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1. DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El desarrollo del cerebro es un proceso complejo, temporal vy
espacialmente regulado, que fiene lugar desde etapas tfempranas del
desarrollo embrionario hasta la adolescencia. Durante este proceso, las
células neurales proliferan, diferencian y se conectan entre si para
establecer redes complejas, que permitan el procesamiento de la
informacion y el control de las funciones del organismo (Bakken et al.,
2016).

En términos generales, el origen del sistema nervioso central (SNC) se
establece por la induccién ejercida por las interacciones tisulares entre
el ectodermo, el mesodermo paraxial y la notocorda. A medida que las
células van adqguiriendo propiedades neurales, se forma la placa neural
que, a su vez, eleva sus bordes, que confluyen y se fusionan en la linea
media para formar el tubo neural. Este proceso se denomina neurulacion
(Avagliano et al., 2019; Placzek et al., 1990). En este punto, las células se
dividen rdpidamente, aunque heterogéneamente, a lo largo del tubo.
Posteriormente, la regién craneal del tubo neural se expande y forma tres
vesiculas: la vesicula mds rostral, denominada prosencéfalo o cerebro
anterior, la vesicula media, conocida como mesencéfalo o cerebro
medio, y la vesicula mds caudal, que es el rombencéfalo o cerebro
posterior. En direccidn caudal al rombencéfalo, el tubo neural
permanece del mismo didmetro y formard la médula espinal (Ishikawa
et al., 2012). Finalmente, el cerebro se pliega varias veces sobre si mismo

para formar las estructuras definitivas del cerebro maduro (Kandel, 2001;

Stiles & Jernigan, 2010).

Durante el desarrollo de la corteza cerebral surgen dos zonas
germinales de forma secuencial, las cuales generan diferentes tipos de
células corticales. En los ratones, la primera en originarse es la zona
ventricular (ZV), que dard lugar a neuronas y glia radial. La neurogénesis
comienza el dia 9 embrionario (E), alcanzando su méximo a E14-E15. La

zona subventricular (ZSV), situada dorsalmente a la ZV, se desarrolla en

14



E14 y se convierte en la zona germinal primaria del cerebro en E19. Las
células que se originan en la SVZ a finales de los dias de vida embrionaria
y a principios de la postnatal, se destinan predominantemente a los
linajes gliales, produciéndose la mdxima formacién de astrocitos entre el
dia postnatal (P) 0y P2, mientras que los oligodendrocitos (OLs) alcanzan

la cumbre a P14 (Allen & Lyons, 2018; Sauvageot & Stiles, 2002) (Esquematl).

Neuronas Astrocitos Oligodendrocitos

T T T T T T T T T
E8 E10 E12 E4 E16 EI8 E20 Pl P3 P5 P7 P9 P11 P13 P15 P17

Esquema 1. Temporalizaciéon del origen celular del SN del ratén.
Formacién de los fres principales tipos celulares del sistema nervioso

central. (Adaptado de Sauvageot, 2002) (Allen & Lyons, 2018)

Esta temporalizacion es estrictamente necesaria, dado el alto grado
de coordinacion entre los diferentes procesos del desarrollo del SNC. La
sinaptogénesis coincide con la generaciéon de los astrocitos, los cuales
secretan frombospondinas y glipicanos que promueven la maduracion
neuronal y sindptica (Cheng et al., 2016; Farhy-Tselnicker et al., 2017).
Ademds, las neuronas recién formadas deben integrarse en los circuitos
extendiendo sus axones y dendritas para establecer sinapsis (Wefelmeyer
et al., 2016). Durante este periodo, los astrocitos ejercen de soporte de la
red neuronal (Allen & Lyons, 2018). La sobreproduccidon de sinapsis permite
adaptar y modelar los circuitos neuronales (Chini & Hanganu-Opatz, 2021).
Sin embargo, la densidad sindptica disminuye durante la adolescencia
mediante un proceso denominado poda o pruning sindptico, necesario
para la redefinicion y maduracién de los circuitos neuronales (Koyama &
Ikegaya, 2015), y en el que participan tanto los astrocitos como la

microglia (Allen & Lyons, 2018).
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Por otro lado, el proceso de mielinizacidon contribuye a la
estabilizacién y maduracion de las conexiones neuronales, facilitando la
fransmision del impulso nervioso y aportando proteccidn y nutrientes a los
axones (R. G. Almeida & Lyons, 2017a). Sin embargo, también ejercen
funciones adicionales. Tanto los precursores de oligodendrocitos (OPCs)
como los OLs maduros mielinizantes, expresan una gran variedad de
receptores sindpticos y canales idnicos que les permiten mediar en la
actividad neuronal. Asi, los OPCs ayudan a mantener la homeostasis de
potasio en el espacio extracelular sindptico (Maldonado et al., 2013).
Ademds, participan indirectamente en la homeostasis del glutamato,
promoviendo su absorcién por parte de los astrocitos (Birey et al., 2017).
La protedlisis de NG2 (Chondroitin sulfate proteoglycan), proteina de
superficie expresada por los OPCs, promueve la actividad sindptica a
través de la estabilizacion de c-Fos (Xin & Chan, 2020). Recientemente,
Auguste y colaboradores describieron la capacidad fagocitaria de los
OPCs eliminando las sinapsis aberrantes durante la redefinicion de los
circuitos (Auguste et al., 2022). Por tanto, los OLs cambian y remodelan

los circuitos neuronales durante el neurodesarrollo postnatal.

Los procesos de neurulacion, proliferacion, migracién y diferenciacion
estdn regulados principalmente por factores de franscripcion, mientras
que la dendritogénesis, sinaptogénesis vy el refinamiento de los circuitos
dependen del entorno y de factores extrinsecos (Chini & Hanganu-Opatz,
2021). Las ubiquitinasas juegan un papel importante durante el desarrollo
embrionario coordinando la progresién celular, la diferenciacién, la
apoptosis y la migracién de las células neurales, a través de la activacion
de importantes vias de sefalizacion, entre ellas Shh (Sonic hedgehog),
Wnt/B-catenina y ciclinas-Cdk's (quinasas dependientes de ciclinas). Al
mismo tiempo, se localizan en distintos compartimentos subcelulares de
las neuronas, como el nicleo, el citoesqueleto de axones y dendritas y
las sinapsis, modelando la morfologia neuronal y la conectividad de los

circuitos (Fuchsberger et al., 2017).
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El Esquema 2 resume el desarrollo del cerebro desde la etapa
embrionaria hasta la madurez, comparando la temporalizacién entre
humano y ratén. Aunque los procesos individuales se desarrollen en
distintos tiempos, la similitud en el patrén es evidente entre ambas
especies (Chini & Hanganu-Opatz, 2021). Asi, los modelos murinos se han
convertido en una potente herramienta para dilucidar los mecanismos
moleculares vy fisiopatoldgicos del desarrollo cerebral (Hafezparast et al.,
2002).

Neurulacién Migracion
Proliferacién Mielinizacién
Neurogénesis Pruning sindpfico
Apoptosis
Input/Output
Dendritogénesis y Sinaptogénesis
| 4 12 20 28 36 Nacimiento Adolescencia 11-18 afos Aduliez +18 anos

1 1 1 1 1 1 1

@935 * '
aamﬁ Q‘“@-&

Nacimiento P20 - P40 F60 +
1 1 1 1

Neurvlacién  Migracién

Proliferacién Mielinizacién
Neurogénesis Pruning sindpfico
Apoptosis
Input/Output

Dendritogénesis y Sinaptogénesis

Esquema 2. Comparativa de los principales procesos durante el
neurodesarrollo entre humano y ratén. Aunque el desarrollo general es
similar en las dos especies, los procesos individuales ocurren en puntos

temporales diferentes. (Adaptado de Chini & Hanganu-Opatz, 2021).
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1.3. Formacién de la corteza cerebral

La corteza cerebral es una estructura laminar, parcialmente
organizada en capas horizontales para maximizar el potencial conectivo
de los circuitos neuronales (Watakabe et al.,, 2007). Las neuronas
corticales derivan de las células neuroepiteliales, progenitores situados
en la ZV. En la primera etapa embrionaria, se dividen sucesivamente de
manera simétrica con la finalidad de mantener el pool de precursores. A
continuacién, se dividen asimétricamente para generar células de la glia
radial (RGC). Las RGCs, a su vez, se dividen asimétricamente para
mantener la autorrenovacién celular 'y generar precursores
intermediarios, que migrardn a través de las proyecciones de la glia
radial hasta la placa cortical, donde se dividirdn y formardn dos neuronas
idénticas. Una vez alcanzan su posicién final en las distintas capas de la
corteza, las neuronas maduran y establecen conexiones (Agirman et al.,

2017a; Guarnieri et al., 2018).

La formacién de la corteza cerebral estd regulada por las vias de
senalizacién cldsicas Shh y Wnt/p-catenina, entre ofras. Ambas rutas
inducen la activacién de factores de transcripcion y reguladores del
ciclo celular, entre ellos Nkx2.1 y ciclinas D1/2, que promueven la
proliferacién de los precursores neurales (NPCs) y aseguran el linaje
neuronal (Agirman et al., 2017b). Los factores de transcripcidon Ascll y
Ngn2 se expresan en RGCs y modulan la derivacién al linaje neuronal. De
hecho, mutaciones en estos factores inducen diferenciacion prematura
de los asfrocitos, alterando gravemente la neurogénesis cortical

(Martynoga et al., 2012).

En este sentido, nuestro grupo demostrd que el complejo APC/C-Cdh1
es esencial para la neurogénesis cortical y el tamano cerebral. La
deleccién de Cdh1, principal activador de APC/C en las neuronas (A.
Almeida et al., 2005a0), promovié el alargamiento de la fase S en los
precursores neurales, derivando en estrés replicativo y la consecuente
muerte celular mediada por p53. Asi, la inactivacién de APC/C-Cdh1

redujo el espesor de la corteza cerebral y promovid la aparicién de
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microcefalia, alteraciones relacionadas con  frastornos  del
neurodesarrollo (Delgado-Esteban et al., 2013a). Asimismo, la via de
senalizacién de mMTOR (Mammalian target of rapamycin) también
coordina la corticogénesis. El silenciamiento de mTOR en los NPCs
aumenta su proliferacién, alterando la migracién de los precursores y
promoviendo la apariciéon de capas corticales aberrantes (Guarnieri et
al., 2018). La deleccidén de Raptor en los progenitores corticales provoca
microcefalia. En este estudio se observd una estratificacién cortical
densa, sin embargo, el posicionamiento de las neuronas no se vio
afectado, lo que sugiere que la activacién de mTOR1 es necesaria para

la diferenciacién y migracion durante la corticogénesis (Licausi &

Hartman, 2018).

1.2. Formacién del cuerpo callese

El cuerpo calloso es el mayor haz de fibras nerviosas del cerebro de
los mamiferos y, aproximadamente, estd formado por 200 millones de
axones de distintos didmetros y grados de mielinizacién (Paul, 2011;
Tanaka-Arakawa et al.,, 2015a). Esta estructura es la principal via de
transferencia de informaciéon entre los hemisferios cerebrales (Ledn de
Reyes et al., 2020). La interconexidn entre los hemisferios facilita la
integracién sensorial bilateral y las funciones cognitivas superiores, como
son la representacién multidimensional de la informacién, tareas
asociativas y ejecutivas, coordinaciéon de las respuestas sensoriomotoras,
procesamiento intelectual y la gestion de los estimulos sociales vy

emocionales (Leén de Reyes et al., 2020).

La formacion del cuerpo calloso se inicia durante el periodo
embrionario y continia durante el desarrollo postnatal. En etapas
tempranas del desarrollo, el telencéfalo comprende los dos hemisferios
cerebrales, derecho e izquierdo, y una pequena linea media situada en
la porcién anterior del tercer ventriculo. Los dos hemisferios cerebrales se
encuentran separados de forma incompleta por la principal comisura

internemisférica del cerebro, cuyo suelo estd formado por una amplia
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banda de fibras comisurales, que constituyen el cuerpo calloso, principal
via de unidn entre los hemisferios (Raybaud, 2019). Las neuronas
corticales de la corteza cingulada son las primeras en elongar los axones
y proyectarlos a través de la comisura. Estos axones pioneros sirven de
guia para el resto de las neuronas corticales, permitiendo la formacion
del cuerpo calloso, siguiendo una dindmica rostral a caudal (Leén de
Reyes et al., 2020). Finalmente, durante el periodo postnatal, y hasta los
2 anos de vida en el caso de los humanos (Paul, 2011), el cuerpo calloso
sufre un refinamiento que moldea y redefine las fibras nerviosas. Este
proceso depende, mayoritariomente, de la actividad neuronal de los
axones y del proceso de mielinizacién (Ledn de Reyes et al., 2020; Paul,
2011; Raybaud, 2019).

Dorsal Sagital Coronal
Cuerpo
G Istmo
Yy
Roshum \ Esplenio

Esquema 3. Morfologia del cuerpo calloso humano. Estructura del cuerpo
calloso visto desde distintos cortes histoldgicos: dorsal, sagital y coronal.
(Adaptado de Ledn de Reyes et al., 2020).

La estructura del cuerpo calloso consta principalmente de cinco
fractos nerviosos que conectan distintas partes de los hemisferios. Se
encuenfran de rostral a caudal: rostrum, genu, cuerpo, istmo y esplenio
(Esquema 3) (Goldstein et al., 2023).

Rostrum: zona del cuerpo calloso que se sitta en la parte frontal
inferior. Se trata de la parte mds anterior de la estructura y nace de la

I[&dmina terminal. Estd conectado con el quiasma dptico.
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Genu: zona que se curva hacia el interior del cerebro. Se dirige hacia
los 16bulos fontales para formar el forceps menor. Las fibras de esta parte
del cuerpo calloso conectan con la corteza prefrontal de los hemisferios,

permitiendo que se integre la informacién.

Cuerpo: conecta con el septum y el frigono cerebral, siendo una
estructura esencial de conexidn con el tdlamo, el hipotdlamo, el

hipocampo y otras regiones del sistema limbico.

Istmo: forma la regién posterior del cuerpo calloso y su principal
cometido es unir los I6bulos temporales, que estdn implicados en el
procesamiento de la informacién auditiva y visual, asi como en la

memoria, el aprendizaje, el desarrollo de las emociones y el habla.

Esplenio: es la parte final del cuerpo calloso. Se encuentra formado
por fibras de proyeccién y asociativas. Se conecta con el I6bulo occipital
para formar el forceps mayor, y también se vincula al ventriculo lateral
hasta el punto de formar una de sus paredes interiores. También conecta
con la gldndula pineal y la comisura habenular. Esto explica que lesiones
en esta region den lugar a problemas para leer en voz alta y dificultades

para dar nombre a los colores.

