
Scherer y Arroyo, 2002.
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1.4.2.4. Internodo

Los segmentos de mielina que se extienden desde un juxtaparanodo a otro se conocen como
internodos. El internodo es el dominio mas extenso de las fibras mielinicas y se corresponde
con la porcion del axon localizada bajo la mielina compacta. A lo largo de ¢él, la membrana
interna de la CS se encuentra uniformemente separada del axon por medio de un espacio
denominado espacio periaxonal. La membrana internodal en contacto con las ISL y el
mesaxon interno contiene complejos proteicos caracteristicos de regiones paranodales y
juxtaparanodales (Peles y Salzer, 2000). La caracterizacion de las interacciones transcelulares
en este dominio es escasa. En él se puede encontrar un variado set de proteinas CAM que
median las interacciones entre el axon y la CS, incluyendo la familia de las Nectinas (Necl por
su sigla en inglés Nectin like proteins) involucradas en la adhesion celular. Necl-1 y Necl-2 se
expresan en el internodo axonal y promueven la adhesion y el mantenimiento del espacio
periaxonal a lo largo de este por medio de su union con Necl-4 (y probablemente Necl-2) en la
membrana interna de la CS. Estas proteinas se encuentran ademas en las ISL promoviendo
interacciones entre sus componentes y la mielina no compacta. Otra proteina muy expresada
en esta region es MAG la cual interactia con componentes axonales y al igual que las Necl, se

acumula en las ISL al madurar la mielina (Trapp, 1990).

1.4.2.5. Incisuras de Schmidt-Lanterman

Como parte de los estudios y reportes morfologicos en axones mielinicos del SNP, tanto
Schmidt (1874) como Lanterman (1877), de manera independiente, describieron una serie de
hendiduras o incisuras con forma de “embudo” que interrumpian la apariencia densa de la
mielina. Estas hendiduras, se denominaron incisuras de Schmidt-Lanterman (ISL) (Fig. 8)
Dichas estructuras fueron observadas ademas por Ranvier (1878) y Ramon y Cajal (1928).
Este ultimo las describi6 como segmentos conico-cilindricos de longitud variable que
comienzan debajo del protoplasma de las CS y se extienden por el axdén (incisiones
infudibuliformes) (Ramon y Cajal, 1928; revisado en May 1991). En el SNP las ISL son

propias de las regiones internodales y muy abundantes entre las regiones perinuclear y
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paranodal. El nimero total de incisuras se incrementa con el grosor de la mielina, la longitud
internodal (Hiscoe, 1947; Ghabriel y Allt, 1980), y en respuesta a numerosos estimulos como
lesion axonal o el dafio por compresion, asi como también en nervios en regeneracion (Berger
y Gupta, 2006).

Las largas fibras del nervio ciatico de rata poseen en promedio 25 incisuras por internodo.
Estas estan presentes durante los primeros estadios de mielinizacién y en los internodos
remielinizados. Se han establecido criterios ultraestructurales para su identificacion por medio
de microscopia electronica. Cuando se examina la ultraestructura en secciones longitudinales,
las ISL aparecen como una serie de aberturas citoplasmaticas de la mielina compacta
(Ghabriel y Allt, 1981; Peters et al., 1991), orientadas tanto de manera longitudinal como
transversal. Las membranas de las ISL se distinguen de la mielina compacta por la presencia
de citoplasma de la CS, la presencia de microtubulos, desmosomas, filamentos de actina,
organelos tipo mitocondrias y algo de reticulo endoplasmico (Blakemore, 1969; Singer, 1968,
Landon y Hall, 1976). Ademas, las incisuras contienen una gran variedad de proteinas tales
como: fosfatasa alcalina, MAG, proteina basica P2 y la proteina gap Conexina-32 (Trapp et al.
1979; Schober et al., 1981; Xu et al., 2000).

La funcion de las ISL, atin no ha sido completamente elucidada. Clasicamente se ha postulado
que estan involucradas en el crecimiento y mantenimiento de las vainas de mielina
especialmente en aquellos internodos remielinizados donde su frecuencia se encuentra
incrementada. Roberson (1962) sugieren que las ISL cumplen alguna funcion en el
mantenimiento y metabolismo de la mielina. Otras hipotesis, sugiere que las incisuras actiian
como “un atajo” citoplasmatico para sustancias que atraviesan la vainas de mielina desde las
regiones mas externas hacia las mas internas hasta alcanzar el axon (Balice-Gordon et al.,
1998). El papel funcional de estos “atajos” es también analizado desde la Optica del
mantenimiento “local” alejado de los centros celulares de abastecimiento de proteinas, tanto

en axones como en cé¢lulas de Schwann (Kun et al, 2007).
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Figura 8. Incisuras Schmidt-Lanterman. Se observa un dibujo
de Ramoén y Cajal (1928) mostrando el arreglo tipo “embudo” de
las incisuras en una fibra mielinica del SNP.

1.5 Acuaporinas

El agua es el componente predominante de todos los organismos vivos y por tal razon
interviene en la regulacion de la mayor parte de los procesos bioldgicos. Es conocida la
elevada permeabilidad al agua de la mayoria de las membranas biologicas en respuesta a
minimas diferencias osmdticas que permiten que los compartimentos intra y extra celulares
mantengan su isotonicidad, necesaria para la homeostasis intracelular. El agua puede atravesar
la membrana por difusion simple o a través de poros o canales acuosos conocidos como

acuaporinas (AQPs).

1.5.1 Estructura

Las AQPs son una familia de proteinas de membrana que forman canales de agua, son
proteinas pequenias con pesos moleculares entre 26 y 35 kDa que presentan similitudes
estructurales. La secuencia primaria (Fig. 9) forma dos repeticiones en tandem, cada una de las
cuales tiene tres dominios de a-hélices transmembranales (numerados de 1 a 6), conectados
por cuatro asas (A, B, C, D), con sus terminales amino y carboxilo orientados hacia el
citoplasma. Las asas B (citoplasmica) y D (extracelular) contienen un motivo aminoacidico
distintivo y altamente conservado en la familia de las acuaporinas, Asn-Pro-Ala (NPA) que se
embeben en la membrana y daran origen al primer filtro de selectividad. La estructura que
resulta es una constriccion angosta que se abre mas ampliamente a los lados extra e

intracelular de la membrana y que se llama el “modelo en reloj de arena” (Fig. 10). En las
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membranas bioldgicas, las AQPs forman tetrdmeros que contienen 4 poros acuosos

independientes (Fig. 11; Zelenina, 2010). Este arreglo tetramérico da a cada mondémero una

conformacion muy estable dentro del entorno lipidico de la membrana (Walz et al. 1997).
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Figura 10. Reloj de arena. El lazo B
y E se pliegan hacia la membrana
para formar el poro o canal acuoso de
la proteina. La estructura resultante
encierra una zona central estrecha que
se ensancha abriéndose hacia ambos
lados de la membrana. Se denomin6
“reloj de arena”, por su semejanza
con éste. En el sitio mas estrecho del
poro acuoso se ponen en contacto los
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Figura 9. Estructura molecular de las
AQPs. Las AQPS se compone de dos
grandes dominios, imagen especular uno
del otro. Se organizan en seis segmentos
de estructura o-hélice (/-6) que
atraviesan la membrana de lado a lado;
estan unidos por cinco lazos conectores
(4-E). El lazo intracelular B y el
extracelular E son portadores de un
triplete NPA. Esta duplicacion del triplete
NPA es caracteristica de todas las
acuaporinas.
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Figura 11. Arreglo tetramérico. Aunque cada
acuaporina forma por si sola un canal, en la membrana
celular estas proteinas se ensamblan en grupos de cuatro
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Las AQPs se encuentran ampliamente distribuidas en mamiferos, plantas y organismos
inferiores (Carbrey y Agre, 2009). En mamiferos se han identificado hasta ahora 13 canales de
agua (de la 0 a la 12), que pueden clasificarse en subgrupos: las acuaporinas, que son
permeables especificamente para agua (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 y AQPS),
con excepcion de AQP6, tales acuaporinas se muestran impermeables a solutos dotados de
carga eléctrica e iones, las acuagliceroporinas, que son permeables al agua y a pequefios
solutos como el glicerol y la urea (AQP3, AQP7, AQP9 y AQP10) y las superaquaporinas,
AQPs subcelulares o también llamadas “no ortodoxas AQPs” ya que poseen un motivo inusual
NPA (Asn-Pro-Ala) (Magni et al, 2006; Benga. 2009; Benga. 2012). AQP11 y AQPI12
proteinas de 271 y 295 aminodcidos respectivamente conservan el segundo motivo NPA, pero
en AQPI11 el primero es sustituido por Asn-Pro-Cys (NPC) mientras que AQP12 es sustituido
por Asn-Pro-Thr (NPT) (Rojek et al, 2008; Itoh et al, 2005).

Su permeabilidad al agua es alta, en el orden de 3 x 10 ° moléculas de agua por segundo para
AQP1, y cifras cercanas para casi todas las demas (Zeidel ML et al., 1994). Estas son
altamente selectivas al paso del agua impidiendo incluso el paso de protones; la estructura del
poro acuoso impide que el agua protonada (H30%) sea capaz de atravesar la barrera formada
por el residuo de Arg-195, el cual esta conservado en todos los miembros de la familia y ocupa
una posicion preponderante en el poro (De Groot BL et al., 2001). Existe una segunda barrera
en el paso de protones, formada por un fuerte dipolo en el centro del poro constituido por dos
segmentos que contiene la secuencia NPA, el cual reorienta a las moléculas de agua al pasar,
disrumpiendo las interacciones entre una molécula y la siguiente (Murata K et al., 2000 y
Tajkhorsidh M et al.,, 2002), lo cual elimina la posibilidad del transporte de protones
simultdneamente. En general, estos canales de agua tampoco permiten el paso de otros iones
porque el tamafio del poro es aproximadamente de 2.8 A, el cual es mucho menor que el
diametro de cualquier i6n hidratado. La presencia de un residuo de 4cido aspartico (D) cerca
del segundo motivo NPA esta asociado con un diametro de poro mayor, como sucede en las
acuagliceroporinas (Ishibashi et al., 2011) lo cual permite el paso de glicerol y urea. El
transporte de agua y solutos en las AQPs es bidireccional. Estda movido por la diferencia de

presion osmotica e hidraulica, o por la diferencia de concentracion de solutos entre el espacio
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intracelular y extracelular. La permeabilidad de cada canal y su abundancia en la membrana
celular también determina la intensidad del transporte los cuales pueden ser regulados por

diferentes mecanismos (Carbrey y Agre, 2009).