La mayoria de las fibras conectan regiones homotdpicas, es decir, la
organizacién de las fibras se correlaciona con la distribucién rostro-
caudal de las areas corticales funcionales. Aungue algunas conexiones
callosas son inhibitorias, y permiten que los hemisferios se inhiban
mutuamente para maximizar la funcién independiente, la mayoria son

excitatorias e integran informacion entre los hemisferios (Blaauw &

Meiners, 2020; Paul, 2011).

1.3. Trastornes del neuredesarrolle

Los frastornos del neurodesarrollo engloban una gran variedad de
enfermedades, variables en su etiologia, aunque con una consecuencia
comun: alteraciones en el desarrollo estructural y/o funcional del

cerebro. Mayoritariaomente, el origen de los trastornos del neurodesarrollo
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es multifactorial y las manifestaciones clinicas, como la discapacidad
intelectual y disfunciones cognitivas y motoras, se comparten entre
patologias, lo que dificulta su clasificacion. Los trastornos del espectro
autista (TEA) y el frastorno del déficit de atencidn son las neuropatologias

mds frecuentes (Thapar et al., 2017).

El autismo se caracteriza por alteraciones en la interaccion social y
comunicativa, asi como por comportamientos repetitivos y restrictivos. La
severidad clinica de los pacientes con TEA abarca un rango amplio,
desde pequenas disfunciones cognitivas hasta discapacidad intelectual,
convulsiones y problemas motores (Pinto et al., 2014). El sindrome del
cromosoma X Fragil es la causa monogenética mds frecuente de
discapacidad intelectual hereditaria y TEA (Lubs, 1969). La mutacién en
la proteina FMRP (Fragile X Mental Retardation), promueve la aparicién
de espinas dendriticas aberrantes, disfuncidn  sindptica e

hipomielinizacion (Wang, 2015).

Los frastornos de la formacién cortical son un grupo heterogéneo de
malformaciones de la corteza cerebral, mayoritariamente causado por
neurogénesis excesiva o defectiva, migraciéon aberrante o alteraciones
en la diferenciacion neuronal (Razek et al., 2009). El incremento o la
reducciéon de la proliferacién de los NPCs modifica el tamaio cerebral,
provocando macrocefalia o microcefalia, respectivamente. En ambos
casos, las malformaciones cursan juntamente con retraso del

crecimiento, discapacidad intelectual y epilepsia (Guarnieri et al., 2018).

Las alteraciones de los patrones de actividad interhemisférica y/o en
la formacién del cuerpo calloso, aparecen en muchos trastornos del
neurodesarrollo, incluyendo agenesia parcial o total del cuerpo calloso,
TEA, esquizofrenia y epilepsia (Ledn de Reyes et al., 2020). La etiologia de
las malformaciones del cuerpo calloso varia desde causas genéticas
hasta infecciones virales (Paul et al., 2007). Los mecanismos patoldgicos
subyacentes son muy variados e implican, entre ofros, alteraciones
metabdlicas, trastornos de la biosintesis de proteinas vy lipidos y estrés
oxidativo (Kohler et al., 2018).
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Las leucodistrofias son un grupo heterogéneo de trastornos
hereditarios de las sustancia blanca, caracterizados por la afectacion
del desarrollo y mantenimiento de la mielina (Wolf et al., 2021). En el caso
de la leucodistrofia autosomal dominante (ADLD), la sobreproduccién
de I&dmina B1 altera la migracién de los OPCs modificando su morfologia
nuclear (Heng et al., 2013). Ademds, afecta directamente en la sintesis
de lipidos promoviendo la aparicién de “vacuolaciones” de la vaina de

mielina (Rolyan et al., 2015).

2. OLIGODENDROGENESIS Y MIELINIZACION DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Como se ha descrito anteriormente, el cuerpo calloso comunica
zonas alejadas del cerebro a través de los axones mielinizados. La vaina
de mielina permite la rdpida y eficiente propagacion de los potenciales
de accidén, ademds de proporcionar proteccion y soporte metabdlico a
los axones (van Tilborg et al., 2018). En el SNC, los oligodendrocitos son las
células responsables de producir la mielina, presentando como
caracteristica particular la capacidad de mielinizar varios axones al
mismo tiempo (entre 40 y 60 axones) (Baumann & Pham-Dinh, 2001; Naruse
et al,, 2017). Las células de Schwann, homdlogos a los OLs en el SN
periférico, solamente pueden mielinizar un Unico axén a la vez. No

obstante, la homologia entre ambos tipos celulares es muy alta (Cristobal

& Lee, 2022).

Los oligodendrocitos presentan una serie de fenotipos celulares, que
abarca desde células madre indiferenciadas hasta células maduras
capaces de sintetizar mielina (Esquema 2). Los OLs derivan del pool de
progenitores del neuroepitelio cercano a la SVZ. Los NPCs se fransforman
al linaje oligodendroglial bajo la influencia de factores de transcripcion
especificos Olig1, Olig2, NKx2.2 y Sox10. Los OPCs migran, a través de los
vasos sanguineos, hacia sus posiciones finales, dénde determinados
factores de transcripcion (Id2, Id4, Tcf4 y Hes5) coordinan su proliferacion.

A continuacién, los OPCs diferencian a pre-oligodendrocitos (pre-OLs),
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que se fransforman en oligodendrocitos inmaduros, vy, finalmente, en OLs

maduros mielinizantes (Baumann & Pham-Dinh, 2001; Emery, 2010; Mitew et
al., 2014; van Tilborg et al., 2018). En posteriores apartados de la memoria

se detallan estos procesos.

Transformacion OPC Diferenciacion Mielinizacion

a2, a4
Migracién y e
Proliferacién OPC [)
/"\/‘f’y ’
C ﬁ' F
™ ]
L' %

Vaso sanguineo \_/

OLinmaduros
OL maduros

Esquema 4. Proceso oligodendrogénico. Representacion esquemdtica
del desarrollo de los oligodendrocitos y los principales factores de
transcripcién que coordinan el proceso (Modificado de (van Tilborg et
al., 2018).

La expresion de marcadores especificos por parte de los OLs nos
permite estudiar la progresién de los OPCs durante la oligodendrogénesis
(Esquema 5). Varios factores de transcripcion determinantes en la
transformacioén de los NPCs a oligodendrocitos, como son Olig1 y Olig2,
se expresan a lo largo de todo el lingje. Las proteinas de membrana NG2
(Antigeno neural/glial 2), PDGFRa (Platelet derived growth factor a) vy
A2B5, permiten etiquetar y rastrear los OPCs. La diferenciacion de los
progenitores induce la expresion de O4 y CNP (3'-fosfodiesterasa 2,3
ciclica nucledtido), los cuales mantienen sus niveles hasta estadios
mielinizantes. Otras proteinas de superficie, como CCl1 y GalC
(Galactosilceramida) indican la maduracion de los OLs. Durante las
etapas finales del lingje, los oligodendrocitos empiezan a producir
mielina y expresan marcadores exclusivos de la mielinizacién, como la
proteina bdsica de la mielina (MBP), la glicoproteina del oligodendrocito
asociada ala mielina (MOG), vy la proteina proteolipidica (PLP). El estudio
de estos marcadores es crucial para comprender las etapas y la
regulacion de la oligodendrogénesis, durante el desarrollo como en la
etapa adulta (Bernardo et al., 2021; Breton et al., 2021; Nishiyama et al.,
2009; Pepper et al., 2018).
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Esquema 5. Marcadores especificos del linaje oligodendroglial.
Cronograma de los distintos marcadores especificos de cada etapa de
la oligodendrogénesis (Modificado de (Long et al., 2021).

2.1.0LIGODENDROGENESIS
2.9.9. Generacidn dle los precursores dle
oligoclendlrocites

Los oligodendrocitos derivan de distintas olas oligodendrogénicas
espacial y temporalmente diferenciadas. La primera ola fiene lugar a los
12,5 dias embrionarios (E12,5) y los OPCs se originan en la eminencia
ganglionar media. A medida que estos OPCs migran tangencialmente
para ocupar todo el encéfalo, la corriente de generacion de OPCs se
desplaza a las eminencias ganglionares lateral y dorsal (E15,5). Al
nacimiento, (P0), la tercera oleada de OPCs surge de la SVZ dorsal, y los
progenifores migran lateralmente hacia la corteza cerebral, el cuerpo
calloso, el férnix y el estriado (Esquema é) (Barateiro & Fernandes, 2014;
Newville, Valenzuela, et al., 2017; van Tilborg et al., 2018). En el caso de los
humanos, estos procesos estdn conservados y, adicionalmente, la zona

cortical germinal OSVZ (Outer SubVentricular Zone) es capaz de generar
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OPCs derivados de dlia radial a través de mecanismos auln

desconocidos (W. Huang et al., 2020).

Los OPCs derivados de la primera ola ventral se reemplazan, casi en
su totalidad, durante el periodo postnatal. Al décimo dia de vida
postnatal (P10), la poblacién de OPCs procede de las corrientes medial
y dorsal. Kessaris y colaboradores describieron que, mediante la
alteracién de la segunda y tercera ola, los OPCs generados en la primera
ola ventral, fueron capaces de sobrevivir, diferenciar y mielinizar el
encéfalo. Asi, demostraron la existencia de un mecanismo competitivo
gue permite una generacion flexible de los OPCs, en el que la primera
ola ventral actia de reserva en caso de dano en las posteriores (Kessaris
et al., 2006). No obstante, los mecanismos de eliminaciéon vy
reemplazamiento de los OPCs ventrales sigue siendo una incégnita.
Algunos autores sugieren que la propia competencia de los OPCs por los
factores de supervivencia secretados por las neuronas y los astrocitos
equilibra su poblacion durante el proceso de mielinizaciéon (Newville,
Jantzie, et al., 2017).

E125 E155 PO

Esquema 6. Olas oligodendrogénicas del encéfalo. Representacion
esquemdtica de las distintas olas de generacion de precursores de
oligodendrocitos durante la etapa embrionaria. (Modificado de
(Newville, Jantzie, et al., 2017).

A pesar de que comprenden sélo un 5% del total de las células
cerebrales, los OPCs son las células mds proliferativas del cerebro
(Assetta et al., 2020). Ademds de la generacion de los oligodendrocitos
durante el desarrollo, los OPCs continUan proliferando y diferenciando,
en menor medida, durante toda la vida. La mielina formada no sélo

reemplaza a la existente, sino que abre caminos para la plasticidad
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neuronal. Asi, los oligodendrocitos son criticos en la adquisicion de
nuevas habilidades sensoriales y motoras, asi como para la integracion
de funciones cognitivas (Noori et al., 2020; Saher & Stumpf, 2015; Salzer &
Zalc, 2016).

Los OPCs son células muy proliferativas y migratorias, que favorecen
su capacidad de adaptacion a las necesidades de la red neuronal
(Ozgen 2016). Su morfologia bipolar caracteristica es la que les confiere
la gran capacidad migratoria que poseen (Bribian & de Castro, 2007). En
el extremo de sus prolongaciones se pueden observar unas estructuras
lamelipodiales, cuya forma y funcidén es parecida a los conos de
crecimiento neuronales, lo que facilitaria su interpretacion de las sefales
del entorno (Thomason et al., 2020). Los OPCs, mayoritariamente, migran
deslizdndose por la superficie de los vasos, e incluso son capaces de
moverse de un vaso a otro, marcando a la vascularizacién del cerebro
como elemento esencial para la correcta migracién de los precursores
(Tsai et al., 2016). Es md&s, los OPCs son capaces de inducir la angiogénesis
mediante la secrecion de HIF1a, posiblemente para asegurarse el aporte
de oxigeno durante la mielinizacién, dada su alta demanda energética
(Yuen et al., 2014).

Una gran variedad de moléculas senalizadoras y factores de
crecimiento estimulan la migracién de los OPCs. Shh, Wnt, PDGFRa., junto
con el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), inducen la
migracién de los precursores (Tilborg 2017) (van Tilborg et al., 2018). Los
componentes extracelulares también juegan un papel relevante
durante este proceso. Moléculas de adhesidn como las semaforinas,
frombospondinas, y la netrina facilitan la migracién de los precursores
(Baumann & Pham-Dinh, 2001; van Tilborg et al., 2018). Por el conftrario, la
proteina de membrana NG2 actia como regulador negativo,
estimulando la via de senalizacién RhoA/Rock, afectando directamente

a la fluidez del citoesqueleto (Binamé et al., 2013a).
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La actividad neuronal es capaz de modular la migracién de los
OPCs, por ejemplo, a través de la unidon del glutamato a los receptores
NMDA. Su activacién induce vias de sefnalizacion que, a su vez,
promueven la sintesis de moléculas de adhesion (Liet al., 2013). Los OPCs
también expresan GluA4 (receptor de glutamato), y su deleccién reduce

la velocidad de migracién vy la distancia recorrida (Yattah et al., 2020).

Una vez que los OPCs han llegado a su destino, su proliferacion
incrementa significativamente la poblacion oligodendroglial. Durante el
desarrollo, la mayoria de factores reguladores de la proliferacion actian
de manera indirecta inhibiendo la diferenciacién (Elbaz & Popko, 2019; van
Tilborg et al., 2018). Los factores de transcripcion 1d2, Id4 y Hes5, altamente
expresados en los precursores, bloguean la diferenciacién prematura de
los OPCs (Tilborg 2017). El factor de transcripcion de la mielina 1 (MYT1)
(Nielsen 2004) y el complejo de esclerosis tuberosa 1 (TSC1) (Jiang et al.,
2016), son la excepcién, dado que directamente promueven la
proliferacién. Estudios en un modelo knockout (KO) de TSC1, sugieren que
su deleccién mantiene los OPCs en fase G2/M, evitando su salida de

ciclo e inhibiendo la proliferacién (Jiang et al., 2016).

Durante el desarrollo postnatal, la microglia juega un papel clave, ya
sea eliminando las sinapsis aberrantes a través del pruning, o bien,
eliminando el exceso de OPCs. En los ratones, la denominada “fuente de
la microglia” tiene lugar a P7, punto dlgido de la proliferaciéon (Zhang et
al., 2018a). Cabe destacar que algunas enfermedades hipomielinizantes,
como las leucodistrofias, presentan mutaciones en genes esenciales
para la proliferacion microglial y la fagocitosis, abriendo un nuevo
campo inexplorado para el estudio del pruning sindptico en los trastornos

hipomielinizantes (Nemes-Baran et al., 2020).

Del mismo modo que las neuronas, la diferenciaciéon de los OLs
parece ser un proceso terminal e irreversible, requiriendo un control

estricto de los mecanismos de regulacién de la mielinizacién, y al mismo

28



tiempo, del mantenimiento del pool de OPCs (Emery & Lu, 2015). Factores,
tanto intrinsecos como extrinsecos, se encargan de coordinar la
diferenciacién y maduracién de los OLs. Los factores de transcripcién
Ascll, NKx2.2, Sox2 y Sox10 son determinantes para la diferenciacion.
Sox2 es esencial para la expansion de la poblacién oligodendroglial, sin
embargo, sus niveles disminuyen drdsticamente al inicio de la
diferenciacién (Zhang et al.,, 2018a). Por otfro lado, Sox10 forma un
complejo con Myrf para activar genes especificos de la mielina, como la
proteina asociada a mielina (MAG) (Hornig et al., 2013). Nkx2.2 por su
parte, no juega un papel clave al inicio de la diferenciacion, aunque su
expresion es necesaria para la maduracién de los oligodendrocitos (Qi
et al., 2001).

Reguladores importantes del metabolismo lipidico, como son el
colesterol y la proteina de unién al elemento regulador de esteroles
(SREBP), participan en la maduracién de los OLs. Monnerie y
colaboradores demostraron que SREBP es capaz de modular la
diferenciacién de los OLs (Monnerie et al., 2017). Curiosamente, la
inhibicion de SREBP tanto en oligodendrocitos como en astrocitos reduce
la sintesis de lipidos y retrasa la mielinizacion (Camargo et al., 2017),
poniendo de manifiesto la importancia de la cooperacidn y simbiosis

entfre ambos tipos celulares.

Recientemente, las ubiquitinasas estdn ganando protagonismo en
la regulacion del proceso oligodendrogénico. La E3 ubiquitina ligasa
Mdm2 coordina la maduraciéon de los oligodendrocitos manteniendo los
niveles del receptor quinasa 2 acoplado a la proteina G (GRK2) bajos
(Fumagalli et al., 2015). Recientemente, Niu y colaboradores anadieron
Rnf43 a la lista de ubiquitinasas que promueven la maduracién de los
oligodendrocitos. Rnf43 inhibe la senalizacién Wnt, a través de la
regulacion de los niveles de proteinas intermediarias, induciendo asi la

expresion de genes mielinizantes (Niu et al., 2021).

Cabe destacar varios factores extrinsecos que también participan

en la diferenciacion de los OLs. Las hormonas tiroideas y el factor de
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crecimiento semejante a la insulina tipo 1 (IGF1) son esenciales para la
transformacién morfoldgica durante la diferenciacion, y la expresion de
componentes de la mielina, entre ellos, MBP (Cristobal & Lee, 2022). Es md&s,
mutaciones en el transporfador de la hormona firoidea MCT8
(monocarboxilato 8) reduce la sintesis de lipidos y proteinas especificas
de la mielina, causando hipomielinizacién y dano axonal (Valcércel-
Herndndez et al., 2022).

La plasticidad neuronal y mielinizacién se regulan reciprocamente.
Las interacciones entre axén y oligodendrocitos se caracterizan por la
alimentacion reciproca entre actividad neuronal y mielinizacion. Las
vesiculas sindpticas y neurotransmisores estimulan la mielinizacién. Sin
embargo, a su vez, la mielina regula la actividad neuronal a través de la
conduccidn saltatoria y la homeostasis de iones (Mensch et al., 2015). Los
OPCs expresan receptores de neurotransmisores, entre ellos, los
receptores AMPA y GABA. La liberacién de glutamato induce la
diferenciacién de los OPCs y adapta la produccién de mielina a la

actividad neuronal (Bercury & Macklin, 2015).

2.2. Mielinizacién del sistema nervioso central

La mielina es una estructura multilaminar rica en lipidos encargada
de aislar los axones y permitir la conduccidén saltatoria del impulso
nervioso (Barnes-Vélez et al., 2023a). Los oligodendrocitos forman la
vaina de mielina, creando una extensién de la membrana plasmdatica
gue envuelve en espiral los segmentos axonales (Saab & Nave, 2017). Sus
propiedades bioguimicas la hacen Unica en su funcién y estructura. La
mielina estd compuesta por un 70% de lipidos, frente al 50-55% del resto
de membranas plasmdticas. Los lipidos de la vaina no son especificos de
la mielina, sino que la diferencia erradica en la proporcién de estos. La
mielina contiene un alto porcentaje de colesterol y fosfolipidos en
comparacion con el resto de las membranas plasmdaticas (Barnes-Vélez

et al., 2023a). Aproximadamente, la vaina estd compuesta por: 72%
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fosfolipidos, 20% colesterol, y 8% esfingolipidos (Sengottuvel et al., 2023a).
Las cadenas laterales largas y mayoritariamente saturadas, son
propiedades Unicas que fomentan el plegamiento de las cadenas

laterales, facilitando la compactacidén de la mielina (Saher & Stumpf,

2015) (Esquema 7).

Los fosfolipidos modulan numerosos procesos, senalizacion
intracelular, autofagia, regulacién de la muerte celular y diferenciacion
(Barnes-Vélez et al., 2023a; Giussani et al., 2021a). Es mds, son capaces
de prevenir la carbonilacién y la agregaciéon de proteinas derivados del
estrés oxidativo, actuando como sistemas antioxidantes que mantienen
la estructura y el empaquetamiento de la membranas lipidicas (Luoma
et al., 2015). Ademds, junto con el colesterol, participan directamente en
la compactacion de la mielina, gracias a las interacciones trans entre los

lipidos de la bicapa (Barnes-Vélez et al., 2023a]).

El colesterol es estrictamente esencial para la formacion de la
mielina, siendo un factor limitante para el enrollamiento de la vaina.
Participa activamente en la fluidez y permeabilidad de la vaina de
mielina (Saher & Stumpf, 2015). Cuando se desarrollan lesiones en
trastornos de la mielina como es el caso de la esclerosis multiple, se
pierde la capa aislante rica en colesterol. El colesterol de las vainas de
mielina regeneradas debe reciclarse a partir de mielina danada o
producirse nuevamente de manera local. En el caso del dano crénico,
a diferencia del dano agudo, casi ningun colesterol se recicla. En
cambio, la nueva produccién de colesterol determina la eficiencia de la
reparacion. Inesperadamente, no sélo las propias células formadoras de
mielina, sino también las células nerviosas realizan una contribucion
importante a la regeneracion, asi la sintesis de colesterol en las células
nerviosas asegura la reposicidén de las células formadoras de mielina
(Berghoff et al., 2022).

La mielina contiene proteinas especificas, las mds abundantes son la
proteina proteolipidica (PLP), y la proteina bdsica de la mielina (MBP).

Oftras proteinas estructurales como MOG, MAG y CNP, son caracteristicas
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de la vaina. MBP es una proteina multifuncional estrictamente necesaria
para la formacion de la mielina, no sélo por su directa participacion en
la unién de las Idminas citoplasmdticas, sino también por regular la
polimerizacion y estabilidad del citoesqueleto (Ozgen et al., 2016a). PLP
también tiene un papel clave en la unidn de las [dminas extracelulares,
aunque su importancia recae en el transporte del colesterol y la

migracién (Ozgen et al., 2016a).

®
] ] Fosfolipidios
Oligodendrocito \
/‘ : Glicolipidos
Nodo de \ ) Nicleo .
Ranvier & Colesterol

Esquema 7. Estructura y composicion de la mielina. Representacion
esquemdtica de los distintos componentes del sistema de bicapas
mielinicas. (Elaboracién propia. App Biorender).

La principal funcién de la mielina es facilitar la transmision sindptica a
través del aislamiento axdnico y la conduccidn saltatoria. La estructura y
funcion de la vaina le confieren baja capacitancia, convirtiéndose en un
gran aislante eléctrico. Cuando los canales de sodio localizados en el
ndédulo de Ranvier se excitan, el potencial de accién salta de un nédulo

a otro, requiriendo poca energia para despolarizar Ila membrana. De
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este modo, la conduccién saltatoria permite la transmisién del impulso
nervioso de manera mds rdpida y eficaz que en los axones no

mielinizados (Kuhn et al., 2019; Nave, 2010; Simons & Trotter, 2007).

Ademds de favorecer la transmision sindptica, los OLs proporcionan
soporte nutricional y metabdlico al axdén. Las regiones mielinizadas
denominadas internodos, estdn completamente aisladas del entorno
(Bercury & Macklin, 2015a), lo que imposibilita la lanzadera de lactato
enfre astrocitos y neuronas (Bonvento & Bolafios, 2021a). Los
oligodendrocitos realizan la glicdlisis aerdbica. El piruvato y el lactato
producido es suficiente para mantener la estructura y funcion de la
mielina. El fransportador de monocarboxilatos de tipo 1 (MCTI)
expresado en los OLs maduros, proporciona lactato a las regiones
mielinizadas de los axones. De esta manera, los oligodendrocitos facilitan

la transmisién sindptica (FOnfschilling et al., 2012).

Los oligodendrocitos son capaces de regular negativamente el
crecimiento axoénico. Varias proteinas de membrana, entre ellas MAG y
MOG, inhiben el desarrollo del cono axdénico (Rigby et al., 2020). Estas
proteinas son capaces de unirse al receptor Nogo vy la via de senalizacién
RhoA/ROCK, provocando el colapso del cono axdénico y la inhibicidn del

crecimiento axonal (Fujita & Yamashita, 2014).

Los OLs maduros mielinizantes deben someterse a cambios
morfolégicos, reordenamientos de membrana vy citoesqueleto, vy
polarizacion para poder envolver los axones. El crecimiento de la mielina
se produce por expansién radial y longitudinal, sintetizando membrana
nueva en la punta de la lengua interna y expandiendo lateralmente la
capa interna (Montani, 2021) (Esquema 8). Durante la formacién de la
vaina, los OLs mantienen la vaina descompactada para favorecer la
enfrada de metabolitos que alimenten la lengua interna. Gradualmente,
la mielina se va compactando y creando los internodos. Los segmentos

axonales sin mielinizar se denominan nodos de Ranvier, y contienen los
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canales de sodio responsables de impulsar la conduccidn saltatoria (Saab

& Nave, 2017; Simons & Trotter, 2007).

Durante este proceso se activa la maquinaria para sintetizar vy
transportar los lipidos y proteinas especificas de la mielina. Primero se
sintetizan Los componentes lipidicos estructurales, GalC vy fosfolipidos, y
posteriormente se expresan PLP y MBP, proteinas requeridas para la

compactacién de la vaina (Ozgen et al., 2016aq).

LENGUA
INTERNA

6[] CITOPLASMA 2

NUCLEO LENGUA
MEMBRANA NEUROFIBRILLAS @
/3
: AXON //

LENGUA
EXTERNA

VAINA DE
MIELINA

Esquema 8. Formaciéon de la vaina de mielina. Representacion
esquemdtica de la sintesis de la vaina de mielina. (Elaboracion propia.
App Biorender).

El Esquema 9 muestra la temporalizacion de la mielinizacién y la
comparativa entre humano y ratén. Los patrones de mielinizaciéon
muestran un alto grado de similitud entre ambas especies. La mayor
parte de la mielinizacion tiene lugar durante el primer ano de vida, sin
embargo, la sustancia blanca sigue creciendo hasta aproximadamente
los 40 anos en el caso del humano (Ozgen et al., 2016a; Stassart et al.,
2018; van Tiborg et al., 2018). Del mismo modo, en los ratones la
mielinizacion puede extenderse hasta los 60 dias de vida postnatal
(Barateiro & Fernandes, 2014a). En ambos casos, el proceso sigue la
dindmica de formacion en direccién caudal a rostral, es decir, primero
mieliniza la médula espinal hasta terminar en la corteza prefrontal (Ozgen
et al., 2016; Stassart et al., 2018a). Las distintas proyecciones axonales
tienen diferentes perfiles de mielinizacién en distintas capas cerebrales.
Existe un gradiente de mielina con mayor mielinizacién en las capas V y

VI en relacion con las capas Il y Il (Bercury & Macklin, 2015).
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El mantenimiento de la mielina es un proceso activo e independiente
de la renovacién celular. La mayoria de los OLs se forman durante los
primeros 5 anos de vida, y el 0.3% se recambia cada ano. En el caso de
los ratones, los OLs del cuerpo calloso son capaces de sobrevivir hasta 20
meses (Tripathi et al., 2017). Por tanto, la continua sintesis de mielina es

necesaria para mantener la integridad axonal.

Nacimiento Tmes 3 meses 6 meses 10 meses 12 meses 18 meses
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Esquema 9. Tempordlizaciéon de la mielinizacién. Comparativa de la
formacién de la mielina entre humano y ratén (Modificado de van Tilborg
et al., 2018).

Las proteinas especificas de la vaina presentan un alto grado de
estabilidad, con una tasa de cambio relativamente baja,
aproximadamente de 11 semanas para MBP y 6 meses para PLP. Por el
conftrario, los lipidos experimentan un recambio mucho mds rdpido y
dindmico, del orden de entre 20-90 dias para los fosfolipidos. El colesterol
es la molécula lipidica mdas estable de la vaina, teniendo una duracién
de 359 dias (Barnes-Vélez et al., 2023).
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La interaccion entre el axdn vy el oligodendrocito es necesaria para
activar la maqguinaria de sintesis y el transporte de los componentes de
la vaina de mielina. El didmetro del axdn es un factor limitante, dado que
sélo los axones mayores de 0.2 um son mielinizables. Hay que destacar,
que la actividad neuronal estimula la mielinizacion a través de la
activacion de diferentes vias de sefalizacién, entre ellas, Notch y BDNF
(Brain-derived neurotrophic factor). Ademds, el glutamato y la liberacién
de vesiculas sindpticas inducen la diferenciacion de los OPCs (apartado
2.1.3), reflejando la plasticidad de la mielina alimentada por la actividad
sindptica. Sin embargo, determinados estimulos enddgenos de los OLs

son necesarios e independientes de la influencia neuronal (Nave, 2010;

Simons & Trotter, 2007).

El factor regulador de la mielina (Myrf) es el coordinador enddégeno
por excelencia de la mielinizacién. Su expresién, inducida durante el
inicio de la diferenciacion, es necesaria para la iniciacion vy
mantenimiento del proceso (Emery & Lu, 2015). Este factor de
franscripcién  activa  directamente genes implicados en la
diferenciacién, remodelado citoesquelético, metabolismo lipidico y
proteinas especificas de mielina (Cristobal & Lee, 2022). No obstante, estas
funciones son exclusivas del SNC, dado que Myrf no estd implicado en la
mielinizacion del sistema nervioso periférico (Emery & Lu, 2015). El factor
regulador del gen de la mielina (MRF) también es necesario para la
induccién de genes pro-mielizantes, aunque no participa en la

diferenciacién de los OLs (Emery et al., 2009).

La remodelacion del citoesqueleto es crucial para la formacién de la
mielina. Los cambios en la estructura y dindmica de la actina estdn
regulados por cascadas de senalizacion y estimulos extracelulares. La
familia de las RhoA/Rock median el movimiento y los cambios

morfogénicos celulares (Thomason et al., 2020). Por ejemplo, la
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activacion de RhoA y la acumulacion de Rock2 bloquean la

mielinizaciéon (Munoz-Esquivel et al., 2019).

2.3. Papel del metabolismo lipidico en la
mielinizacién

El metabolismo lipidico juega un papel importante durante la
mielinizaciéon. Trastornos como la enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher,
la enfermedad de Krabbe vy las leucodistrofias estdn causados por
mutaciones en genes que codifican proteinas implicadas en el
metabolismo de los lipidos de la mielina, lo que conduce a una
formacion aberrante de la vaina y a disfunciones neuroldgicas (Duncan &

Radcliff, 2016).