1.5.2 Regulacion

La regulaciéon de la actividad de las acuaporinas puede ocurrir a través de diversos
mecanismos ya sea a corto plazo en el cual la permeabilidad y la abundancia de los canales de
AQPs puede cambiar en segundos o minutos, que lleva a cambios inmediatos en la
permeabilidad de la membrana 6 a largo plazo produciendo cambios que pueden durar horas o
dias (Zelenina, 2010).

A continuacién se describen cuatro mecanismos de regulacion estudiados:

e Regulacion transcripcional y cambios de expresion ocurre en horas o dias. Las acuaporinas,
como cualquier otro gen pueden regularse a nivel transcripcional. De esta forma, hay
acuaporinas que se expresan constitutivamente y otras inducen o inhiben su expresion ante
un estimulo determinado. Este mecanismo de regulacion ha sido muy explorado mediante

microarreglos (Zelenina, 2010).

Reubicacion por relocalizacion, targeting o trafficking ocurre en minutos. Tanto en plantas

como en animales, la dindmica de la localizacion subcelular de las acuaporinas, representa un
aspecto clave en su regulacion y funcién. Algunas acuaporinas de mamiferos, son llevadas
desde vesiculas intracelulares hasta la membrana plasmatica y viceversa en funcion de
niveles hormonales o estimulo de segundos mensajeros (Beitz, et al., 2006; Noda, et al.,
2005; Tietz, et al., 2006). Por ejemplo en las células renales el control del ajuste fino de la
homeostasis estd regulado por AQP3 y AQP4 expresadas en forma constitutiva en la
membrana plasmatica basolateral y AQP2, cuya localizacion a la membrana plasmadtica se
encuentra regulada por AVP (arginina-vasopresina) mediante la activacion de la
redistribucion de las vesiculas intracelulares a la membrana plasmatica; los mecanismos a
través de los cuales ocurre son complejos e involucran varias proteinas (Nedvetsky et al.,
2009). Otro caso destacado ocurre en hepatocitos donde en condiciones normales AQP8 se

localiza en vesiculas intracelulares (Calamita et al., 2001) y en mitocondrias (Ferri et al.,
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2003); sin embargo cuando se estimula con la hormona glucagén o el segundo mensajero
AMPc, la AQPS intracelular se redistribuye a la membrana plasmatica; esta traslocacion esta

mediada por la activacion de PI3K (phosphoinositide 3-kinase) (Gradilone et al., 2005).

* Regulacion directa de la actividad de transporte que ocurre en minutos. La via directa de
regulacion de acuaporinas se entiende como las modificaciones conformacionales que
promueven la apertura o cierre del poro llamado gating. Las modificaciones pueden ser por
eventos de fosforilacion/desfosforilacion, por accion de protones o por accidon de cationes

divalentes.

* Regulacion mediada por PKC (Protein kinase K) y calcio la cual ocurre en segundos. Un
estimulo hipoténico directamente induce el calcio intracelular a través de un receptor
potencial que desencadena la translocacion de AQP1 a la membrana. Esta translocacion, la
cual tiene un papel directo en la regulaciéon del volumen celular, ocurre en 30s y es
dependiente de la activacion de calmodulina y la fosforilacion de AQP1 en sus dos residuos

de treonina por PKC (Conner et al., 2012).

1.5.3 Distribucion

Las AQPs estan distribuidas ampliamente las cuales tienen una distribucion diferente en los
tejidos, con multiples papeles fisiologicos (Zelenina, 2005; Verkmann, 2002; Cuadro 1).

AQP1 es la mas abundante en las membranas animales. Ha sido la AQP prototipo dado que
fue la primera en ser descrita y por tanto es la mas estudiada hasta el momento, lo cual a su
vez ha permitido conocer a todas las demas. Fue descubierta inicialmente en eritrocitos, pero
su presencia se ha demostrado en la mayor parte de los epitelios, sobre todo en el tibulo
proximal renal y el segmento descendente delgado del asa de Henle en el rifion, en todos los
tipos del endotelio y en los epitelios de cristalino y cornea. Existen otros epitelios en los cuales
se ha demostrado su ausencia como en la nefrona distal y las gldndulas salivales. Sin embargo,
parece estar presente en la mayoria de las membranas, aunque en muchas de ellas su papel

funcional permanezca sin ser dilucidado. Es la responsable de la alta permeabilidad al agua del
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asa de Henle, en los cuales es una de las proteinas mas abundantes tanto en la membrana

apical como en la basolateral (Nielsen et al. 1993).

Frecuentemente hay mas de una AQP en los 6rganos tipicamente disefiados para transportar

grandes volimenes de agua como el rifion. La distribucion de cada AQP es muy particular:

algunas son ubicuas (AQPI, 3 8 y 9), mientras otras se expresan solo en un tejido (AQPO y

AQP2). Numerosos estudios han demostrado que las AQPs son importantes en la homeostasis

y sefializacion neuronal.

Localizacion de las AQPs en tejidos y el sistema nervioso de mamiferos.

Cuadro 1

SISTEMA
ACUAPORINAS TEJIDO NERVIOSO
AQPO Cristalino
AQP1 F.rltro.atos, rifién, SNC y SNP
intestino , cerebro
AQP2 Rifién SNP
Piel, colon, pulmén,
AQES Cerebro y rifién SNC
Cerebro, médula
AQP4 espinal, rifién, SNC y SNP
intestino, ojo, pulmoén.
AQP5 Glandulas secretora?, SNIC
cerebro, pulmén y ojo
AQP6 Rifién
Ovario, testiculo,
AQP7 rifién y tejido adiposo
Colon, placenta,
AQP8 cerebro, pancreas, SNC
higado y corazén.
Cerebro, higado,
AQP9 testiculos y bazo SNC
AQP10 Intestino delgado.
Hepatocitos, intestino,
AQP11 glandulas salivales,
testiculo
AQP12 Péancreas
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1.5.4 Acuaporinas en el sistema nervioso

Ha habido un creciente interés en la localizacion y el potencial papel de las acuaporinas en el
SN en los ultimos afos. Gran parte de la informacion proviene de estudios sobre AQP4, uno
de los primeros subtipos descritos y el mas abundantemente expresado en el SNC. Sin
embargo, otros cinco miembros de la familia de las acuaporinas (AQP1, AQP3, AQP5, AQP8
y AQP9) se han identificado hasta ahora en el cerebro de roedores, siendo tres las mas
estudiadas: AQP4, que es la forma predominante en el cerebro, la médula espinal y el nervio
optico. Se expresa en astrocitos y en células ependimales, AQP1 se expresa en las células
epiteliales y en el plexo coroideo, y la AQP9 que estd implicada en la formacion de edemas
cerebrales y en remover los iones de K™ que se liberan durante la actividad neuronal. AQP1
juega un papel en la formacion del fluido cerebroespinal y en la médula espinal posiblemente
tenga un papel en la remodelacion y plasticidad axonal que es necesario para los procesos
sensoriales normales (Nesic et al, 2008) y la AQP9 posiblemente juega un papel en el
metabolismo energético. Las tres AQPs en el cerebro se regulan a la alta en astrocitos
reactivos (en respuesta a una lesidon), asi como en tumores cerebrales (Zelenina, 2010).
También se ha visto que los ratones que no expresan AQP4 estdn protegidos del edema
cerebral citotdoxico que ocurre cuando el agua se introduce de las porciones intersticiales del
cerebro a las células (Papadopoulos y Verkman 2007).

En el SNC la AQP1 se expresa selectivamente en las microvellosidades de la membrana apical
del epitelio coroideo lateral de los ventriculos tercero y cuarto (Verkman 2002). Las células
epiteliales del plexo coroideo ventricular son las responsables de secretar el fluido
cerebroespinal a los ventriculos del cerebro. Estas células estdn polarizadas, expresan
diferentes transportadores i6nicos en la membrana apical y basolateral, creando un gradiente
osmotico que dirige el flujo unidireccional de agua. Por ello, se cree que son las AQPs las que
regulan el movimiento del agua en la formacion del fluido cerebroespinal (Speake et al., 2003;
Lehmann et al., 2004). La delecion de la AQP1 genera una reduccion en la produccion del
fluido cerebroespinal, asi como una reduccion en la presion intracraneal de cerca del 50%
(Oshio, 2005). Curiosamente un pequefio nimero de personas han sido identificadas con una

severa o total deficiencia de AQPI. Sorprendentemente, estas personas son sanas
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generalmente, pero muestran un defecto en la capacidad de concentrar solutos en la orina y de
conservar agua cuando se les impide tomarla. Ratones con AQP1” también muestran
deficiencia en la conservacion del agua debido a la incapacidad de concentrar solutos en la
médula del rifion (Carbrey y Agre, 2009). También existen evidencias de que la AQPI se
expresa en los astrocitos reactivos del cerebro en condiciones patologicas. Por ejemplo se ha
visto que la AQP1 se acumula cuando se generan contusiones, en hemorragias subaracnoideas,
en la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, en infartos cerebrales y en la esclerosis multiple.
También se ha descrito en los astrocitos corticales durante las etapas tempranas de la
enfermedad de Alzheimer (Albertini y Bianchi, 2010).