Los factores de transcripcion desempenan un papel clave en la
sintesis de los dcidos grasos. Se ha demostrado que la activaciéon de
varios factores de transcripcion, entre ellos PPAR y SREBP (proteinas de
unién al elemento regulador de esteroles) inducen la formacion de la
mielina modulando el metabolismo de los &cidos grasos y el colesterol

(Bergles et al., 2019; Monnerie et al., 2017).

La biosintesis de novo del colesterol es esencial para la formacién de
la mielina. Varios estudios demuestran que la alteracidén de enzimas
relacionadas con la sintesis de colesterol, como son FDFT1 o HMG-CoA,
inhiben la formacién de la vaina dando lugar a hipomielinizaciéon
(Barnes-Vélez et al., 2023a; Mathews et al., 2014). Es mds, mutaciones en
los frasportadores del colesterol manifestaron las mismas consecuencias,
enfatizando que no sélo la sintesis enddgena del colesterol es
importante, sino que los oligodendrocitos no son capaces de compensar
los efectos mediante la importacién de esteroles externos (Naffaa et al.,
2022).
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Los galactolipidos poseen cadenas lateras largas saturadas y la
longitud de estos dcidos grasos condiciona el mantenimiento de la
mielina. La sobreexpresion de GalC, involucrada en la patogénesis de la
enfermedad de Krabbe, causa la apoptosis de los OLs, influyendo
directamente en la actividad sindptica (Duncan & Radcliff, 2016). Ademds,
la inhibicion de la biosintesis de GalC en ratones provoca la inestabilidad
estructural de la vaina, axon swelling y alteraciones en los canales de
sodio (Ozgen et al., 2016a). Por tanto, estos estudios demuestran que
GalC es necesaria para la estabilizacion de la mielina, y su
sobreexpresion influye directamente en la disfuncién y supervivencia

neuronal (Barnes-Vélez et al., 2023a).

El metabolismo de los esfingolipidos interviene en gran variedad de
procesos bioldgicos. Los esfingolipidos bioactivos, como son la
ceramidas, esfingosina y esfingosina-1-fosfato (S1P), parficipan en los
procesos de especificaciéon celular, crecimiento celular y apoptosis,
mientras que los esfingolipidos complejos, entre ellos la esfingomielina,
son esenciales para la estructura de la vaina y su organizaciéon funcional
(Guarnieri et al., 2018).

Los niveles de ceramidas aumentan a medida que progresa la
mielinizacién, ya que son los precursores para la sintesis de cerebrdsidos
y esfingomielinas (Davis et al., 2020a). No obstante, la acumulacién de
ceramidas, principal caracteristica de la enfermedad de Farbers, causa
refraso del crecimiento, ventriculomegalia acompanada de
hidrocefalia, y agenesia del cuerpo calloso (Sikora et al., 2017). Del
mismo modo, niveles excesivamente altos de esfingosina inducen la

muerte de los OLs y desmielinizaciéon (Davis et al., 2020a]).
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Los fosfolipidos de la mielina derivan de la biosintesis de novo dentro
del SNC. Sin embargo, determinados dcidos grasos esenciales, como el
dcido docosahexaenoico (DHA) necesitan ser importados desde la
periferia a través de transportadores. Recientemente, se ha descrito que
el fransportador del DHA, Mfsd2a (dominio 2a de la superfamilia de
facilitadores principales), estd implicado en la regulacién de los
fosfolipidos de grasos acidos poliinsaturados, previniendo la apariciéon de

microcefalia e hipomielinzacién (Sengottuvel et al., 2023a).

3. COMPLEJIO PROMOTOR DE LA ANAFASE /
CICLOSOMA (APC/C) EN EL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL

El complejo promotor de la anafase/ciclosoma (APC/C, Anaphase
Promoting Complex/Cyclosome) es un complejo multiprotéico con
actividades reguladoras y cataliticas (Watson et al., 2019). APC/C es una
E3 Ubiquitina ligasa cuya funciéon es regular el ciclo celular desde la mitad
de la mitosis hasta el final de la fase G1 (Bansal & Tiwari, 2019; Sivakumar &
Gorbsky, 2015). El complejo marca proteinas mediante poliubiquitinacion,
para que éstas sean degradadas por el proteasoma (A. Almeida, 2012a;
Yamano, 2019).

Los principales sustratos del complejo son proteinas mitdticas y, por
tanto, regula procesos del ciclo celular responsables de la segregacion
de la cromatina durante la anafase, salida de la mitosis y el
establecimiento y mantenimiento de la fase G1 (Eguren et al., 2011). Sin
embargo, APC/C desempena numerosas funciones fuera del ciclo
celular, especialmente en el SNC, como son la regulacién del
metabolismo glucidico (Bolanos et al., 2010; Herrero-Mendez et al., 2009),
estabilidad gendmica (Garcia-Higuera et al.,, 2008), neurogénesis y

diferenciacién neuronal (Delgado-Esteban et al., 2013), supervivencia
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neuronal (Almeida et al., 2005), sinaptogénesis (J. Huang & Bonni, 2016a),

y procesos de aprendizaje y memoria (Bobo-Jiménez et al., 2017).

3.1. Estructura de APC/C y reconocimiento dle
sustratos

APC/C es una cullin RING-finger E3 Ubiquitina ligasa multimérica
formada por 14 subunidades, distribuidas en tres moddulos: brazo
catalitico, dominio estructural (Platform) y TetratricoPeptide Repeat o TPR
(Lapresa, Agulla, Bolanos, et al., 2022a; Schrock et al., 2020) (Esquema
10). El mdédulo catalitico estd formado por Apc2, Apcl0 y Apcll. La
subunidad APCI11 interactia con la E2 Ubiquitina a través del dominio
RING-finger, permitiendo la fransferencia de una ubiquitina del sitio
activo E2 a la lisina de la proteina diana, mientras que Apc2, estabiliza la
unién de APC11 vy la enzima interactuando con su dominio cullin (Schrock
et al., 2020). Apc10, junto con los cofactores Cdc20 y Cdhl, participan

de manera directa en el reconocimiento de sustratos (Eme et al., 2011).

Esquema 10. Arquitectura
molecular de APC/C-Cdhl. El
complejo APC/C adopta una
forma triangular delineada por
Dominio una coraza en forma de celosia.
cadiicc Se  pueden observar los tres
principales dominios, estructural,
TPR y catalitico que, junto con el
cofactor Cdh1, marcan proteinas
para su posterior degradacion en
el proteasoma. Adaptado de PDB

Domiinio TPR

Las subunidades Apc3 (cdc27), Apcé (cdclé), Apc7 y Apc8 (cdc23),
se caracterizan por presentar el dominio TPR, que consiste en la
repeticion de una secuencia de 34 aminodcidos, que le permite
coordinar la interaccién entre proteinas (Peters, 2006a). El resto de

subunidades, Apcl, Apc4 y Apcd, funcionan como andamios
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moleculares que coordinan las uniones moleculares de los mddulos
cataliticos y de reconocimiento de degrones, aungque no se descartan
papeles directos en las inferacciones con el sustrato y/o la E2 Ubiquitina
(Chang et al., 2014a).

La activacién de APC/C requiere la union temporal y secuencial de
Cdc20 o Cdh1 (Lapresa et al., 2022). Ambas proteinas coactivadoras
poseen dominios WD40 en la regién C-terminal que reclutan sustratos de
APC/C y aumentan la actividad especifica del complejo promoviendo
su interaccidén con las enzimas E2 UbcH10 y UBE2S (Watson et al., 2019;
Zhou et al., 2016). El complejo APC/C reconoce sus sustratos a través de
motivos de destruccidn cortos o degrones. Ambos cofactores reconocen
los degrones D-box (RxxLx[D/E][@]IxN[N/S] y ABBA (Fx[ILV][FY]x[DE]),
mientras que, ademds, Cdhl es capaz de reconocer KEN-box
(KENxxx[N/D/E] (Lapresa, Agulla, Bolanos, et al., 2022b). Posteriormente,
se describieron degrones no candnicos derivados de modificaciones en
los motivos D-box y KEN-box. Sin embargo, no todas las proteinas que
contienen estos degrones en su secuencia son degradas por el
complejo, dado que el degrén debe estar disponible para ser

reconocido por la ligasa (Davey & Morgan, 2016).

3.2, Funciones de APC/C-Cdh en el sistema

nerviese central

Durante el desarrollo y el mantenimiento del SNC, se requiere un
equilibrio preciso entre la sintesis y la degradacién de las proteinas
reguladoras de los procesos esenciales (Kurshan & Shen, 2019). Hasta el
momento, se han descrito importantes funciones de APC/C-Cdhl en
procesos fundamentales del SNC, tanto durante el desarrollo como en la
etapa adulta. Entre estas funciones, destacan el control del crecimiento
axonal (Lasorella et al., 2006a), la neurogénesis y la diferenciaciéon
(Delgado-Esteban et al., 2013; Rodriguez et al., 2019), la supervivencia
neuronal (Almeida et al., 2005), la sinaptogénesis y los procesos de

aprendizaje y memoria (Bobo-Jiménez et al., 2017), el metabolismo
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glucidico (Fernandez-Fernandez et al., 2012; Herrero-Mendez et al., 2009),
asi como la modulacién de procesos neurodegenerativos (Lapresa et al.,
2022). Ademds, APC/C-Cdh1 estd involucrado en procesos patoldgicos,
como es la isquemia y toxicidad del B-amiloide, como describimos mds
adelante (Fuchsberger et al., 2016; Lapresa, Agulla, Gonzalez-Guerrero,
et al., 2022a; Maestre et al., 2008; Veas-Pérez De Tudela et al., 2015).

La neurogénesis es un proceso vital para el desarrollo del sistema
nervioso, por el cual se generan nuevas neuronas a partir de las NPCs. Al
inicio de la corticogénesis, la glia radial amplia su reserva mediante
divisiones proliferativas y, a medida que avanza la corticogénesis, sufre
divisiones asimétricas para generar neuronas directa o indirectamente
mediante la produccion de progenitores intermedios que se dividen para
generar pares de neuronas (Agirman et al., 2017a). La neurogénesis, de
manera global, es un proceso altamente complejo que involucra
diferentes etapas: proliferacion de las células pluripotenciales,
migracién, diferenciacion, supervivencia de las nuevas neuronas vy la

infegraciéon de éstas en los circuitos neuronales existentes (Gétz & Huttner,

2005).

Estudios iniciales de nuestro grupo revelaron que APC/C-Cdhl regula
la diferenciacién neuronal, ya que promueve la salida del ciclo celular
de los NPCs e induce su diferenciacién. Asi, Cdhl es esencial para la
diferenciacién neuronal inducida por dcido retinoico en células de
neuroblastoma humano SHSY5Y. Este trabajé confirmd que el dcido
retinoico promueve la acumulacion de Cdhl en el nicleo, y que,
ademds, reduce el nivel de ARNm de la proteina Rael, inhibidor de la
actividad de APC/C-Cdhl. En consecuencia, se facilita la diferenciacion
de células de neuroblastoma en células de fenoftipo neuronal (Cuende
ef al., 2008).

Posteriormente, se demostré que el complejo estd implicado en la

neurogénesis y en la coordinacién del tamano de la corteza (Delgado-
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Esteban et al., 2013a; Eguren et al., 2013a). Hay que tener en cuenta, que
la morfologia del cerebro adulto es la consecuencia de un estricto
balance entre la proliferacién de los progenitores y el comienzo de la
neurogénesis en la etapa embrionaria. Al comienzo del desarrollo de la
corteza, los progenitores se dividen simétricamente para mantener su
poblacién. Sin embargo, en estadios posteriores estas células
progenitoras se dividen de manera asimétrica, formando neuronas

diferenciadas (Agirman et al., 2017).

La duracién del ciclo celular es un elemento esencial en el control
del balance entre el mantenimiento de las células progenitoras y la
diferenciacién de las neuronas. En este sentido, la actividad de APC/C-
Cdh1 juega un papel fundamental, no sélo en la diferenciacién de las
neuronas de un modelo in vifro, sino también en la propia neurogénesis
in vivo. Delgado-Esteban y colaboradores demostraron que la ausencia
de Cdhl en ratén, reprime la neurogénesis, ya que rompe el balance
entre la salida de ciclo de los progenitores y el inicio de la diferenciacién
neuronal. La falta de Cdh1 promueve una disminucion de la fase G1y un
aumento de la fase S, provocando estrés replicativo y muerte por
apoptosis de los NPCs. El resultado es el descenso del niUmero de
neuronas corticales generadas y, en consecuencia, del tamano de la
corteza cerebral, senalando a Cdhl como elemento clave en los
procesos de diferenciacién neuronal y neurogénesis (Delgado-Esteban
et al., 2013q).

Trabajos recientes del grupo han identificado una nueva mutaciéon
humana de Cdhl (p.Aspl187Gly). EI cambio en la secuencia de un
aspartato por una glicina induce una disminucién de los niveles proteicos
del cofactory, consecuentemente, la inactivacién del complejo, dando
lugar a importantes alteraciones encefdlicas, como son la microcefalia
prenatal, retraso psicomotor severo y epilepsia refractaria (Rodriguez et
al., 2019a). Experimentalmente, demostraron que la mutacién de Cdhl
causa la muerte de los NPCs por apoptosis, lo que disminuye la

neurogénesis, alterando asi la estructura y funcionalidad del cerebro.
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Posteriormente, se han identificado otras dos mutaciones en Cdhl que
causan discapacidad intelectual y epilepsia (Manivannan et al., 2022).
Todo ello evidencia la importancia de Cdh1 en el desarrollo del SNC en

humanos.

Las regiones neurogénicas del cerebro de los mamiferos generan
neuronas que acabardn sobreviviendo y alcanzando una fase madura.
La muerte celular afecta tanto a las neuronas inmaduras producidas
durante el desarrollo embrionario, como a las que se generan en
regiones neurogénicas adultas. La eliminacién de un ndmero
considerable de neuronas que aun no estdn completamente integradas
en los circuitos locales contribuye a garantizar que la maduracién vy la
funcidon homeostdtica de las redes neuronales del cerebro se desarrollen
correctamente. Las senales externas procedentes del microentorno
cerebral, junto con las vias de senalizacién intrinsecas, determinan si una
neurona concreta va a morir. Para adaptar esta sefnalizaciéon, las
neuronas expresan una serie de factores, asi como de moléculas, que

regulardn la decision de supervivencia o muerte celular (Pfisterer &

Khodosevich, 2017).

APC/C-Cdh1 juega un papel fundamental en la supervivencia de las
neuronas. La activacion del ciclo celular en las neuronas postmitdticas
induce la apoptosis en lugar de la proliferacion (Pandey & Vinod, 2022).
Cdh1 es el principal activador de APC/C en las neuronas postmitdticas,
previniendo la reentrada de las células en el ciclo celular y la muerte
neuronal. La ciclina B1, regulador del ciclo celular, se encuentra elevada
en zonas danadas de cerebros post-mortem con enfermedad de
Alzheimer (EA) (McShea et al., 2007). La falta de Cdhl promueve la
acumulaciéon de la ciclina B1, conocido sustrato de APC/C-Cdh1, lo que,
a su vez, induce la entrada aberrante de las neuronas en la fase Sy la

consecuente muerte neuronal (Almeida et al., 2005).
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Es mas, APC/C-Cdh1 tiene una funcidn clave en la excitotoxicidad
(muerte neuronal por sobre-estimulacion de los receptores de
glutamato), que ocurre en las enfermedades neurodegenerativas, como
es EA, ylaisquemia cerebral. Estudios previos del laboratorio demostraron
que, en condiciones excitotdxicas, se induce la fosforilacién de Cdhl, lo
qgue conduce a la inactivacién de APC/C. La estimulacion de los
receptores de glutamato (GluRs) activa CdkS (Cyclin-dependent kinase
5), dependiente de Ca?*, que fosforiia Cdhl, lo que promueve su
traslocacion al citosol e impide su unidén a la ligasa, provocando la
inactivacion de APC/C. Como consecuencia, la ciclina B1 se acumula
en el nicleo (Maestre et al., 2008) y en la mitocondria (Veas-Pérez de
Tudela et al., 2015) provocando, por un lado la entrada aberrante de las
neuronas en la fase S (Maestre et al., 2008) y, por ofro, dano mitocondrial
y estrés oxidativo (Veas-Pérez de Tudela et al., 2015). El resultado es la
muerte neuronal por apoptosis, lo que pone de manifiesto la importancia
de Cdhl en la isquemia [Almeida, 2012]. La enfrada aberrante de las
neuronas en la fase S se produce a fravés de la activacién de la via
ciclina D1-Cdk4-pRb (Veas-Pérez De Tudela et al, 2015). En la
mitocondria, la acumulacion de ciclina Bl es capaz de activar Cdkl
(Cyclin-dependent kianse 1) en neuronas, localizada en la membrana
mitocondrial interna. El complejo ciclina B1-Cdk1 es capaz de fosforilar la
proteina antiapoptdtica Bel-xL (B-cell ymphoma-extra large), que impide
su unién a la ATPsintasa mitocondrial y, con ello, previene su activacion.
Como consecuenciaq, se altera el transporte de electrones de la cadena
fransportadora de electrones mitocondrial, Io que desencadena la
generaciéon de especies reactivas de oxigeno, disfunciéon mitocondrial y,
finalmente, apoptosis (Veas-Pérez de Tudela et al., 2015). Por lo tanto, la
ciclina Bl promueve la enfrada de las neuronas al ciclo celular,
disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo, para inducir finalmente muerte

neuronal por apoptosis (Lapresa et al., 2022).

Otra diana molecular importante de Cdh1 es Rock2 (Rho-associated
protein kinase 2), quinasa implicada en la estabilidad dendritica. APC/C-

Cdhl degrada Rock2 y, con ello, permite la plasticidad neuronal y
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supervivencia de las neuronas en el cerebro adulto. La falta de Cdhl en
neuronas glutamatérgica de cerebro adulto provoca la acumulacién de
Rock2 en la corteza cerebral y el hipocampo, lo que promueve la
disrupcién dendritica, pérdida sindptica y déficits en el aprendizaje vy
memoria. La administraciéon de un fdrmaco clinicamente probado, que
es inhibidor especifico de Rock2, Fasudil, rescata la pérdida neuronal y la
disfuncion cognitiva en el ratén carente de Cdh1, lo que demuestra que
APC/C-Cdn1 regula la integridad dendritica y el funcionamiento del

cerebro adulto (Bobo-Jiménez et al., 2017).

Durante los estadios iniciales de la EA, Rock2 se acumula en el
cerebro y aumenta a medida que progresa la enfermedad (Herskowitz
et al., 2013). El fratamiento de neuronas corticales con oligbmeros del
fragmento amiloidogénico AP25-35 activa Cdk5, que fosforila Cdhl e
inactiva APC/C, provocando la estabilizacién y acumulacion de Rock2,
y con ello, la neurodegeneracion. La prevencién de la muerte neuronal
inducida por el AP25-35 mediante la expresibn de una forma
fosfodefectiva de Cdhl vy la inhibicion farmacoldégica de Rock?2,
manifestd la relevancia de la via Cdk5-Rock2 y su contribucion a los
mecanismos de neurodegeneracion (Lapresa et al, 2022). Se ha
identificado a la glutaminasa como sustrato diana de APC/C-Cdhl en
neuronas, con una funcién patogénica en la EA. Asi, la inactivacion de
APC/C-Cdhl en un modelo experimental de EA in vivo, causa la
acumulacion de glutaminasa, que potencia la excitotoxicidad por
acumulaciéon de glutamato y, con ello, la neurodegeneracién asociada
ala EA (Fuchsberger et al., 2016). Por tanto, APC/C-Cdh1 desempena un

importante papel en los procesos neurodegenerativos.

En el sistema nervioso en desarrollo, 1d2 aumenta la proliferacion
celular, favorece la progresion tumoral e inhibe la actividad de los
factores de transcripcion neurogénicos bdsicos hélice-bucle-hélice

(oHLH) (Lavarone & Lasorella, 2004). Id2 y ofros miembros de la familia de

46



proteinas Id son muy inestables y se eliminan con facilidad cuando las
células entran en estado quiescente. En este sentido, APC/C-Cdh1 se
une a ld2 para su ubiquitinacién y posterior degradaciéon, a través de un
motivo D-Box. La degradacién de 1d2 neuronal permite la acumulaciéon
del receptor Nogo, vinculando asi la actividad de APC/CCdh1 con los
genes diana de bHLH para la inhibiciéon del crecimiento axonal. Asi, la
ausencia de Cdhl estabiliza 1d2 en las neuronas, potenciando el

crecimiento axonal de las neuronas (Lasorella et al., 2006a).

La sinaptogénesis es un proceso complejo, espacial y temporalmente
regulado, que comienza con la formacién y crecimiento de las neuritas,
las cuales se diferencian bien a axones o a dendritas. Los axones crecen
con la finalidad de encontrar dendritas diana con las que establecer una
conexién vy, de la misma manera, las dendritas se estabilizan para dar
lugar a la correspondiente diana que permita la formacion de sinapsis.
Posteriormente, se establece el contacto entre los ferminales
presindpticos axdénicos y los terminales postsindpticos dendriticos.
Finalmente, se produce un periodo de pérdida de sinapsis denominado
pruning o poda sindptica que conlleva a la redefinicién y a la
estabilizacién de los circuitos de la red neuronal (Wefelmeyer et al.,
2016).

Se han descrito funciones presindpticas y postsindpticas de APC/C-
Cdhl. Individuos con ausencia de la subunidad Apc2, presentan un
tamano sindptico mayor, que se atribuye al incremento de la cantidad
de botones sindpticos. El complejo se encarga de ubiquitinar a la Liprina-
o, que controla el niUmero de botones sindpticos. Por todo ello, APC/C-
Cdh1 posee una funcién presindptica, ya que es capaz de restringir el
numero de botones sindpticos y, ademds, una funcidn postsindptica,
porque restringe la abundancia de receptores de glutamato, siendo
esencial en el desarrollo y funcionamiento de las sinapsis (Van Roessel et
al., 2004).
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Por otro lado, la correcta formacién y el mantenimiento de la red
dendritica es esencial para el funcionamiento neuronal. La estabilidad
dendritica confiere a las neuronas la capacidad de mantener la
integridad de su red, de tal manera que la pérdida de estabilidad
dendritica se asocia con trastornos psiquidtricos y enfermedades
neurodegenerativas. La alteracion dendritica y la pérdida de espinas
dendriticas y sinapsis ocurre en situaciones patoldgicas, como son la
esquizofrenia y la depresidn, asi como en enfermedades
neurodegenerativas (Koleske, 2013). La proteina Rock, efector de la
GTPasa RhoA, es un regulador esencial del citoesqueleto de los
microtUbulos de las heuronas. Se sabe que Rock modifica el nimero, la
morfologia y la dendritas en varios tipos de neuronas. La sobreactivacion
de la sefalizacién de Rock estabiliza el citoesqueleto de la actina y, con
ello, previene la plasticidad sindptica, mientras que la inhibicidén de Rock
promueve el ensamblaje de microtibulos y restaura la complejidad vy
plasticidad de las dendritas (Chen & Firestein, 2007; Nakayama et al., 1995).

La ausencia de Cdhl altera la arborizacidén de las dendritas vy
provoca la pérdida de espinas dendriticas y sinapsis en la corteza vy el
hipocampo, que, a su vez, produce deterioro cognitivo vy
neurodegeneracion en ratones adultos. Rock?2 es un sustrato de APC/C-
Cdhl, y ante la ausencia del cofactor, la actividad de Rock2 aumenta
en la corteza y el hipocampo. La inhibicidon de la actividad de Rock2,
mediante el fratamiento con fasudil, previene la desintegracion de lared
dendritica, la pérdida de memoria y la neurodegeneracién. Por tanto,
APC/C-Cdhl es esencial para el mantenimiento de la red dendritica y
plasticidad sindptica mediante la regulacion de los niveles y actividad
de Rock?2 (Bobo-Jiménez et al., 2017).

La plasticidad sindptica desempena un papel fundamental en las
respuestas adaptatfivas del sistema nervioso a la experiencia vy

aprendizaje. Las dos formas principales de plasticidad sindptica son, la
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potenciacién a largo plazo (LTP) y la depresidn a largo plazo (LTD), los
cuales pueden representar procesos fisioldgicos del aprendizaje vy la
memoria (Mulkey & Malenka, 1992). La plasticidad sindptica se ve
afectada en distintas enfermedades neuroldgicas, incluidos los trastornos
del desarrollo cognitivo. En particular, las alteraciones de la LTD estdn
relacionadas con el sindrome del X fragil, que es la causa monogénica
conocida mds comun de discapacidad infelectual y del trastorno del
espectro autista, causada por la alteracién de los niveles de expresidon
de su proteina FMRP (Bassell & Warren, 2008).

Los principales sustratos de FMRP son proteinas sindpticas cruciales
para la neurotransmision, incluyendo PSD-95 (Postsynaptic Density-95) vy
algunas de las denominadas proteinas asociadas a microtUbulos (MAP).
Por ello, esta proteinas desempena un papel trascendental en el
desarrollo neuronal, en la plasticidad sindptica y en la maduracion de las
conexiones, a fravés del control de sintesis de proteinas (Kazdoba et al.,
2014).

La pérdida de FMRP desencadena el incremento de una forma de
LTD inducida por la activacion de receptores de glutamato
metabotropicos (MGIuR). Por otro lado, la activacién de estos receptores
desencadena la degradaciéon de FMRP, sugiriendo que la senalizaciéon
FMRP y mGIuR tienen una relacidn mutuamente opuesta. Hay que
destacar que APC/C-Cdhl también controla la plasticidad en las
neuronas del cerebro anterior y la LTP de fase tardia en el hipocampo.
Asi, un ratédn deficiente de Cdhl en el cerebro anterior, pierde la
induccién de mGIUR-LTD, pero no del receptor de N-metil-D-aspartato
(NMDAR)-LTD, en las sinapsis de la capa CA1 del hipocampo. APC/C-
Cdhl interactla con FMRP, a través del degrén D-box. La falta de Cdhl
impide la ubiquitinacion inducida por mGIuR v la degradacién de FMRP
en el hipocampo. En andlisis epistaticos en ratones, el KO de FMRP
suprime el fenotipo inducido por el KO condicional de Cdhl,
identificando asi a FMRP como un nuevo sustrato del complejo vy

senalando el papel esencial de APC/C-Cdh1 en la regulacion de la
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plasticidad sindptica a fravés de la inducciéon de mGIuR-LTD (Huang et
al., 2015).

La disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo son caracteristicos de
las enfermedades neurodegenerativas (Dewanjee et al.,, 2022). Las
neuronas dependen de la fosforilacion oxidativa para la generaciéon de
energia necesaria para la fransmision sindptica. Ademds, son muy
sensibles a altos niveles de especies reactivas de oxigeno (Bonvento &
Bolafios, 2021a). De hecho. las neuronas metabolizan activamente las
glucosa, a través de la via de las pentosas fosfato para mantener el estrés
oxidativo reducido y asegurar la supervivencia neuronal (Fernandez-
Fernandez et al., 2012). Por ello, necesitan tener una actividad glucolitica
baja que les permita mantener su homeostasis redox. APC/C-Cdhl
modula la glucolisis, a través de la regulacion de los niveles proteicos de
la 6-fosfofructosa-2-kinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa (PFKFB3). Esta enzima
sintetiza fructosa-2,6-bifosfatasa, que es una activador alostérico de la
PFK1 vy, con ello, regula el flujo glucolitico. La pérdida de Cdh1 estabiliza
PFKFB3 induciendo un cambio metabdlico en el que aumenta la
glucdlisis en detrimento de la via de las pentosas fosfato, provocando
estrés oxidativo, dano mitocondrial y la muerte neuronal (Herrero-
Mendez et al., 2009). Ademds, la activacion del APC/C-Cdh1 inhibe el
proceso glucolitico y la proliferacién celular, lo que evidencia la funcion
de Cdh1 en el acoplamiento entre metabolismo y proliferacién (Almeida
et al., 2010; Bolanos et al., 2010). Recientemente, Liu y colaboradores han
demostrado que el lactato puede formar un complejo con la cisteina
proteasa SENP1 y estabilizar la SUMOilacién de Apc4, dando lugar a la
reorientacion de APC/C. Esta remodelacion estimula la degradacion de
proteinas que regulan la salida del ciclo celular, entre ellas la ciclina B1 y

la securina (Liu et al., 2023).

Metabdlicamente hablando, los oligodendrocitos son parecidos a

las neuronas. Los niveles proteicos de PFKFB3 en estas células son bajos
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(Meyer & Rinholm, 2021) con el fin de minimizar el estrés oxidativo y evitar
la peroxidacion de los lipidos de la mielina (Lambhate et al., 2021). Por el
conftrario, los astrocitos presentan una alta capacidad glucolitica y son
capaces de sobrevivir en condiciones de estrés oxidativo (Bonvento &

Bolafios, 2021).

3.3.Regulacién cle APC/C-Celhi en el sistema

nerviese central

Cdh1 es el principal activador de APC/C en el cerebro. La regulacion
de APC/C-Cdh1 es compleja y multifactorial, incluyendo modificaciones
postraduccionales (fosforilaciones, sumoilaciones y acetilaciones),
cambios de localizacién celular, proteinas activadoras e inhibitorias y la
propia autodegradacion de Cdh1 (Lapresa et al., 2022; Zhou et al., 2016).
Mayoritariamente, Cdhl se encuentra desfosforiiado en el nucleo,
donde se une alas subunidades cataliticas del complejo y activa APC/C.
La quinasa Cdk5 fosforila Cdh1 en las neuronas (Maestre et al., 2008). Asi,
la fosforilacion de Cdhl bloquea su interaccién con el complejo,
promoviendo la traslocaciéon del cofactor al citoplasma y la inactivacion
de APC/C (Maestre et al., 2008; Veas-Pérez De Tudela et al., 2015).