En la médula espinal posiblemente la AQP1 tenga un papel importante en el crecimiento
axonal durante la embriogénesis, asi como en la remodelacidon y plasticidad sinaptica que se
requiere para los procesos sensoriales normales. También se expresa en las células
ependimales de la médula espinal alrededor del canal central y en las fibras sensoriales de la
lamina superficial del asta dorsal (Oshio et al., 2006). Cuando se genera una lesion en la
médula espinal los astrocitos reactivos y las células ependimales que se encuentran alrededor
de la lesion incrementan la expresion de AQP1 (Nesic et al., 2008) y los axones sensoriales
incrementan su expresion durante los primeros 11 meses después de la lesion. También se ha
visto que tanto en la médula espinal sin lesionar como en la lesionada, la AQP1 co-localiza
con GAP-43, que es una molécula localizada en los conos de crecimiento de las neuritas, en
particular en las fibras nerviosas no mielinizadas (Albertini y Bianchi, 2010).

En el SNP la AQP1 se describié por primera vez en los ganglios sensoriales craniales
(Matsumoto et al., 2004), y trabajos posteriores mostraron la presencia especifica del RNA
mensajero en el nucleo caudalis del nervio trigémino, asi como en pequefias neuronas
amielinicas y fibras nerviosas del ganglio de la raiz dorsal (GRD), las cuales son regiones
donde se procesa la informacion de dolor (Oshio et al., 2006). Algunos estudios han mostrado
evidencia indirecta de que la 6smosis contribuye a la percepcion del dolor. Hace mas de
cuarenta afios Hitchcock (1969) mostré que cuando se les inyectaba intratecalmente salina fria
a pacientes con dolor intratable se generaba un alivio inmediato. Posteriormente se reporto la

colocalizacion de la AQP1 con la substancia P y los receptores de capsaicina en GRD, esto
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sugirié que la AQP1 se expresa en las neuronas nociceptivas y que posiblemente contribuye al
proceso de senales de dolor (Oshio et al., 2006). Un trabajo mas extensivo con ratones AQP1--
mostraron una reducciéon en la respuesta al dolor por frio comparados con los normales
(Oshio, 2006; Zhang y Verkman, 2010), sugiriendo que las acuaporinas deben jugar un papel
importante en la via del dolor. También se ha reportado la presencia de AQP1 en el sistema
entérico humano, en los ganglios pancreaticos y en el nervio ciatico (Gao et al., 2006). Sin
embargo, estudios recientes muestran que AQP1 se expresa en las neuronas entéricas pero no
en las mientéricas, y no la detectan en células gliales del plexo submucosal (Arciszewski et al.,
2011).

En los tumores cerebrales, la expresion de AQP1 se incrementa en correlacion con el grado de
malignidad (Albertini y Bianchi, 2010). La AQP1 que normalmente se encuentra restringida al
epitelio coroideo, se expresa altamente en los glioblastomas humanos, sugiriendo un papel
patoldgico importante. Los tumores cerebrales tienen la tendencia de causar edema en los
tejidos adyacentes y en los astrocitomas la AQP1 se encuentra en las células endoteliales y en
los astrocitos neoplésticos, mientras que en los carcinomas metastaticos se observa en las
células endoteliales y los astrocitos reactivos (Lehmann et al., 2004). También se ha propuesto
que la AQPI tenga un papel en la migracion celular. En ratones AQP1”- los tumores crecen
mas lentamente y contienen menos vasos sanguineos que los tumores que si la expresan
(Saadoun et al., 2005). Estudios posteriores mostraron que las AQPs incrementan la migracion
celular independientemente del tipo de AQP que sea o del tipo de célula que esté involucrada
(Tait et al., 2007). Sin embargo, no se sabe la relevancia de la AQP1 en humanos, dado que
los humanos nulos para AQP1 no parece que sufran un decremento en la angiogenesis y al

menos una de estas personas ha muerto de cancer (Carbrey y Agre, 2009).
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque numerosos estudios han reportado la localizacion y funcion de AQP en el SNC, poco
se sabe sobre su expresion y funcion en el SNP. En particular ha habido controversia sobre la
localizacion de las AQPs en este ultimo. Se ha reportado la expresion de la AQP-1 en el
sistema nervioso entérico, también en los ganglios dorsales, en el trigémino, en los nodosos y
en los nervios periféricos. También recientemente la AQP-2 se ha reportado en las células de
Schwann de los ganglios dorsales y trigéminos durante condiciones de dolor (Albertini y
Bianchi 2010).

Por lo tanto, con el fin de profundizar en el estudio de las AQPs en el SNP, el presente
proyecto tiene el proposito de estudiar la expresion de la AQP1 en el nervio ciatico de la rata
determinando la localizacion celular de la misma. Estudios preliminares en el laboratorio
muestran que la AQP-1 se expresa en el nervio cidtico, por lo que se establecera la

localizacion precisa de esta acuaporina en condiciones normales.

II1. JUSTIFICACION

La evidencia actual indica la importancia de las AQPs en el mantenimiento de un medio
ambiente osmotico interno estable, el cual es esencial para la actividad cerebral normal. Sin
embargo, se sabe poco sobre la expresion y funcion de las AQPs en las células gliales del SNP.
Con el fin de conocer el papel que juegan las AQPs en el SNP primero es importante
determinar la localizacion de éstas para después tratar de definir su funcion. Por eso se llevara
a cabo la localizacion de la AQP1 en el nervio ciatico normal. Una vez definida su
localizacion se puede tratar de inferir y estudiar la funcion de la AQP1 en las diferentes

regiones en que se expresa esta acuaporina en los nervios periféricos.
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IV. HIPOTESIS

Dada la importancia de las acuaporinas en la regulacion del agua para una homeostasis celular,
es posible que la AQPI1 presente patrones de distribucidon y localizacion polarizadas tanto en

las CSFM como en las CSNFM.

V. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la expresion y localizacion de la AQP-1 en el sistema nervioso periférico del nervio

ciatico de la rata.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

* Determinar la expresion de AQP1, AQP2, AQP4 y AQP9 en el nervio cidtico mediante
RT-PCR.

Determinar la localizacion de la AQP1 en las CSFM y CSNFM utilizando anticuerpos
especificos para cada una de estas células haciendo dobles inmunohistoquimicas; esto
con el fin de establecer si la AQP1 se expresa en las CSFM o en las CSNFM o en
ambas.

Dado que las CSFM son células polarizadas se determinara la expresion de AQP-1 en
estas células realizando dobles inmunohistoquimicas utilizando anticuerpos especificos

para cada una de las regiones presentes en las CSFM.
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VI. IMPLICACIONES ETICAS

En el campo de la investigacion se manejan criterios €ticos bien establecidos a nivel
internacional tanto cientificos y biologicos inherentes a la investigacion, destacando el
respecto hacia los seres vivos involucrados en el trabajo experimental y la honestidad en la

obtencion de los resultados que seran dados a conocer a través de una publicacion.

En este proyecto se respetaran las caracteristicas que deben acompaiiar a toda investigacion. El
manejo honesto de los resultados obtenidos tanto en la observacion como en la
experimentacion en hards de proporcionar informacion confiable sobre el conocimiento de las
AQPs en el sistema nervioso.

Por otro lado, no se debe olvidar que la investigacion en biologia emplea modelos animales,
encaminada a elucidar los mecanismos que controlan los procesos vitales del desarrollo, la
funcion y el comportamiento e interaccion de los seres vivos. Para poder emplear a los
animales en el laboratorio es indispensable regular su manipulacion ya que se trata de seres

ViVos.

VII. T1PO DE ESTUDIO

Experimental, descriptivo y prospectivo.
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VIII. METODOLOGIA

8.1 Material biologico

Se emplearon ratas Wistar macho de 200 a 300 g. Los animales fueron proporcionados por el
bioterio del Instituto de Fisiologia de la UNAM. Estas fueron manejados de acuerdo con la

norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999.

8.2 Extraccion de tejidos

El nervio ciatico fue extraido en condiciones asépticas después de sacrificar al animal
mediante la inhalacion prolongada de éter etilico. Se cortd el nervio ciatico por sus extremos
tratando de que éste fuera lo mas largo posible y evitando cortar una vena para no derramar
sangre en el area. El nervio se colocd en una solucion de PBS (2.68 mM KCl, 1.47 mM
KH2PO4, 136.9 mM NaCl, 1.45 mM Na2HPO4 pH 7.4) para la extraccion de RNA, proteinas

y para la realizacion de laminillas usadas en inmunohistoquimica e inmunofluorescencia.