Ademds, la estabilidad de Cdhl estd autorregulada por el propio
APC/C-Cdh1, via ubiguitinacién y degradacion proteasomal (Veas-
Pérez De Tudela et al., 2015). La fosforilacion de Cdhl, a su vez,
desencadena un bucle positivo de la inhibicion de APC/C, promoviendo
la acumulacion y estabilizaciéon de Cdhl inactivado en el citosol (Veas-
Pérez De Tudela et al., 2015). La localizacion nuclear de Cdhl induce la
desestabilizacién de la proteina mediada por la E3 ubiquitina ligasa Skp1
Cullin1 F-Box (SCF) (Listovsky et al., 2004; Nagai et al., 2018). Asi, la
mutacion Asp187Gly en Cdh1 confina la proteina en el ndcleo, donde es
ubiqguitilada por SCF, lo que explica la mayor inestabilidad del Cdhl

mutado (Rodriguez et al., 2019q).

Ademds de la regulacion por fosforilacion y localizacién, existen

inhibidores de APC/C-Cdh1. La proteina Emil, que contiene una D-box
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en su secuencia, se une al complejo secuestrdndolo e impidiendo su
asociacién con oftros sustratos de Cdhl (Cappell et al., 2018). Sin

embargo, este mecanismo no se ha demostrado aun en neuroncs.

52



HIPOTESIS Y OBJLTIVOS
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1. HIPOTESIS

APC/C-Cdh1 desempena una funcién esencial en el desarrollo del
sistema nervioso, donde coordina la salida de los progenitores neurales
del ciclo celular y el inicio de la neurogénesis y, con ello, el tamano del
encéfalo y organizaciéon de la corteza cerebral. Recientemente, hemos
identificado una nueva mutaciéon de Cdhl (Aspl187Cly) que causa
pérdida de actividad de APC/C-Cdhl y provoca microcefdlia, retraso
psicomotor y epilepsia en humanos. Estos tfrastornos estdn asociados
tanto con alteraciones en la neurogénesis, como en la
oligodendrogénesis y mielinizacion. Es mds, un examen preliminar
imagenoldgico del encéfalo del paciente que portaba la mutacion de
Cdh1 mostrd una disminucién de la sustancia blanca y disgénesis del
cuerpo calloso. Por todo ello, creemos que APC/C-Cdhl podria
desempenar un papel clave en la oligodendrogénesis y la mielinizacién

durante el desarrollo postnatal.
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2. OBIETIVOS

Nuestro objetivo general se ha centrado en investigar la funcién de
APC/C-Cdh1 sobre la oligodendrogénesis y mielinizacion postnatal en el

sistema nervioso central.
En concreto, nuestros objetivos especificos han sido:

1. Establecer un modelo deficiente de Cdhl en el sistema nervioso
central que permita evaluar los cambios estructurales y

morfolégicos en el encéfalo durante la etapa postnatal.

2. Investigar la funcién de APC/C-Cdhl en la oligodendrogénesis y

mielinizaciéon postnatal en el sistema nervioso central.
3. Estudiar el efecto de la ausencia de Cdh1 en las células nerviosas

sobre la formacién de la vaina de mielina y el metabolismo

lipidico cerebral.
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1. EXPERIMENTACION ANIMAL PROCEDIMIENTOS Y
MODELO DE INVESTIGACION

Todos los procedimientos realizados con animales cumplen la vigente
Directiva 2010/63/EU y 2007/526/CE de la Comisidén Europea relativa alas
directrices sobre alojamiento y cuidado de los animales, basadas
firmemente en el principio de las Tres Rs, para reducir, reutilizar y refinar el
uso de animales empleados con fines cientificos, asi como la legislacién
espanola vigente RD53/2013 y ECC/566/2015, donde se establecen las
normas bdsicas aplicables para la proteccidon de animales empleados
con fines cienfificos, incluyendo la formacion y docencia. Dichos
procedimientos han sido previomente aprobados por el Comité de
Bioética para la experimentaciéon animal y humana del Servicio de

Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca.

Los animales se criaron en jaulas individuales en el Servicio de
Experimentacién Animal de la Universidad de Salamanca, manteniendo
un ciclo no invertido de luz-oscuridad de 12h, entre las 20:00 y las 8:00
horas del dia siguiente, humedad relativa ambiente de 45-65% vy
temperatura de entre 20-25°C. Los animales se alimentaron ad libitum
con una dieta sélida esténdar (LabDiet® Picolab® Verified-75IF) vy libre

acceso al agua de bebida.

1.9. Medele @sz[?@[rﬁmem‘{t@lﬂ

Para el desarrollo de la presente tesis doctoral, se ha empleado un
modelo de ratdén knockout condicional (cKO) deficiente en Cdh1 bajo el
promotor de la nestina. Al utilizar este promotor se elimina la expresién
del cofactor Cdh1 durante las etapas tardias del desarrollo embrionario
(Liang et al., 2012). Asi, el modelo experimental establecido, permite
analizar qué impacto podria estar ejerciendo Cdhl en procesos
esenciales en el desarrollo del sistema nervioso central, como son la

oligodendrogénesis y la mielinizacion.
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Los ratones fransgénicos se generaron via el sistema de
recombinacién Cre/LoxP. Para ello, se cruzaron dos estirpes de ratones
fransgénicos. La primera estirpe contiene los exones 2 y 3 del gen Fzrl
flanqueados por secuencias Locus of X-Over P1 (LoxP). Estos animales
fueron cedidos por los doctores Irene Garcia Higuera, Marcos Malumbres
y Sergio Moreno, y generados en el Centro Nacional de Investigaciones
Oncolégicas. Originalmente, el fondo genético de estos animales estaba
compuesto por tres cepas de distinta contribucién: C57BL/6J, 129/SV y
CD1. Con el objetivo final de homogenizar el fondo genético, se llevaron
a cabo sucesivos retrocruzamientos en el Servicio de Experimentacién
Animal de la Universidad de Salamanca con animales C57BL/éJ. A
continuacién, los animales floxeados se cruzaron con una segundad
estirpe transgénica, en la cual el promotor de la nestina dirige la
expresion de la enzima Cre recombinasa (Cre). Estos ratones (#003771-
B6.Cg-Tg(Nes-Cre) 1KIn/J) se adquirieron a los laboratorios Jackson

(Jackson Laboratory).

La nestina es una proteina filamentosa intermedia de clase VI que se
expresa en células progenitoras y en tejidos en desarrollo, pero
principalmente en el SNC vy periférico (Bernal & Arranz, 2018). Durante el
desarrollo embrionario del ratdn, la Nestina empieza a expresarse a partir
de los 7 dias de gestacion (E7) principalmente en la placa neurdl,
mientras que a E10 su expresion se extiende por todo el sistema nervioso
(Mignone et al., 2004). No obstante, no es hasta el periodo embrionario

tardio cuando la recombinacién Cre/LoxP empieza a ser efectiva,

aproximadamente a partir de E15 - E18 (https://www.jax.org/) (Liang et
al., 2012). Esto nos va a permitir analizar qué papel juega Cdh1 durante

el desarrollo postnatal del sistema nervioso central.

Asi, se generaron animales deficientes en Cdh1 que contienen las
secuencias LoxP en homocigosis (Lox/Lox)(Garcia-Higuera et al., 2008) y
el transgén de la nestin-Cre (+/N), en adelante nombrados como Cdhl
cKO. Los ratones portadores del transgén (+/N) se utilizaron como grupo

Control, con el fin eliminar variables en el estudio derivadas de la
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presencia del fransgén en el genoma del ratén (Brouwers et al., 2014).
Para el estudio se han empleado animales a diferentes edades de
estudio, PO, P7, P14y P21, con el fin de analizar el progreso del desarrollo

postnatal.

2. GENOTIPADO DE ANIMALES

La identificacion de los animales Control y Cdhl cKO se realizd
mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
amplificando secuencias concretas de varios alelos de Cdhl y del
fransgén de Cre. Para ello, se empled una biopsia de la cola de los
ratones, que es el procedimiento de obtencidon de tejido que se realiza
de manera mayoritaria en roedores que estdn identificados previamente

(Naranjo & Pintado, 2017).

2. Extraccién del DNA

El DNA gendmico se exirgjo a partr de fragmentos de
aproximadamente 2-4mm de la cola de los animales. En primer lugar, se
tratd el tejido con una solucién de lisis (Tampdn TEN: 50mM Tris pH 7,5;
SmM EDTA pH 8,0; 100mM NaCl suplementada al momento con TmM DTT;
0,5mM espermidina y 100ug/ml de proteinasa K (Sigma Aldrich) durante
toda la noche en un termobloque a 55°C con agitacién. A continuacion,
se inactivé la proteinasa K mediante calor a 100°C durante 5 minutos
(min). Finalmente, y para eliminar el deftrito fisular, las muestras se

centrifugaron a 7000xg y 4°C durante 5 min.

2.2, Reaecidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Para identificar genotipicamente los diferentes grupos de estudio
realizamos PCR para amplificar las secuencias de interés, por un lado,
secuencias LoxP y por otro secuencias del transgén Cre (Mullis, 1990).
Para cada reaccién se prepard una mezcla compuesta por: 13,95ul de
agua libre de nucleasas; 2,5ul de tampdn EcoTaq (10x); 5ul de betaina
(5M); 0,75ul de MgClI2 (50mM); 0,5ul de dNTPs (10mM); 0,25ul de cada
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primer (Cdh1-Fw 100uM; Cdh1-Rv 100uM; Cre-Fw 100uM; Cre-Rv 100uM;
YFP-Fw 20uM; YFP-Rv 20uM;); 0,3ul de EcoTaqg y 1,5ul de muestra.

Los primers empleados para amplificar las secuencias especificas se
muestran en la tabla 1. Los fragmentos de las secuencias LoxP fueron
disefados por la doctora Irene Garcia Higuera (Garcia-Higuera et al.,
2008), mientras que los laboratorios Jackson (Jackson laboratory)
disenaron las secuencias para amplificar el transgén Cre. Los primers se

adquirieron a Thermo Fisher.

Gen Secuencia
Cdhl-Fw AGCATGGTGACCGCTTCATCC
Cdh1-Rv TGGCTGGGGGACTICTCATITICC
Cre-Fw CCGGTTATTCAACTIGCACC
Cre-Rv CTGCATTACCGGTCGATGCAAC Tabla 1. Secuencias de los
YFP-Fw ACAGACACACACCCAGGACA primers empleados en la
amplificaciéon  de  los
YFP-Rv CGGIGGTGCAGATGAACTT fragmentos de interés.

La PCR se realizd en un termociclador Eppendorf (Mastercycler® ep,
Eppendorf), siguiendo las instrucciones del fabricante Bioline. Todo el
proceso se llevé a cabo en un medio tamponado a pH 8,8 segun el
siguiente programa: 10 ciclos de amplificacién a una temperatura de
anillamiento de 65°C y 28 ciclos a una temperatura de anillamiento de

60°C, tal y como se muestra en el esquema 6.
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94°C 94°C 94°C

2Min 20s

72°C 72°C

10s 2Min

10 ciclos 28 ciclos *°

Esquema é. Ciclos de temperatura necesarios para la amplificacién de
los fragmentos de interés a la hora de realizar la PCR.

2.3. Electroforesis en geles horizontales de agaresa

Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa al 3% (p/v) (Sigma Aldrich), previamente tenidos con Midori
Green (Thermmo Fisher) (1:20.000). La electroforesis se realizd en tampdn
TAE (Tris 40mM, dacido acético glacial 20mM, Na2EDTA 2H20 1TmM) y
empleando un colorante 6X como tampdn de carga (Tris 10mM pH 7,6;
azul de bromofenol 0,03 (v/v), xileno cianol 0,03%, glicerol 60%,
Na2EDTA 2H20 60mM). Finalmente, los distintos fragmentos del DNA
amplificados se visualizaron mediante un transiluminador (Gel Doc XR,

BioRad Laboratories), tal y como muestra la Figura 1.
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Figura 1. Andlisis de los productos de PCR. Electroforesis de los fragmentos
amplificados en la PCR. (A) Alelo homocigoto (+/+) (168pb), heterocigoto
(Lox/+), y homocigoto (Lox/Lox) (286pb). (B) Alelo homocigoto (+/+) para el
transgén de la nestin-Cre (324pb) y hemicigoto (+/N) (150pb).

3. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
3.1. Adquisicién de imédgenes con pese T2

En resonancia magnética nuclear (RMN), T2 es el tiempo que tarda la
magnetizacién transversal inducida por una estimulacién de
radiofrecuencia, en presencia de un potente campo magnético, en
descender en un 63% de su fuerza mdaxima. Los valores de T2 varian en
los distintos tejidos bioldgicos dependiendo tanto de la estructura
molecular, como del estado sélido o liquido de la materia. El T2 es mds
largo en liquidos que en sdlidos, o en los tejidos formados por grandes
moléculas. Podemos aprovechar esta caracteristica fisica para
determinar el grado de compactacién de la sustancia blanca en el

cerbro de los ratones (Chavhan et al., 2009; Knight et al., 2016).

Para la obtencion de las imdgenes de RMN a P21, los ratones fueron
sacrificados mediante sobredosis de anestesia. Para ello, se inyectd

intfraperitonealmente una mezcla en proporcién 1:3 de clorhidrato de
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xilacina (Rompun®, Bayer) y ketamina (Imalgene®; Merial), y se
administrd proporcionalmente al peso corporal de los animales (2ml/Kg
peso corporal). Inmediatamente, tras el sacrificio, los animales fueron
sumergidos en una solucidon de Somogy (4% (p/v) paraformaldehido
(PFA); 0,2% (p/v) dcido picrico; en tampdn fosfato (PB) 0,1M; pH 7,4) y
almacenados para su posterior escaneo mediante RMN. Previamente a
suU escaneo, los animales se lavaron con PBS 2 x 10 minutos (min) y se
sumergieron en PB denfro de un contenedor compatible con el equipo
de RMN.

Las resonancias de llevaron a cabo en el laboratorio de fécnicas
instrumentales de la Universidad de Valladolid, y se realizaron en un
sistema de RMN pre-Clinico de 9,4T (Agilent Technologies). Se adquirieron
10 cortes con un grosor de Tmm sin separacién por cerebro con una
resolucion espacial de 7,5x7,5x1um3. Se adquirieron imdgenes con peso
T2 (multi slice multi eco (MSME)) con tiempos de eco enfre 10y 160ms y
tiempo de repeticidon de 3500ms. El field of view (FOV) adquirido fue de

34mm x 34mm y la matriz de imagen de 256 x 256 pixels.

3.2, Andlisis de los valores del mapa T2

Las imdgenes adquiridas se utilizaron para generar los mapas T2 del
tejido cerebral de los ratones. Para la obtencién de los mapas se realizé
un ajuste monoexponencial del decaimiento de la senal T2 con 3
variables. Los mapas resultantes se analizaron con el software ImagelJ, y
se seleccionaron las dreas cerebrales correspondientes mediante
regiones de interés (ROI). Las medidas de los valores de T2 se analizaron
estadisticamente para determinar las diferencias entre los animales
Controly Cdhl cKO.
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4, ESTUDIOS HIsSTOLOGICOS
4.3. obtencién de muestras de tejido

Los animales fueron anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal
con una mezcla en proporcién 1:3 de clorhidrato de xilacina (Rompun®,
Bayer) y ketamina (Imalgéne®; Merial). Dicha mezcla se administrd de
manera proporcional al peso corporal de los animales (1 ml/Kg peso
corporal). A continuacién, se procedid a la perfusidn del animal via

adrtica con solucidon Somogyi (Bobo-Jiménez et al., 2017).

La perfusidon vy fijacion es un proceso esencial para conservar lo mds
fielmente posible la estructura y propiedades originales del tejido. De
esta manera, se evita la autolisis de las células, la insolubilizacion de los
componentes celulares y se evitan distorsiones y refracciones del tejido
(Martinez et al., 1970). Primeramente, se expone el corazdén mediante la
abertura de la caja tordcica vy, para evitar la coagulacién de la sangre,
se inyecta 0,1ml de heparina sdédica a través del ventriculo izquierdo.
Seguidamente se conecta a la aorta una bomba peristdltica a través de
una cdnula y se bombea solucion salina (NaCl 0,9%) durante un minuto
para lavar el sistema cardiovascular. Finalmente, se administra el fijador

durante 15 min (Bobo-Jiménez et al., 2017).

Una vez fijado el tejido, se procedid a la extraccion del encéfalo de
manera cuidadosa para no danarlo y se secciond coronalmente,
empleando una matriz coronal (#RBM-2000S. ASI Instruments).
Posteriormente, y para una mejor fijacidén del mismo, se sumergieron los
encéfalos en solucion fijadora durante 2h a temperatura ambiente (RT),
y se elimind el exceso de fijador mediante lavados seriados con PB 0, 1M,

pH 7,4y aRT (Lopez-Fabuel et al., 2022).

Posteriormente, el tejido fue crioprotejido por inmersidén en soluciones
seriadas de concentracién ascendente de sacarosa en PB 0,1M (10%,
20% y 30% (p/v)), a RT y hasta la saturacion del tejido. Este proceso es
esencial, ya que permite la congelacién del tejido sin que se formen

cristales y asi evitar su rotura (Porteros et al., 2007). A continuacién, los
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encéfalos se encastraron en solucion OCT® (Tissue-Tek®, Sakura) vy
empleando criomoldes (Tissue-Tek®, Sakura). A continuacion, los
criomoldes se posicionaron horizontalmente en una superficie metdlica
helada con nitrdgeno liquido, para su congelacién gradual, y se
almacenaron a -80°C. Finalmente, los encéfalos se cortaron en secciones
seriadas de 10 y 20 um (Criostato Leica CM 1050 Ag Protect; Leica

Biosystems), y se almacenaron a -20°C.

4.2. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es una técnica de elevada sensibilidad vy
ampliamente utilizada para detectar antigenos especificos en tejidos
mediante el uso de anticuerpos, mayoritariamente dirigidos contra
proteinas (Magaki et al., 2019). En primer lugar, las secciones se lavaron
3 veces durante 5 min a RT y en agitacion orbital (AgO) constante con
PB O,1M, pH 7,4. Para eliminar la autofluorescencia de los grupos
aldehidos retenidos en el tejido, las cortes se sometieron a un
pretratamiento con cloruro de amonio (NH4Cl) 0,1M durante 30 min, a RT
(Honvo-Houéto & Truchet, 2015), y se lavaron de nuevo (3x5 min) con PB

0,1M, pH 7.4.

El proceso de fijacidn puede alterar la estructura terciaria vy
cuaternaria de las proteinas, haciendo inaccesible los antigenos. Por ello,
son necesarios tratamientos como la recuperacién antigénica y la
permeabilizacién del tejido, con el fin de recuperar la unién antigeno-
anticuerpo vy facilitar la penetracién de los anticuerpos (Gautier, 2017).
Algunos de los anticuerpos empleados en este estudio requieren estos

procesos, los cuales se especifican en la tabla 2 de anticuerpos utilizados.

A continuacion, se incubaron los anticuerpos primarios junto con 0,2%
Tritén X-100 y 5% (v/v) suero fetal de cabra o burro (#005-000-121, #017-
000-121, Jackson Immuno-Research) durante 48-72 horas a 4°C.
Seguidamente, se lavaron las secciones (3x10 min) con PB O0,1M, pH7,4y
se procedid a la incubacion con los anticuerpos secundarios en PB 0, 1M

pH7.4 durante 2 horas a RT y oscuridad. Transcurrido el tiempo de
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PRIMARIOS

SECUNDARIOS

incubacidn, se lavaron los cortes de nuevo con PB 0,1M, pH7.4, y se

efectud la tincion de nucleos con 0,5ug/ml DAPI (4',6-diamidino-2-

fenilindol CisHisNs) en PB O0,1M durante 10 min a RT y oscuridad.

Finalmente, y tras los tres Ultimos lavados con PB 0,1M, los cortes se

sellaron con el medio de montaje Fluoromount TM® (Sigma Aldrich).

Todos los anticuerpos utilizados se detallan en la siguiente tabla 2.

ANTICUERPO  ESPECIE  DILUCION TRATAMIENTO REFERENCIA CASA COMERCIAL
APC (CC1) Ratén 1/500 - ab16794 Abcam
BrdU Conejo 1/250 Clor;jrico ab152095 Abcam
MBP Conejo 1/500 - 836504 Biolegend
MBP Ratén 1/1000 Citrato-Calor ab40390 Abcam
MOG Conejo 1/500 GTX106283 GeneTex
NeuN Ratén 1/1000 - MAB377 Millipore
NF200 Conejo 1/500 Tritébn 0,3% RT AB1989 Millipore
Olig2 Conejo 1/1000 - ab109186 Abcam
Olig2 Cabra 1/1000 - AF2418 R&D Systems
PDGFRa Cabra 1/500 - AF1062 R&D Systems
Alexa 488 Cabra 1/500 - ab150129 Abcam
Alexa 568 Conejo 1/500 - ab175470 Abcam
Cy2 Ratén 1/500 - 115.225.003 Jackson
Cy2 Conejo 1/500 - 111.225.003 Jackson
Cy3 Ratén 1/500 - 111.165.003 Jackson
Cy3 Conejo 1/500 - 111.175.003 Jackson
Cy5 Conejo 1/500 - 111.175.144 Jackson

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en los estudios
histolégicos por inmunohistoquimica.

4.3, Tincién Nissl

Para el estudio de la morfologia, distribucién y tamano de tejido

encefdlico empleamos la tincién Nissl. Esta se fundamenta en la tincién
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selectiva de los componentes bdsicos de la célula (Newman et al., 2009),

y en nuestro caso, se utilizd el violeta de cresilo como colorante esencial.

En primer lugar, los cortes se sumergieron durante 12 horas en una
solucién 1:1 de etanol absoluto y cloroformo. Posteriormente, se llevd a
cabo el proceso de rehidratacién del tejido mediante inmersiones
secuenciales, comenzando con un disolvente orgdnico, seguido de
soluciones seriadas decrecientes de alcoholes, y concluyendo con agua
destilada (H20d) (xileno (x2) — etanol 100% (x2) - 96% - 90% - 80% - 70% -
60% - 50% - H20d).

A continuacién, los cortes se tineron con violeta de cresilo al 0,1% (p/V)
y dcido acético glacial al 0,3% (v/v) (solucién en H.Od) durante 5 min a
RT; se elimind el exceso de colorante con H2Od y se diferencié el tejido
en etanol 96% durante unos min, hasta conseguir la coloracion deseada.
Finalmente, se deshidrataron los cortes mediante inmersién en etanol
absoluto y xileno (x2) durante 10 min, y se montaron cubres de cristal con
solucién Entellan® (#1.07961.0100 Merck Millipore) (Bobo-Jiménez et al.,
2017).

4.4. Ensayo BraV in vive

La proliferaciéon de los precursores de oligodendrocitos in vivo se
analizé mediante la inyeccidon intraperitoneal de BrdU (5-bromo-2-
desoxiuridina CsH11BrN2Os). Este nucledtido sintético, andlogo de la
timidina, sustituye casi en su totalidad a la fimidina durante la fase de
sintesis de ADN, siendo la deteccién del BrdU sindbnimo replicacién celular
(Bick & Davidsontt, 1974).

Se inyectaron animales de P7 y P21 infraperitonealmente con BrdU a
una dosis de 50mg/mil. Transcurridas 2h, se procedid a la perfusidn de los
animales y extraccion de los encéfalos, a los que se les realizéd la técnica
de inmunohistoquimica siguiendo el protocolo descrito previamente. De
esta manera, se analizaron los precursores de oligodendrocitos que se
encontraban en fase S en ambas edades de estudio (Sengoftuvel et al.,
2023b).
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Por otfro, y con el fin de estudiar la diferenciaciéon de los
oligodendrocitos a 14 dias de vida postnatal, ratones de ambos
genotipos fueron inyectados con BrdU a P7 y P8, y posteriormente los
ejemplares se perfundieron a la semana. Esta estrategia nos permitié
analizar si los precursores que se encontraban en fase S a los 7 dias de

vida postnatal eran capaces de diferenciar y madurar a P14,

5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

El estudio de la ultraestructura del encéfalo se realizd por
microscopia electrénica de transmisién. Para ello, contamos con el
servicio de microscopia electrénica de NUCLEUS, de la Universidad de
Salamanca. El proceso de encastrado, corte y contraste lo realizamos

con la ayuda de los técnicos del servicio.

5.0. Fijacién del tejiclo

Para realizar los estudios de microscopia electrénica, los animales se
perfundieron siguiendo el protocolo mencionado anteriormente, con
una excepcion, el tipo de fijador, en este caso se empled glutaraldehido
al 2% y PFA al 2%. Se realizaron dos postfijaciones. La primera de ellas de
2h a RT con la solucién fijadora y la segunda con tetréxido de osmio all
1% durante 60-90 min a 4° y en oscuridad. A continuacién, las zonas de
interés se cortaron en cubos de aproximadamente 1Tmm, para ser

posteriormente incluidos en resina (Lopez-Fabuel et al., 2022).

5.2. Deshidratacién e inclusién

La deshidratacion del tejido se realizd mediante gradaciones de
etanol ascendentes, terminando en dxido de propileno (50% - 70% - 80%
-90% - 95% - 100% x2 — 6xido de propileno x3) durante 10 min, en agitacion
y RT. A continuacién, los blogues se incluyeron en resina Epon 812 (Epoxy
Embedding Medium Resin, Sigma Aldrich) siguiendo las siguientes
proporciones: i) 6xido de propileno/Resina Epon 3:1 durante 1 hora; ii)
6xido de propileno/Resina Epon 1:1 durante toda la noche; iii) dxido de

propileno/Resina Epon 1:3 durante 1 hora; iv) Resina Epon pura durante
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1 hora. Para la inclusion final los bloques se colocaron y sumergieron en
los moldes definitivos con la resina Epon, siempre teniendo en cuenta la
orientacién deseada. Finalmente, los blogques se dejaron secar en la
estufa a 60°C hasta su polimerizacidon (aproximadamente 12 horas)
(Stadtlander, n.d.; Winey et al., 2014).

5.3. Corte y contrastade

Los blogues se seccionaron, en primer lugar, en corfes semifinos (de
aproximadamente 0,5 um), a los que se realizé una tincidon con azul de
toluida vy asi localizar la regidon de estudio, y posteriormente en cortes
ultrafinos (de aproximadamente 60 nm) mediante un ultramicrétomo
Ultracut E (Reichert/Leica). Los diferentes cortes ultrafinos se recogieron
sobre soportes de cobre denominados rejillas. A continuacién, se
contrastaron con acetato de uranilo y cifrato de plomo, con el fin de
visualizar mejor la ultraestructura del tejido (Stadtldnder, n.d.; Winey et al.,
2014).

6. ANALISIS DE IMAGENES

Las imdgenes de microscopia éptica re realizaron empleando dos
microscopios confocales: Spinning disk Roper Scientific con microscopio
Olympus IX81 (Olympus®) equipado; Andor Dragonfly Spinning Disk
(AndorTechnology, Oxford Instruments) equipado con 4 I&seres (405nm,
445nm, 488nmy 561 nm), cdmara SONA, y software de adquisicion Fusion
2.2. De este equipo cabe destacar, que algunas de sus especificaciones
permiten realizar deconvolucién en las imdagenes, adquisicion de
superresolucion y stitching. Las imdagenes fueron procesadas mediante el
software FlJI (Imagelé4). Las cuantificaciones se realizaron en cuatro
cortes coronales seriados, con el fin de analizar las mismas estructuras
encefdlicas desde la zona mdas frontal hasta las dreas occipitales. Se
analizaron 3 fotos por corte vy los resultados se mostraron como la media

de los valores * error estdndar de la media (S.E.M).
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Las nanofotografias se fomaron con un microscopio electréonico de
transmision Thermo Fisher Tecnai Spirit Twin 120 kv con filamento LaBé,
microandlisis EDX y STEM, cdmara CCD Gatan EST000W CCD Wide angle
lateral, y empleando el software iTEM. Para la microscopia electrénica se
analizaron 20 imdgenes por animal y se representd la media de los

valores + S.E.M.

7. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE
PROTEINAS MEDIANTE ANALISIS DE
TRANSFERENCIA TiPO WESTERN

7.4. Extraceidn de proteinas

Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical segin el RD
53/2013, capitulo 2 articulo 7 anexo lll. A continuacidn, se procedié a la
extraccion del encéfalo en solucion salina 0,9% vy en frio, se separaron los
hemisferios por la comisura interhemisférica y se congelaron de manera
separada en nitrégeno liquido para ser almacenados en el

ultracongelador (-80°C) durante un minimo de 12 horas.