8.3 Extraccion de RNA

El RNA de los tejidos (nervio cidtico, riiidn, pulmon, higado y cerebro) se extrajo utilizando
TRIZOL (GIBCO-BRL). Se colocé de 50-100 mg de tejido fresco de rata en 1 mL de TRizol,
y se homogenizo6 perfectamente; se transfiridé a un tubo limpio y se centrifug6 a 12,000 g por
10 min a 4°C. El sobrenadante se incubo por 5 min de 15-30 °C. Posteriormente se adicionaron
0.2 mL de cloroformo alcohol isoamilico 24:1, se agitd vigorosamente, se incubd de 15-30 °C
por 3 min y se centrifugd a 12,000 g por 15 min a 4 °C. La fase acuosa se transfiri6é a un tubo
limpio y se agregaron 0.5mL de alcohol isopropilico, se incubd de 15-30°C por 10min y se
centrifugd durante 5 min a 7,500 g a 4°C. Se decant6 el sobrenadante y el precipitado de RNA
se dejo secar de 5-10 min a temperatura ambiente. El precipitado se disolvié en 0.1 mL de
agua ultrapura libre de RNasas y se incub6 por 10 min a 55-60°C. La concentracion de RNA
de cada muestra se determiné por espectofotometria a 750 nm. EI RNA se almacen6 a -70 °C

hasta su uso.
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8.4 Diseiio de primers

Se disefiaron pares de oligonucleotidos o “primers” para efectuar la amplificacion de AQP1,
AQP2, AQP4 y AQP9 en el nervio ciatico asi como en otros tejidos. Los primers se disefiaron
con el programa Vector NTI advance ™ a partir de la secuencia de RNAm de cada AQP. La
longitud de los primes fue de 20-25 pb, con un contenido de G-C de 50-55 %, temperatura de
fusiéon (Tm) de 55-60 °C, diferencia en Tm menor de 2.0°C y en G-C menor de 5% para cada
par de oligos. Los oligos disenados tenian una longitud promedio de 200-500 pb. Ademas, se
evitaron todos aquellos que formaran dimeros o estructuras secundarias con valores de energia
libre menor a -2.0 Kcal/mol y 1.0 Kcal/mol respectivamente. Todos estos parametros se
tomaron en cuenta para obtener oligos que amplificaran de manera eficiente bajo las
condiciones de PCR. Finalmente, se probd la especificidad de cada oligo utilizando el
algoritmo de busqueda de alineamiento de NCBI (Blast, Basic Local Aligment Search Tool) y

se eligié tinicamente el que presentd el coeficiente de alineamiento mas alto.

8.5 Amplificacion de RNA por RT-PCR

El RNA obtenido se empled para realizar los ensayos de RT-PCR. Para realizar la conversion
de RNA a DNA complementario (cDNA) se utiliz6 1ul de primers y 500 ng de RNA. La
muestras se incubaron a 94 °C por 5 min. Posteriormente se adiciono la mezcla de reaccion, la
cual contiene 4 pl de buffer de RT (250mM Tris-HCL pH 8.3, 375mM KCl, 15 mM MgCl,),
2ul de ditiotritol 0,1M (DTT), 0.9ul de transcriptasa reversa (40U/ul superScript I de GIBCO-
BRL) y 0.7 ul de dNTPs 10nmM. La secuencia de amplificacion fue de 25 °C por 10 min, 42
°C durante 60 min y finalmente 70 °C por 15 min. EL ¢cDNA se incub6 durante 20 min con
0.8ul de ribonucleasa H (RNasa H 2U/ul, Invitrogen) a 37 °C para degradar las cadenas
hibridas. Se emplearon 2 ul de cDNA para el ensayo de PCR con las condiciones de
amplificacion: 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 4 min, alineamiento a 56 °C por 1
min y extension a 72 °C por 1 min. Las secuencias amplificadas se corrieron en un gel de
agarosa al 2% tenidos con 0.5 pg/ml de EtBr. La visualizacion de los productos amplificados
se realizd utilizando el programa Kodak 1D Image Analysis Software 3.5 system utilizando los

parametros estandar del programa. Los amplicones especificos fueron corroborados por
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analisis de restriccion empleando diferentes endonucleasas PsT1, Hinf I y Ava II (10U/pul,

Promega,) a 37 °C.

8.6 Extraccion de Proteinas

Se extrajeron proteinas totales de diferentes tejidos: rifion, nervio ciatico, corteza cerebral,
cerebelo, nervio Optico. Cada muestra se homogenizd con buffer de extraccion de proteinas
(2% SDS, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA y 5 mM Tris, pH 7.2) e inhibidores de proteasas
(aprotinina, inhibidor de tripsina, leupetina (10 pg/ml) y PMSF (100 uM). Los tejidos fueron
macerados 20 veces en un homogenizador, el homogenado se transfirio a un tubo de 1.5 ml y
se hirvié durante 5 min. Una vez hervidas las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm (9,600
g), 10 min a 4°C y se recuperd el sobrenadante. Las proteinas se almacenaron a -70°C hasta su

uso.

8.7 Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar las proteinas se empleo el kit Dc Protein Assay (Bio-Rad). Se realiz6 una
curva estandar de concentraciones graduales de 0, 0.5, 1, 1.5 y 2 mg/ml de albimina. Se
tomaron 10 pl de cada dilucidn, asi como de cada una de las muestras y se agregaron 50 pl del
reactivo A’ (20 pl del reactivo S en 1 ml de reactivo A) y 400 ul de reactivo B y se dejo
reaccionar durante 15 min. Se mididé la absorbancia a 750 nm en un espectrofotdmetro
SmartSpec™ Plus (Bio-Rad). Con las absorbancias obtenidas de la curva estandar se realizd
una regresion lineal para obtener una curva que permitio calcular la concentracion de proteina

obtenida en cada una de las diferentes muestras. Se emplearon concentraciones de 5, 25 y 40

ng.

8.8 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Para realizar la electroforesis se prepar6 un gel de poliacrilamida al 10%. Se colocaron 10 ml
de “resolving gel” (10% acrilamida, 0.375 M Tris pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% AMPS y 0.04%
TEMED) en la camara de electroforesis. Una vez polimerizado se colocaron 2 ml de “stacking

gel” al 4% (4% acrilamida, 0.126 M Tris pH 6.8 ,0.1% SDS, 0.1% AMPS 0.01% TEMED). En
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seguida se coloco el peine de 10 pozos y se dejo polimerizar otros 20 min. Se colocd el buffer
de corrida (0.025M Tris, 0.192M Glicina, 0.1% SDS, pH 8.5-8.7) y se cargaron las diferentes
muestra en los pozos colocando las proteinas mas el buffer de carga (0.125M Tris, 4% SDS,

Glicerol, 10% mercaptoetanol) en cada uno, se corrieron a 40 mA durante 1 h.

8.9 Transferencia

Las proteinas fueron transferidas electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa
Hybond-ECL (Amersham Biosciences) donde quedan inmovilizadas. El gel y la membrana se
colocan entre papel filtro saturado de buffer de transferencia (0.025M Tris, 0.192M glicina,
20% metanol). Este “sandwich” se trasladdo al equipo ECL Semi-Dry Transfer Unit
(Amersham Biosciences) y se aplicaron 30V durante 60 min. Para asegurar la eficacia de la
transferencia, la membrana fue tefiida por 3 min con Rojo Ponceau S al 0.1 % en acido tricloro

acético.

9.0 Tincion con azul de Coomassie

La tincion con Coomassie (0.06% azul de Coomassie R-250, 30% metanol y 10% 4&cido
acético) se llevd a cabo para tefiir el gel después de haber realizado la transferencia y
comprobar los residuos de proteina en éste. El gel permanecié con el colorante durante toda la
noche y posteriormente se lavo con solucion destefiidora (10% 4cido acético) en un intervalo

de 2 a4 hy con agua corriente.

9.1 Western Blot

Después de la transferencia, la membrana se incubd en leche al 10% en TBST (10 mM Tris,
150 mM NaCl y 0.05% Tween, pH 8.0) durante toda la noche. Se coloco el anticuerpo
primario conejo anti-AQP1 (1:300, Proteintech group) en TBST durante 3 hrs. Después la
membrana se incub6 con biotina anti-conejo (1:3000, Vector) en TBST durante 1h. Se incubd
la membrana con el reactivo AB (Vectastain ABC kit, Vector), durante 30 min. Después de
cada incubacion se realizaron 3 lavados con TBST por 5 min. Para revelar la membrana, ésta

se extendio entre dos acetatos y se coloco sobre la membrana el reactivo de Amersham ECL
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(GE Healthcare) durante 2 min protegido de la luz. Posteriormente se coloca sobre el acetato
una pelicula de Hyperfilm ECL (GE Healthcare) por 3 min de exposicion, para capturar la
sefal del anticuerpo. Después de retirar la pelicula, se sumerge en un revelador “Kodak GBX
Developer and replenisher” durante 1 min, se lava con agua 1 min, con fijador 1 min y
finalmente con agua. Todo el procedimiento de revelado se realizd en un cuarto oscuro.
Finalmente la membrana fue reutilizada, previo tratamiento con solucion para desnudar
membrana (10mM B-mercaptoetanol, SmM Tris-HCI, SDS 2%), 30min a 50°C con anticuerpo
primario ratdén anti-actina (1:40.000, Millipore) y biotina anti-raton (1:300) para

normalizacion.

9.2 Inmunohistoquimica

En portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina se realizaron extensiones de nervio ciatico con la
finalidad de separar los nervios. Las laminillas preparadas con el tejido se dejaron secar al
menos una hora y posteriormente se fijaron durante 10 min con metanol (Sigma-Aldrich) ¢ 15
min con paraformaldehido 4% (PF 4%) en buffer de fosfatos (0.1M NaH2PO4 y 0.1M
Na2HPO4, pH 7.4). Se bloquearon con leche al 10% en PBS a 4 °C durante 3h.
Posteriormente se coloco el primer anticuerpo conejo anti-AQP1 (1:500, Proteintech group)
diluido en PBS, con 10 pl de leche al 10% y 1.5 pl de Tween 20 (Sigma), en cdmara himeda
toda la noche a 4°C. Se coloco el reactivo AB ( durante 30 min en cdmara humeda y
posteriormente se revelo el marcaje con DAB (3,3"-diaminobenzidina, Sigma) durante 7 min.
Después de cada incubacién se realizan 3 lavados con PBS por 5 min. Las muestras fueron
contratefiidas con Tionina (Sigma-Aldrich). Se colocaron en agua ultrapura durante un minuto
y luego se tifieron con tionina 1.3% durante 3.5 min. Después de dos lavados con agua
ultrapura se colocaron en alcohol al 50%, 70%, 80%, 90% y alcohol absoluto cada uno durante
un min, finalmente se colocaron en Xilol durante 2 min. Las muestras se montaron con

Permount (Fisher Chemical) y se observaron en el microscopio dptico Olympus BX60.
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9.3 Doble inmunofluorescencia

Para realizar dobles inmunofluorescencia se realizaron los mismos pasos que con la
inmuhistoquimica descritos en la seccidon anterior hasta la incubacidon con el primer anticuerpo
anti-AQP1. Posteriormente se colocd conejo anti-biotina (1:300) por 1 h y fluoresceina
(1:1000) por 30 min. También se realiz6 el marcaje con raton anti-GFAP (Proteina acida
fibrilar glial, 1:1500, Sigma-Aldrich), raton anti-MBP (

proteina bésica de mielina, 1:500, Calbiochem), ratéon anti-Ankirina G (1:300) y ratoén anti-
actina (1:1500, Sigma-Aldrich) todos se incubaron de 2-3 horas ¢ toda la noche en camara
himeda, y posteriormente se colocd Alexa rojo 568 (1:3000, Invitrogen) incubado 1 h en frio,
después de lavar con PBS se marcaron los nticleos con Hoechst 1X por 7 min, se lavo 3 veces
con PBS y se montaron con VectaShield (Vector) para su observacion en el microscopio de

fluorescencia. Para el control negativo no se coloco el primer anticuerpo.

9.4 Toma de fotografias y analisis de imagenes

Para tomar las fotografias de los campos observados en el microscopio Optico de fluorescencia
se utiliza una camara Q Imaginig (QI Click) y las imagenes se analizan con el programa Q-
Capture e Image J para Mac XO. Para los Western Blots se emplea una camara Kodak DC290

Z0OOM vy las imagenes se analizan con el programa Kodak 1D version 3.5.
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IX. RESULTADOS
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Acuso recibo de su articulo “La AQPI se localiza en las incisuras de Schmidt-Lanterman y en la
region paranodal del nervio cidtico de la rata”. registrado en esta direccion editorial en el
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9.2 Manuscrito

La AQP1 se localizada en las incisuras de Schmidt-Lanterman y en la region
paranodal del nervio cidtico de la rata.

Edith Segura-Anaya!?, Alejandro Martinez-Gomez!, Myrna Dent!.

Laboratorio de Biologia Molecular y Neurociencias, Facultad de Medicina, Universidad
Autonoma del Estado de México. Apartado Postal 428, C.P. 50000, Toluca, Edo. Méx.,
Meéxico.

2 Programa de Maestria en Ciencias de la Salud. Universidad Autonoma del Estado de México.

RESUMEN

Las acuaporinas (AQPs) son una familia de proteinas de membrana que forman canales de
agua. Existen 13 tipos de acuaporinas, las cuales tienen una distribucion diferente en los
tejidos, con multiples papeles fisiologicos. AQP1, AQP2, AQP4 y AQP9 se han encontrado en
el sistema nervioso y estan principalmente involucrados en el movimiento de agua del tejido
nervioso. AQP1 se expresa principalmente en el plexo coroideo, AQP2 se encuentra en las
fibras nerviosas, mientras que AQP4 y AQP9 estan ampliamente localizados en las células
astrogliales en el cerebro y la médula espinal. La expresion de acuaporinas en el sistema
nervioso periférico ha sido poco estudiada. En este trabajo se mostrdé que AQP1 se expresa en
el nervio ciatico de la rata, tanto a nivel de¢ ARNm como de proteina, pero no AQP2, AQP4 y
AQP9. Mediante inmunohistoquimica AQP1 fue localizada tanto en las células de Schwann
que forman mielina como en las que no forman. En las células de Schwann que forman
mielina se localiza en las incisuras de Schmidt-Lanterman, asi como en la regién paranodal.
Estos resultados sugieren que AQP1 se encuentra polarizada en el nervio ciatico y podria tener
un papel importante en el mantenimiento de la vaina de mielina y posiblemente en la

propagacion del impulso nervioso.

Palabras clave: Acuaporinas, células de Schwann, mielina.
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ABSTRACT

The aquaporins (AQPs) are a family of water channels proteins. There are 13 types of
aquaporins, which have a different distribution in tissues with multiple physiological roles.
AQP1, AQP2, AQP4 and AQP9 have been found in the nervous system and are involved
mainly in the water movement of the nervous tissue. AQP1 is mainly expressed in the choroid
plexus, AQP2 is found in the nerve fibers while AQP4 and AQP9 are broadly localized in
astroglial cells in brain and spinal cord. Aquaporins expression in the peripheral nervous
system has been poorly studied. In the present study, the expression and localization of AQP1
was studied in the rat sciatic nerves. AQP1 was abundantly expressed within these nerves at
both the protein and mRNA while AQP2, 4 y 9 were not found. Inmunohistological analyses
showed that AQP1 is localized in myelinating and nonmyelinating Schwann. In myelinating
Schwann cells AQP1 is localized in the Schmidt-Lanterman Incisures (SLI) and in the
paranodal region of the nodes of Ranvier. These results suggest that AQP1 is polarized in the
sciatic nerve suggesting that AQP1 might play an important role in the maintenance of the

myelin sheath and possibly in the propagation of .the nerve impulse.

Key words: Aquaporin, Schwann cells, myelin
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1. INTRODUCCION

Las acuaporinas (AQPs) son una familia de proteinas de membrana que facilitan la difusion de
agua a través de la membrana, expresadas en epitelios, endotelios y en muchos otros tipos
celulares donde juegan un papel fisiologico muy importante (Verkman, 2008; Carbrey y Agre,
2009). En mamiferos se han descrito hasta el momento 13 AQPS (AQP 0-12) (Agre et al.,
2002). En el cerebro y en la médula espinal se han reportado seis AQPs que incluyen AQP1,
AQP3, AQP4, AQPS5, AQP8 y AQP9 (Tait et al., 2008). Estudios en animales transgénicos
revelan importantes funciones de AQP1 en la secrecion del liquido cefalorraquideo y en la
sensacion del dolor (Oshio et al., 2005; Zhang y Verkman, 2010). La AQP4, principal AQP en
el SNC, participa principalmente en la formacion del edema cerebral, la migracion de
astrocitos y la neuroexcitacion (Papadopoulos y Verkman, 2013), mientras que la AQP9 se
encuentra involucrada con el metabolismo energético (Zelenina, 2010).

En contraste, la expresion y funcion de las AQPs en el sistema nervioso periférico (SNP) ha
sido menos estudiado. Mobasheri y Marples (2004) reportaron la expresion de AQP1 en el
SNP de humanos, mientras que Matsumoto et al. (2004) describieron la expresion de RNAm
de AQPI en el ganglio trigémino, ambos empleando microarreglos. (Mobasheri y Marples,
2004). A la fecha se ha reportado la expresion de tres AQPs que incluyen AQP1, AQP2 y
AQP4 localizadas en las neuronas o células gliales en los ganglios del trigémino,
terminaciones periodontales de Ruffini, ganglios de la raiz dorsal, y el sistema nervioso
entérico (Tonghui et al., 2012). Oshio et al. (2006) y Gao et al. (2006) demostraron la
inmunolocalizacion de AQPI1 en cortes de nervio cidtico en humanos y en ratones
respectivamente. Sin embargo, ningin estudio muestra datos claros de colocalizacion con
marcadores de neuronas o de células gliales, por lo que se desconoce si AQP1 se expresa en
las de células de Schwann (CS) o en las fibras nerviosas. En el SNP se describen dos tipo de
células gliales, células de Schwann (CS) que forman mielina (CSFM) y las que no forman
mielina (CSNFM). Las CSFM se encuentran polarizadas ya que tienen adaptaciones
estructurales y moleculares unicas que promueven la conduccion saltatoria. La mielina del

SNP contiene capas de membrana compacta, regiones con citoplasma de mielina no compacta,
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la membrana abaxonal (externa), la membrana adaxonal (interna) y las regiones del nodo de
Ranvier (Salzer et al., 2008). Los internodos también contienen una serie de canales
citoplasmaticos conocidas como incisuras de Schmidt-Lanterman (ISL), que son una
estructura conica como embudo que atraviesa la mielina compacta. La arquitectura subcelular
y molecular del nodo de Ranvier contiene regiones altamente diferenciadas (Salzer et al.,
2008). En el presente estudio, se determindé por RT-PCR la expresion de la AQP1, AQP2,
AQP4 y AQP9 en el nervio ciatico de la rata mostrando que tinicamente AQP1 se expresa en
el nervio ciatico tanto a nivel de RNAm como de proteina. Mediante inmunohistoquimica
AQPI se localiza tanto en las CSFM, como en las CSNFM. En las CSFM se expresa en forma
polarizada, principalmente en las ISL y en los nodos de Ranvier, posiblemente en los
paranodos, sugiriendo que AQP1 debe tener un papel importante en el mantenimiento de la

vaina de mielina y posiblemente en la propagacion del impulso nervioso.

2. MATERIALES Y METODOS

Se emplearon ratas Wistar macho de 200 a 300 g para obtener diferentes tejidos. Estas fueron
manejadas de acuerdo con la norma oficial mexicana para la produccion, uso y cuidado de

animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999).

Obtenciéon de nervio ciatico

El nervio ciatico (NC) fue extraido en condiciones asépticas después de sacrificar al animal
mediante la inhalacion prolongada de éter etilico. El nervio se coloco en una solucion de PBS
(2.68 mM KCI, 1.47 mM KH2PO4, 136.9 mM NacCl, 1.45 mM Na2HPO4 pH 7.4) para la
extraccion de RNA, proteinas y para la realizacion de laminillas usadas en

inmunohistoquimica e inmunofluorescencia.

RT PCR
El RNA total de los tejidos (nervio cidtico, rifion, pulmoén, higado y cerebro) fue aislado

utilizando TRIZOL (GIBCO-BRL). El DNA complementario (cDNA) fue generado a partir de

500 ng de RNA usando transcriptasa reversa (Superscript II, GIBCO-BRL) antes de ser
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amplificado por PCR. Los primers usados en este estudio se encuentran en la Tabla 1. Se
emplearon 2 pl de cDNA de cada muestra la amplificacion con cada par de primers. Se usé
PCR estandar con el siguiente programa de amplificacion: 35 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C por 4 min, alineamiento a 56 °C por 1min y extension a 72 °C por 1 min. Los productos de
PCR se analizaron en geles de agarosa al 2% y visualizaron bajo luz UV. Los fragmentos
obtenidos se digirieron empleando las endonucleasas (10U/pl, Promega) que se muestran en

la Tabla 2.

Western blot

Se extrajeron proteinas totales de diferentes tejidos: rifidn, nervio ciatico, corteza cerebral,
cerebelo y nervio optico. Cada muestra fue solubilizada con buffer de extraccion de proteinas
(2% SDS, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA y 5 mM Tris, pH 7.2) e inhibidores de proteasas
(aprotinina, inhibidor de tripsina, leupetina (10 pg/ml) y PMSF (100 uM). El lisado de
proteinas fue centrifugado a 10 000 rpm (9,600 g), 10 min a 4°C y se recuperd el
sobrenadante. La concentracion de proteina fue cuantificada usando el kit Protein Assay (Bio-
Rad) con albumina bovina como estandar. Proteinas de rindn, corteza y nervios, 5, 25 y 40 ug
respectivamente fueron separadas por PAGE-SDS estandar en geles de poliacrilamida al 10%
para posteriormente ser transferidas electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa
Hybond-ECL (GE Healthcare) donde quedaron inmovilizadas. La membrana se incubd en
leche al 10% en TBST (10 mM Tris, 150 mM NaCl y 0.05% Tween, pH 8.0) durante toda la
noche. Posteriormente, la membrana se incub6 con el anticuerpo primario conejo anti-AQP1
(1:300, Proteintech group) por 3 hrs, con biotina anti-conejo (1:3000, Vector) por 1h y con el
reactivo AB (Vectastain ABC kit, Vector) por 30 min. Después de cada incubacion se
realizaron 3 lavados con TBST por 5 min. Para revelar la membrana se coloco el reactivo de
Amersham ECL (GE Healthcare) durante 2 min protegido de la luz y la sefal se capté con una
pelicula de Hyperfilm ECL (GE Healthcare) después de 3 min de exposicion. Finalmente la
membrana fue reutilizada, previo tratamiento con solucion para desnudar membrana (10mM
B-mercaptoetanol, SmM Tris-HCI, SDS 2%) 30min a 50°C, con el anticuerpo primario ratén

anti-actina (1:40.000, Millipore) y biotina anti-ratén (1:300) para normalizacion.
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Inmunohistoquimica

Los nervios se colocaron sobre portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina y se separaron
suavemente en una gota de PBS con agujas calibre 23 como se ha reportado anteriormente
(Jessen y Mirsky, 1984). Las laminillas preparadas con el nervio fueron fijadas durante 10 min
con metanol (Sigma-Aldrich). Se bloquearon con leche al 10% en PBS por 3h a 4°C.
Posteriormente se coloco el primer anticuerpo conejo anti-AQP1 (1:500, Proteintech group)
diluido en PBS, con 10 pl de leche al 10% y 1.5 ul de Tween 20 (Sigma), en cdmara himeda
toda la noche a 4°C. Se coloco el reactivo AB durante 30 min en camara hiimeda y
posteriormente se revelo el marcaje con DAB (3,3 -diaminobenzidina, Sigma) durante 7 min.
Después de cada incubacion se realizan 3 lavados con PBS por 5 min. Las muestras fueron
contratefiidas con 1.3 % de Tionina (Sigma-Aldrich) durante 3.5 min. Después de dos lavados
con agua ultrapura se colocaron en alcohol al 50%, 70%, 80%, 90% y alcohol absoluto cada
uno durante un min y finalmente en Xilol durante 2 min. Las muestras se montaron con

Permount (Fisher Chemical) y se observaron en el microscopio 6ptico Olympus BX60.

Doble Inmunofluorescencia

Para realizar dobles inmunofluorescencias se realizaron los mismos pasos que con la
inmuhistoquimica descritos en la seccion anterior hasta la incubacion con el primer anticuerpo
anti-AQP1. Posteriormente se colocd conejo anti-biotina (1:300) por 1 h y fluoresceina
(1:1000) por 30 min. También se realizd el marcaje con ratén anti-GFAP (proteina acida
fibrilar glial; 1:1500, Sigma-Aldrich), raton anti-MBP (proteina basica de mielina; 1:500,
Calbiochem), raton anti-Ankyrina G (1:300) y raton anti-actina (1:1500, Sigma-Aldrich) todos
se incubaron de 2-3 horas ¢ toda la noche en cdmara himeda. Posteriormente se colocd Alexa
rojo 568 (1:3000, Invitrogen) incubado 1 h en frio, después de lavar con PBS se marcaron los
nucleos con Hoechst por 7 min, se lavaron 3 veces con PBS y se montaron con VectaShield
(Vector) para su observacion en el microscopio de fluorescencia. Para el control negativo no se

coloco el primer anticuerpo.
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3. RESULTADOS

Expresion de AQPs en el SNP.

En este proyecto se estudio la localizacion de la AQPI1 en el nervio cidtico de la rata. Se
realizaron ensayos de RT-PCR en el nervio cidtico con AQP1, AQP4, AQP9 (por ser las
principales AQPS estudiadas en SNC) y AQP2. Aunque muchos estudios sugieren que AQP2
se expresa exclusivamente en membranas apicales en los tubulos distales y colectores renales
(Kwon et al., 2001) existe evidencia de que ésta tiene una localizacion extra-renal, que
incluyen ciertas zonas tanto del SNC (células ependimales, médula espinal, materia blanca

subcortical e hipocampo) como del SNP (nervios periféricos) (Mobasheri et al., 2005).

Los resultados muestran una banda de 363 pb que corresponde al amplicon esperado de AQP1
tanto en el nervio ciatico de la rata como en corazén, pulmon, rifion e higado (Figura 1A).
Aunque en el SNC se describe que AQP1 se encuentra principalmente en el plexo coroideo,
encontramos que diferentes regiones del cerebro: hipocampo, bulbo olfatorio, corteza cerebral,
cerebelo, médula espinal también expresan AQP1 a nivel de RNAm (Figura 1B). Para
comprobar la autenticidad del producto amplificado el amplicon de 363 pb, se digiri6 con la

enzima PsT1 la cual cort6 en los dos fragmentos esperados de 90 y 274 pb (Figura 1C).

Con el fin de identificar la presencia de la proteina se llevd a cabo un Western blot con
diferentes muestras. Para el caso del nervio cidtico se emplearon 40 pg ya que se pens6 que su
presencia seria muy pobre en comparacion con las muestras de corteza cerebral, cerebelo y
bulbo olfatorio donde se emplearon 25 pg o en el caso de rinén (control positivo) con 5 ug.
También se corrieron muestras de nervio Optico, a la misma concentraciéon que el nervio
ciatico ya que unicamente se reporta la presencia de AQP4 y AQP9 en el nervio 6ptico (Dibas
et al., 2010). Empleando el anticuerpo anti-AQP1 se observd la presencia de la banda de 28
KDa en todas las muestras estudiadas, incluyendo en nervio Optico, que corresponde a la
AQP1 (Figura 2D). Se observa que al igual que con el RNA, a nivel de proteina AQP1
también se expresa en todos los tejidos estudiados. En riiidén los niveles de AQP1 son muy

elevados, pues ain cuando se trabajé con una concentracidon muy baja, la expresion de la
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proteina es muy alta. Actina es una proteina abundante del citoesqueleto que se encuentra en

todas las células (True et al., 1990), por lo que se empled como control de carga.

Con el fin de determinar si otras AQPs se expresan en el nervio cidtico se llevaron a cabo
ensayos de RT-PCR para las AQPs 2, 4 y 9 (Figura 2). cDNA preparado no solo de nervio
cidtico sino también de cerebelo, rifion y bazo fueron amplificados usando primers de rata
para las AQPs 2, 4 y 9 (Tabla 1). La Figura 2A muestra los fragmentos amplificados tanto de
nervio ciatico como de tejidos control. La AQP2 se expresa en rifion, pero no asi en nervio
ciatico y cerebelo. La AQP4 se expresa en rifion, pero no en bazo ni nervio ciatico; en tanto
AQP9 se encuentra en cerebelo y bazo, pero no esta ni en riiidn ni en nervio ciatico. En
conclusion AQP2, AQP4 y AQP9 no se expresan en el nervio ciatico y se confirman las
diferencias de expresion de las AQPs ente el SNC y el SNP. Para determinar la autenticidad de
los productos amplificados se realiz6 un andlisis de restriccion de cada uno de ellos. En todos
los casos se obtuvieron los fragmentos esperados para cada uno de los productos amplificados

(Figura 2 B y Tabla 2).

Con la finalidad de determinar la especificidad del anticuerpo anti-AQP1 utilizado, se
realizaron inmunohistoquimicas en cortes histologicos de rinon, AQP1 se localiza s6lo en el
borde apical y basolateral de los tibulos proximales (Figura 3A y B), en concordancia con lo

reportado (Nielsen et al., 1993)

Expresion de AQP1 por inmunohistoquimica

Dado que por RT-PCR y Western Blot se observa la expresion y traduccion de AQPI1 en el
nervio ciatico se realizaron inmunofluorescencias para determinar su localizacion. La Figura 4
muestra el patron de marcaje del anticuerpo anti-AQPI1 en el nervio cidtico. AQPI se
encuentra tanto en las CSNFM como en las CSNFM. Las CSNFM presentan un marcaje
abundante, en todas las preparaciones (Figura 4A), al observarlas detalladamente se observa
que el patron de marcaje es granular y muy intenso a lo largo de toda la célula. En las CSFM
AQP1 se localiza principalmente en las ISL (Figura 4B, C y D) y en los nodos de Ranvier

(Figura 4C y E). El patrén de localizacion que encierra la region nodal es muy particular, pues
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a diferencia de otras proteinas como actina, la distribucion es asimétrica, es decir, en una gran
proporcion de nodos observamos que una parte del nodo se encuentra mas marcada que la otra
(Figura 4C y E). Cabe senalar que la presencia de las ISL marcadas con AQP1 en los nervios
es muy intensa, se aprecian entre 17- 22 ISL por internodo, destacando que su distribucion no
es equidistante, y pueden presentarse incluso cerca del nucleo de la célula (Figura 4B y G).
Morfolégicamente encontramos que las ISL tienen forma de embudo o cono que forman
canales en la mielina, pueden encontrarse en direccion opuesta y tienen una longitud variable
ademas coinciden, en muchos casos, con la formacién de varicosidades en la fibra nerviosa
(Figura 4D), esto coincide con lo reportado en la literatura (Ramol y Cajal, 1928). En la Figura
4G se muestra una reconstruccion de una fibra nerviosa mielinizada tefiidda con DAB en la que
se aprecia la presencia de 17 ISL dentro del internodo, todos presentan el marcaje intenso de la
proteina y se observa que su distribucion no es equidistante, los nodos que se encuentran a los
extremos del internodo mostraron el marcaje asimétrico descrito anteriormente. Reynold y
Heath (1995) dividieron el internodo en 4 regiones R1, R2, R3 y R4 que van de la region
proximal a la distal. El nucleo, esta en el centro divide a la region R2 y R3. Si el internodo de
la Figura 4G se regionaliza de la misma manera el nimero de incisuras marcadas con AQP1 es
R1=5, R2=4, R3=6 y R4=2, es decir, nuestros resultados coinciden con Reynolds y Heath ya
que el nimero de incisuras va R3>R1>R2>R4 sugiriendo que se tiene la misma polaridad y
que todas las incisuras se marcan con AQP1. En el control (sin el anticuerpo primario anti-
AQP1) no hay marcaje en las células, unicamente los nucleos tefiidos con tionina (Figura 4F).
En conjunto, estos resultados indican que AQP1 se expresa en ambos tipos celulares, con una

localizacion restringida a las ISL y a la zona nodal en las CSFM.

Expresion de AQPs haciendo dobles inmunofluorescencias

Para determinar especificamente la localizacion de la AQP1 se realizaron ensayos de dobles
inmunofluorescencias empleando anticuerpos especificos para las CSNFM, asi como para las

diferentes regiones de las CSFM, como son las ISL, la mielina y la region nodal.
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Se llevo a cabo el doble marcaje empleando anti-AQP1 (Figura 5A) y anti-GFAP (Figura 5B)
el cual es un marcador especifico de CSNFM. Como se observa en la Figura 5D ambas

moléculas colocalizan, es decir que existe expresion de AQP1 en las CSNFM.

En las CSFM, la AQP1 se aprecia en la region de mielina no compacta que incluye las ISL y la
region nodal. La morfologia de las ISL marcadas con AQP1 (Figura 6A) tiene mucha similitud
con los dibujos hechos por Ramén y Cajal en 1928. (Figura 6B). Empleando doble marcaje de
AQP1 con MBP (que marca mielina) o actina (que se expresa en las ISL) se puede apreciar la
localizacion de AQP1 en las ISL. Se observa el marcaje de AQP1 entre la mielina marcada con

MBP (Figura 7A, By C) y la colocalizacion de AQP1 y actina en las ISL (Figura 7D, E y F)

También se observo la presencia de AQP1 en los nodos de Ranvier. El marcaje con anti-MBP
limita en el internodo a la proteina MBP (Figura 8A’) dejando libre o sin marcaje las zonas
nodales que son ocupadas por AQP1 (Figura 8A, A"). A diferencia de las
inmunofluorescencias realizadas contra AQP1 (Figura 8B) y P-actina (Figura 8B') que
colocalizan la region paranodal (Figura 8B'’). En la figura 8B’ se observa no solo el empalme
de ambas proteinas, sino también la asimetria de marcaje que presenta AQP1 (Figura 8B)
comparado con actina (Figura 8B"). Un marcador de la region nodal es Ankirina G (Ank G),
proteina que acttia como adaptador entre las proteinas de membrana y el citoesqueleto de
actina y microtubulos (Bennett y Lambert, 1999). El marcaje de Ank G en el axon se localiza
justo en la region nodal con la apariencia de dos puntos (Figura 8C’) al realizar el empalme del
marcaje de AQP1 y Ank G (Figura 8C"") se observa que ain cuando ambas proteinas se
localizan en los nodos, su polaridad es diferente. Es decir, Ank G presenta localizacion nodal,
y AQP1 tiene un localizaciéon paranodal. Una fibra nerviosa es mielinizada por varias CS
formando cada una un internodo, en las preparaciones realizadas con estos nervios se encontro
un marcaje muy peculiar, si AQP1 en un internodo marca fuerte las ISL y la region paranodal,
el siguiente también presenta marcaje en las ISL y el nodo, pero la intensidad es menor con
respecto al internodo anterior, pero el siguiente se marca mas intenso, seguido de uno menos
intenso. Es decir, en un nodo la expresion asimétrica de AQP1 es en la parte proximal y en el

siguiente en la distal y asi sucesivamente, generando un marcaje en forma de domino. Por ello
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se observa que en la region nodal, que comprende dos extremos de los internodos, el marcaje

es asimeétrico.

4. DISCUSION

En este estudio, se emplearon técnicas de RT-PCR, Western blot e inmunofluorescencias para
describir la expresion e inmunolocalizacion de 4 tipos de AQPs (AQP1, 2, 4 y 9) en el nervio
ciatico. Se demostro que AQP1 es la unica AQP presente en el nervio cidtico de la rata, ya que
de las 4 AQPs estudiadas solo encontramos niveles de expresion de RNAm y de proteina de
AQP1, pero no de AQP2, AQP4 y AQP9. Gao et al. tampoco encontraron AQP4 en el SNP,
mientras que Mobasheri y Marples (2005) mediante microarreglos describieron moderada
expresion de AQP2 en el nervio cidtico. Algo interesante, es que AQP1 se exprese en el nervio
optico, ademas de las reportadas AQ4 y AQP9, es decir en el nervio dptico se expresan las tres
AQPs, mientras que en el nervio cidtico solo se exprese AQP1. Es interesante también, que
AQP4 a pesar de ser la AQP mas importante del SNC, no se exprese en el nervio ciatico.
AQP2 se ha reportado en la transmision del dolor mostrando que existen cambios en la
expresion de ésta en el ganglio trigémino durante la inflamacion aguda (Borsani, et al., 2009);
Buffolli et al., 2009). Habria que explorar si en condiciones de dolor AQP2 se expresa en el
nervio ciatico. AQP1 tiene una notable distribucion en el SNC y una localizacion particular en
el SNP. Estudios previos mostraron la presencia de AQPI en cortes del sistema nervioso
entérico, de los ganglios dorsales y trigémino y del nervio cidtico (Gao et al., 2006). Sin
embargo, no existe el reporte de la localizacion precisa de ésta proteina en el nervio ciatico.
Dado que el sistema que se utilizd en este trabajo permite separar las fibras nerviosas fue
posible identificar la localizacion de la AQPI en las células de Schwann. Los resultados
muestran que tanto las CSFM como las CSNFM expresan AQP1. Estudios funcionales
utilizando el modelo murino revelan el papel de AQP1 en la recepcion del dolor (Borsani,
2010). Los axones no mielinizados agrupados por las CSNFM transmiten el dolor, y se
encontro que todas estas c€lulas expresan AQP1 sugiriendo que AQP1 puede tener un papel en
el dolor también. En el caso de las CSFM AQPl se expresa en forma polarizada,

principalmente en las ISL y en la regién paranodal. Ambas son regiones de mielina no

47



compacta en las cuales uniones gap autotipicas conectan cada membrana adyacente para
formar canales citoplasmaticos. Por sus caracteristicas estructurales, estas regiones
probablemente facilitan el transporte de nutrientes, moléculas y electrélitos tanto a la mielina

como a la region periaxonal del internodo (Balice-Gordon et al., 1998; Meier et al., 2004).

Nuestros resultados muestran que en condiciones normales, cada nodo contiene AQP1, pero
muestra una asimetria y un patrén de domino en el marcaje, aunque no se puede sugerir a qué
se debe este comportamiento, seguramente debe jugar un papel importante en el
mantenimiento y regulacion de ciertos canales y concentraciones idnicas en los nodos de
Ranvier. Las CS mantienen una relacion 1:1 con el axon y forman la mielina por el
enrollamiento alrededor del axén, de varias capas de la membrana de la CS, en forma de
espiral (Jessen y Mirsky, 2005). Estos cambios morfologicos de la CS son mediados por el
citoesqueleto de actina. Al terminar la mielinizacion los filamentos de actina permanecen
principalmente en el mesaxon, las ISL y en las regiones nodales, igual que la localizacion de
AQP1, sugiriendo que tanto el citoesqueleto de actina como los canales de agua pueden ser
importantes en el mantenimiento y en la estructura de las vainas de mielina (Trapp, 1990). El
citoesqueleto de actina y su reorganizacion son requeridos para la regulacion de ciertos canales

y su movimiento intracelular (Noda y Sasaki, 2008).

A la fecha, no es muy claro como se regula el nimero de ISL tanto en condiciones normales
como patoldgicas. En condiciones normales, el nimero de incisuras se correlaciona con el
diametro del axon y con la edad (Ghabriel y Allt, 1981; Hiscoe, 1947). En el presente estudio
observamos alrededor de 17-22 ISL marcados con AQP1 y la forma de cono coincide con la
morfologia de Ramon y Cajal (1928). La abundante localizacion de AQP1 en las ISL sugiere
un papel en el mantenimiento de la vaina de mielina permitiendo que tanto el axén como la
mielina tengan la capacidad de ensancharse por ejemplo durante el transporte de organelos y
vesiculas en los axones. Esta hipotesis se sustenta debido a que la célula en un medio
isotonico, como es PBS, presenta la rdpida aparicion de varicosidades, un ensanchamiento
visible que deforma la fibra mielinica de la CS el cual podria ser ocasionado por un aumento
en el volumen de agua en el interior de la célula a través de las AQPs. La presencia de

varicosidades no es exclusivo del SNP, también se ha reportado este fendémeno en células del

48



SNC. En astrocitos y médula espinal, después de un evento traumatico, se genera un
ensanchamiento de la célula y se ha demostrado la intervencion de canales de agua, aunque no
es la AQP1 la responsable, sino la AQP4 (Kitaura e al., 2009). Las varicosidades que se
observan en las fibras mielinicas en condiciones normales coinciden con la localizacion de las
ISL, por otro lado, se ha observado que durante la degeneracion Walleriana la fragmentacion
de la mielina en ovoides ocurre al lado de las incisuras (Webster, 1965; Ghabriel y Allt, 1979).
Jung et al. (2011) encontraron que la polimerizacion de los fragmentos de actina ocurre en las
ISL del nervio ciatico de ratones después de una lesion y su inhibicién con compuestos como
citocalasina D previene la formacion de los ovoides de mielina. Dado que observamos
colocalizacion de ambas proteinas seria interesante observar qué ocurre con AQP1 cuando se
bloquea actina tanto en condiciones normales como durante la degeneracion Walleriana,
posiblemente AQP1 es importante en la fragmentacion de la mielina después de que se
produce una lesiéon. Aunque no se realizdé una cuantificacion rigurosa de la intensidad del
marcaje de AQPI en las ISL y en los nodos, éste es comparable con el obtenido con actina. El
hecho de que AQP1 y actina presenten un patrén de localizacion y distribucién semejante en
las CSFM, sugiere que AQP1 esta localizada en la region paranodal, como se encuentra actina,
y que existe una interaccion entre ambas proteinas para lograr su anclaje en la membrana de la
célula.

5. CONCLUSIONES

En conclusion, AQP1 se expresa en el nervio ciatico de la rata, tanto a nivel de RNAm como
de proteina. Se localiza en ambas células gliales, CSFM y CSNFM. En las CSFM se encuentra
en regiones de mielina no compacta, en las ISL y en los nodo de Ranvier. En los nodos de
Ranvier tiene una distribucion asimétrica en las regiones nodales y se localiza en la region

paranodal.
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8. TABLAS
PRIMER SENTIDO PRIMER ANTISENTIDO k&gﬂggg
AQP1 TCTGAGCATCGCTACCTCTGG AGAGCCACAGACAAGCCAA 363pb
AQP2 GGTTGCCATGTCTCCTTC AGAGGAGGGAGCCGATGATG 424pb

AQP4 TTCAAAGGCGTCTGGACTCAAG GCAACGGAACCAGTAACATCAGTC 494pb

AQPY CTGAGAAGGACGGTG CCAAGAA GCAAAGACGATCAGAAGGAGGAAC 526pb

Tabla 1. Pares de primers diseiiados contra las AQPS 1, 2, 4 y 9 en rata. Se muestra la secuencia de cada uno

de los oligonucleotidos y los tamaiios de los amplicones generados.

AQP Amplicon Enzima Fragmentos
Digeridos
AQP1 363 pb PsT-1 274/104
AQP2 424 pb Hinf-1 319/105
AQP4 494 pb Ava-Il 354/136
AQP9 526 pb Ava-Il 395/135

Tabla 2. Enzimas y fragmentos obtenidos para el analisis de los amplicones generados de las AQPs 1,2, 4y

9. Se muestra el tamafio de los amplicones obtenidos para cada AQP, asi como las enzimas utilizadas para

digerios y el tamafio de los fragmentos obtenidos para cada caso.
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9. PIES DE FIGURA

Figura 1. Analisis de la expresion de AQP1. Los productos amplificados de diferentes
tejidos de RNA de nervio ciatico, corazén, pulmon, rifidon e higado (A) y de diferentes regiones
cerebrales: corteza cerebral, hipocampo, bulbo olfatorio y médula espinal (B) fueron
analizados en geles de agarosa al 2%. Todas las muestras amplifican la secuencia de 363pb
correspondiente a AQPI1. (M) Marcador de peso molecular de 50 pb. (C) El fragmento
amplificado de 363pb fue digerido con la enzima PsT1. Se observa la banda de 363pb sin
digerir y los dos fragmentos de 90 y 274 pb obtenidos con la digestion analizados en un gel de
agarosa al 3%. (D) Mediante western blot (WB) se observa la presencia de la proteina AQP1
(28 KDa) en nervio ciatico (NC), nervio 6ptico (NO), corteza cerebral (Co), cerebelo (Ce),
bulbo olfatorio (BO) y rifién (R), este ultimo fue empleado como control positivo. B-actina (42

kDa) se us6 como control de carga.

Figura 2. Analisis de la expresion de las AQPs 2,4 y 9 en el SNP. (A) Muestras de RNA de
nervio ciatico, cerebelo, rinon, y bazo fueron amplificadas empleando primers para los tres
diferentes tipos de AQPs. Se observa la banda de 424pb de AQP2 sélo en riion. AQP4 de
494pb amplifica en cerebelo y rifion y AQP9 de 526pb solo se expresa en cerebelo y bazo.
Ninguna de las AQPs se expresan en el nervio ciatico de la rata. (B) Se muestran los
fragmentos sin digerir de cada AQP seguido del los fragmentos obtenidos por la digestion de
Hinf-1 para AQP2 y Ava-II para AQP4 y AQP9. Los fragmentos fueron analizados en geles de

agarosa al 3%.

Figura 3. Localizacion de AQP1 en el riiion de la rata. (A) Se observa marcaje de anti-
AQP1 en los tibulos proximales (flecha) de la corteza renal. (B) En ausencia del anticuerpo no

hay marcaje en las célula. Barra: 100pum
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Figura 4. Distribucion del marcaje de AQP1 en el nervio ciatico de la rata. AQP1 se
observa en las CSNFM (A) y en las ISL (B, C y D; puntas de flecha), las cuales se distribuyen
a lo largo del internodo y presentan una morfologia caracteristica en forma de embudo (D), se
encuentran incluso abajo del nucleo de la célula (B). Cuando la célula presenta varicosidades
se aprecia que las ISL juegan un papel en la formacion de éstas (D). AQP1 también marca la
region nodal y se aprecia que la distribucion es asimétrica (C y E; flecha). En ausencia de
anticuerpo primario no existe marcaje de AQP1, s6lo el marcaje de los nucleos con tionina (F).
Reconstruccion de una fibra nerviosa mielinica marcada con AQP1 (G). La division del
internado en 4 regiones, desde la parte proximal a la distal, donde se ubican los nodos de
Ranvier (N), muestra que el numero de incisuras marcadas con AQP1 es R1=5, R2=4, R3=6 'y

R4=2. El ntcleo (Nu) esta en el centro y divide R2 y R3. Barra: 50um

Figura 5. Doble inmunofluorescencia de AQP1 (verde) y GFAP (rojo). Preparaciones de
nervio ciatico fueron marcadas tanto en presencia de anti-AQP1 (A), anti-GFAP, (B) y

Hoechst (C). El marcaje de AQP1 colocaliza con GFAP (D). Barra: 50um

Figura 6. Identificacion de AQP1 en las ISL del nervio ciatico por fluorescencia. (A) En
CSFM se observa que la distribucion de AQP1 se localiza en las ISL (flechas) y en la region
nodal (asterisco). Notese que la morfologia de las ISL obtenidas con el marcaje de AQP1
presenta gran homologia con el dibujo de Ramoén y Cajal (1928) (B) tienen forma de

segmentos conicos-cilindricos de longitud variable. Barra: 50um

Figura 7. Doble inmunofluorescencia de AQP1 con MBP y actina. Preparaciones de nervio
cidtico fueron marcadas con anti-AQP1 (A y D), anti- MBP (B) y anti- B-actina (E). Montaje
de AQP1 y MBP (C). AQP1 colocaliza con B-actina en las ISL (F). Barra: 50um
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Figura 8. Doble inmunofluorescencia de AQP1 con MBP, actina y Ank G.

Preparaciones de nervio cidtico fueron marcadas con anti-AQP1 (A, B, C), anti-MBP (A', A"),
anti- B-actina (B’, B"") y anti-AnkG (C', C'"). Notese que la interrupcion del marcaje con MBP
en la zona nodal es ocupado por AQP1 (A’). Actina (B') colocaliza con AQP1 en la region
paranodal (B'"). AnkG marca la region nodal de la CS (C') y no colocaliza con AQP1 (C").

Barra: 50um
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FIGURA 7.

FIGURA 8.




IX. CONCLUSIONES

AQP1 es la unica AQP presente en el nervio cidtico de la rata, ya que de las 4 AQPs
estudiadas solo encontramos niveles de expresion de RNAm y de proteina de AQP1,
pero no de AQP2, AQP4 y AQP9

AQP1 se localiza tanto en las CSFM como en las CSNFM

AQP1 en las CSFM se localiza tanto en las incisuras de Schmidt-Lanterman como

en los nodos de Ranvier

En los nodos de Ranvier tiene una distribucion asimétrica y se localiza en la region

paranodal
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