Para procesar y homogenizar el tejido se utilizd un tampdn de lisis RIPA
(Na2HPO4 10mM, Tritdn X-100 al 10% (v/v), SDS al 0,1% (p/v), EDTA 12,5mM
y NaCl 150mM) suplementado con inhibidores de fosfatasas (fluoruro
soddico (NaF) 50mM vy ortovanadato sdédico TmM) e inhibidores de
proteasas (aprotinina 50ug/ml, leupeptina 50ug/mil, tosil lisina clorometil
cetona (TLCK) 100uM, inhibidor de tripsina extraida de la soja (Soybean)
50ug/ml, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100uM, N-p-tosil-L-
fenilamina clorometil cetona (TPCK) 100uM, pestatina A 50ug/mL vy
fenantrolina 1mM). El protocolo empleado se describe a continuacién: i)
el homogenizado se mantuvo en hielo durante 30 min; i) se hirvieron las
muestras a 100°C durante 5 min; iii) se sonicaron con frecuencia de 50-
60Hz y aplicacion Sweep para reducir las zonas de poca potencia en el
bano de ultrasonidos con la ayuda de la oscilacion electrénica del
campo acustico durante 10 min; y finalmente iv) se centrifugaron a
15600xg, 4°C y durante 10 min.
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La concentracion total de proteinas se determind en los
sobrenadantes resultantes de la extraccién de tejido. Esta se llevéd a cabo
mediante el sistema colorimétrico basado en el dcido bicincdnico (BCA
Protein Assay Reagent, Pierce). Se empled la albUmina sérica bovina

(BSA) como estandar. Todas las medidas de realizaron por triplicado.

7.2. Electvoforesis de proteinas en SDS-PAGE

Las proteinas (30-70 ug) de los extractos proteicos obtenidos se
resuspendieron en tampdn de carga 2x (Glicerol al 30% (v/v) y azul de
bromofenol al 0,25% (p/v) en H2Od), se hirvieron a 100°C durante 5 miny
se centrifugaron a 15600xg a 4°C. A continuacién, se separaron por
electroforesis en condiciones desnaturalizantes y en gel de
poliacrilamida SDS-Page (solucion de acrilamida/bis-acrilamida 29:1;
BioRad Laboratories) del 6-10%, en funcidn del peso molecular de la
proteina de interés. La separacion de proteinas se realizdé en un sistema
de electroforesis vertical (MiniProtean-3®; BioRad Laboratories) y en
presencia de tampdn de electroforesis (Tris 25mM, glicina 200mM y SDS
al 01% (p/v); pH 8,3). Se utilizé el marcador comercial PageRuler™ Plus
(Thermo Fisher) como marcador de peso molecular para un rango de 10-
250kDa.

Al finalizar la separacién, las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Hybond®, Amersham Bioscience), utfilizando el sistema
Mini-Transblot (BioRad Laboratories) y en presencia de tampdn de

transferencia (Tris 25mM, glicina 192mM y metanol al 20% (v/v); pH 8,3).

7.3. Inmunoedeteceidn de proteinas por western
blot

Una vez ftransferidas las proteinas a las membranas, éstas se
bloquearon durante 2 horas con leche (Sveltesse, Nestle) al 5% (p/v) en
TTBS (Tris 20mM, NaCl 500mM, Tween-20 al 0,1% (v/v); pH 7,5) y a RT.
Transcurrido el bloqueo, se lavaron con TTBS (3x5 min) y se incubaron toda

la noche a 4°C con el anficuerpo primario especifico en TIBS
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suplementado con leche al 2% o BSA al 2%. Los anticuerpos empleados
en el procedimiento se especifican en la tabla adjunta (Tabla 3), junto a
la concentracion empleada. La proteina GAPDH (Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) se llevé a cabo como control de carga ya
que sus niveles de expresion no varion en nuestras condiciones

experimentales

ANTICUERPO ESPECIE DILUCION REFERENCIA CASA COMERCIAL
Primarios
Cdhi Ratén 1/1000 MS1116-PTABX Thermo
GAPDH Ratén AM4300 Ambion
MBP Conejo 1/2000 ab40390 Abcam
NF200 Conejo AB1989 Millipore
Secundarios
Anti-rat6n Cabra 1/10.000 170-6516 BioRad
Anti-conejo Cabra 1/10.000 Sc-2030 Santa Cruz

Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en los estudios de
expresion proteica por transferencia tipo western blot.

Al dia siguiente, se retird el anticuerpo primario y se lavaron las
membranas con TTBS pH 7,5 (3x5 min), seguidamente, se incubaron con
el anticuerpo secundario correspondiente, suplementado con leche al
2% o BSA al 2%. Transcurridas 2 horas de incubacién, las membranas se
lavaron de nuevo con TIBS (3x5 min) y un lavado con TBS (TTBS sin Tween-
20). Finalmente, en funcion de la proteina a detectar, las membranas se
revelaron utilizando diferentes reactivos de quimioluminiscencia: Western
Blofting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology), Super Signal West
Dura (Pierce™, Thermo Fisher) y Pierce™ Plus Western Blotting Substrate
(Thermo Fisher). La senal de las membranas se expuso a peliculas Super
HR-U X-Ray Film (Fujifim Medical) y posteriormente se infrodujeron en la
mdquina de revelado (M35 X-OMAT Processor, KODAK).
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7.4. Cuantificacién

Las cuantificaciones se realizaron con friplicados de cada condicién
experimental y edad de estudio. Para ello, se utilizd el software FlJI
(Imagelé4), normalizando cada condiciéon frente a su control de carga.
Los resultados obtenidos se expresaron como unidades arbitrarias de
cantidad de proteina respecto al control respectivo de cada edad de

estudio.

15. Stripping de membrandas

La técnica de Stripping permite desanclar los anticuerpos primarios de
las proteinas ya detectadas, haciendo posible la incubacién de la
memlbrana con otros anficuerpos primarios distintos a los iniciales (Kurien
& Scoo Eld Editors, 2015). Asi, en algunos casos las membranas se
incubaron durante 10 min con Restore Western Blot Stripping Buffer
(Thermo Fisher). Seguidamente se lavaron las membranas con TTBS pH 7,4
(3x5 min) y a continuacién, se procedid primero al bloqueo de las mismas
y posteriormente a la incubacién con los anticuerpos primario,

secundario y revelado final, tal y como se ha descrito previamente.

8. AISLAMIENTO Y DETERMINACION DEL RNA
8.1. Extraccién del RNA total

Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical segun el RD
53/2013, taly como se ha especificado con anterioridad. A continuacion,
se extrajeron los encéfalos, separando los hemisferios por la comisura
interhemisférica y rdpidamente se congelaron mediante inmersidon en
nitrégeno liquido. Posteriormente, se almacenaron a -80°C hasta su

procesamiento.

La extracciéon del RNA se llevé a cabo con el reactivo TRI Reagent®
(Sigma Aldrich), comUnmente conocido como TRIzol. Esta solucién es
una mezcla de tiocianato de guanidina y fenol, la cual permite extraer

RNA, DNA y proteinas del mismo extracto tisular.
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Las muestras se homogenizaron manualmente con 1ml de TRIzol por
50-100mg de tejido. A continuaciéon, se eliminaron los detritos por
centrifugacién (12.00xg 10 min a 4°C) y los sobrenadantes obtenidos se
incubaron durante 10 min con 1-bromo-3-cloropropano. El resultado es
la aparicion de tres fases: una fase roja orgdnica en la cual se
encuentran las proteinas, la interfase, que es de color blanco y contiene
el ADN, y la fase acuosa superior con el RNA soluble (Rio et al., 2010). La
fase acuosa de cada muestra se recoge en un tubo nuevo para seguir
con la purificacién, mientras que el resto de las fases se almacenaron a

4°C para su posterior procesamiento.

Para continuar con la purificacion del RNA, la fase acuosa se tratd
con 2-propanol durante 10 min, precipitfando el RNA. Posteriormente se
lavaron las muestras con etanol al 75% en agua DEPC al 0,1%, y se
centrifugd a 12.000xg durante 10 min a 4°C. Finalmente, se dejaron secar
las muestras parcialmente, se resuspendieron en un tampdn de elucién

(Sigma Aldrich) y se hirvieron durante 10 min a 55°C.

La concentracion del extracto de RNA se midi® mediante
espectrofotometria UV-Vis Nanodrop 2000 (Thermo Fisher). El ratio de la
absorbancia A260/280nm, que determina la pureza del RNA, fue de
entre 1,9 — 2,1, mismos valores se obtuvieron de la ratio A260/230nm,

indicador de contaminantes fenoles (Lucena-Aguilar et al., 2016).

8.2, Reaceidn en cadena de e P@ﬂﬁm@ms@l a ‘{Eﬁ@m[p@)

real

La expresion diferencial de determinados genes se llevd a cabo
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real (rt-
gPCR). Se analizaron los cambios en la expresidn génica de los distintos
animales respecto a una muestra de referencia de expresiéon constante,

es decir, se realizd una cuantificaciéon relativa frente a un control.

Los primers se disenaron con los software Geneious (Versidn pro-Trial,

BiomattersLimited) y Amplifix (Universidad de Marsella), en regiones
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codificantes y entre exones, con el fin de minimizar la amplificacién de
ADN. A continuacién, se determinaron las eficiencias de los primers,
aceptando como éptimas las comprendidas entre el 85-115% (Guide
foperforming Relative Quantification of gene Expression Using Real-Time
Quantitative PCR, Applied Biosystems). Determinar las eficiencias de
frabajo de cada pareja de primers es imprescindible para poder analizar
los datos mediante el Método Comparativo de Ct (AACH) (Schmittgen &
Livak, 2008). En la tabla 4 se muestran las secuencias y las condiciones en

las que se emplearon los distintos primers.

Gen diana Secuencia 5’ - 3’ Conc. (UM) Eficiencia
Olig2-Fw TCCCCAGAACCCGATGATCTT
Olig2-Rv AGGAGGTGCTGGAGGAAGATGA 02 7%

Pdgfra-Fw TGCCITGAAAGCAACGICAG

Pdgfra-Rv CAGGTCAACGACCTCGTIGT 03 79 %
CCI-Fw GTGGACTGTGAGATGTATGGGC 05 5
CCI-Rv CACAAGTGCTCTCATGCAGCCT

GalC-Fw ATCTCTGGGAGCCGATITCCTC 03 109 %
GalC-Rv CCACACTGTGTAGGTTCCAGGA

GAPDH-Fw TCAGCAATGCCTCCTGCACCA

GAPDH-Rv GCATGGACTGTIGGTCATGAG 03 104%

Tabla 4. Secuencias y condiciones empleadas de los primers de los genes
analizados por rt-gPCR.

La PCR a tiempo real permite cuantificar la expresion de genes, ya
que la amplificacién y la deteccidn tiene lugar de manera simultdnea. El
SYBR Green, un fluorocromo que se intercala entre las hebras de ADN
bicatenario, emite fluorescencia a medida que se amplifica el
fragmento de interés, de modo que ésta es proporcional a la
abundancia de producto de PCR amplificado (amplicén) (Dragan et al.,
2012).

Para determinar los niveles de expresion de los diferentes genes del
estudio, se utilizd el kit comercial Power SYBR® Green RNA-to-Ct™ [-Step
Kit (Applied Biosystems), el cual posibilita el acoplamiento de la

retrotfranscripcion y la amplificacién en un solo paso. Se analizaron 40ng
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de RNA por muestra en un volumen final de reaccién de 20ul. En todos
los casos se realizaron las determinaciones por triplicado empleando un
termociclador CFX96 de BioRad. El perfil de la reaccidon se muestra en el

esquema /.

24°C 94°C 95°C 95°C

3% ciclos

Esquema 7. Programa de rt-qPCR. Perfil de la reaccién de rt-gPCR en el cual se
detalla el nUmero de ciclos, temperatura y tiempo de cada etapa.

Una vez obtenido el Ct (Threshold cycle), punto en el que se detecta
la fluorescencia emitida por el SYBR Green dentro de la fase lineal, se
procedié arefinarlos datos y determinar los incrementos de Ct (AC4). Para
ello, se calculé la diferencia entre el Ct del gen de interés y el Ct del
housekeeping, en nuestro caso la GAPDH. A continuacién, los datos se
relativizan a la media de las muestras control, ddndole el valor de 1. Asi,
valores mayores o inferiores a 1 indican incrementos o decrementos de
la expresidn de un determinado gen en la muestra problema, mientras
gue valores cercanos a 1 no representan cambios en la expresidon. Los
resultados se mostraron en unidades arbitrarias de expresion y frente

respecto ala media de los conftroles.

9. METABOLOMICA

Animales de 21 dias de vida postnatal se sacrificaron por dislocacién
cervical, se extrajo el cerebro, separando los hemisferios por la linea
media y se congelaron rdpidamente por inmersién en nitrégeno liquido.

Posteriormente, los hemisferios izquierdos de un total de 6 animales por
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genotipo (Control y Cdh1 cKO), se mandaron en condiciones de frio a la
empresa especializada Metabolon (Morrisville, EEUU), con el fin de
realizar un estudio metaboldmico no dirigido, y asi obtener la mayor
informacion posible sobre los niveles de estos metabolitos en nuestras
muestras. Estos estudios nos proporcionaron informacién sobre el estado
metabdlico del cerebro vy, sobre todo, nos aportd datos relevantes del

metabolismo lipidico en ausencia de Cdhl.

El servicio de Metabolon realizd el estudio metabdlico mediante el
acoplamiento en tdndem de cromatografia liquida de alta resolucién a
espectrometria de masas (UPLC-MS/MS). Las muestras se procesaron. Se
identificaron los datos primarios y se realizd un posterior curado de los
datos, normalizacién normalizdndolos para su comparaciéon relativa y
control de calidad. Una vez transformados los registros, los compuestos
significativamente diferentes se identificaron mediante la prueba
estadistica t de Welch, aceptando una estimacion baja de falsos

descubrimientos g-valor < 0.05, y una significatividad p-valor < 0.05.

En el estudio se detectaron un total de 751 metabolitos diferentes. El
andlisis de componentes principales, la matriz de correlacion de
metabolitos y el heatmap de los metabolitos aumentados o disminuidos

se realizd empleando la herramienta online MetaboAnalyst 5.0.

10.TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

El andlisis estadistico de los resultados se realizd mediante el software
Graph PadPrism. Se aplicaron distintas pruebas estadisticas
dependiendo de los datos a analizar. En cada apartado descrito, se
especifican el niUmero de ratones y la prueba estadistica empleada.
Para llevar a cabo comparaciones entre dos grupos experimentales se
realizé el test de la t de Student. Mientras que en los estudios
metaboldmicos se utilizd la prueba t de Welch. En todos los casos, se
considerd un p<0,05 estadisticamente significativo, representado como *

para p<0,05.
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1. ESTABLECIMIENTO DE UN MODELO MURINO
DEFICIENTE EN Cdht DURANTE EL
NEURODESARROLLO POSTNATAL

1.3. Antecedentes @x[p@vﬁmm{t@aﬂ@s

Resultados previos demuestran que Cdhl es esencial para el correcto
desarrollo del encéfalo, de manera que Cdh1 coordina el acoplamiento
entre la proliferacién de los progenitores neurales y el inicio de la
neurogénesis y, con ello, el tamano y organizacion de la corteza cerebral
(Delgado-Esteban et al., 2013; Eguren et al., 2013). Hemos identificado
una nueva mutacion de Cdhl (p.Asp187Gly) en humanos que causa la
desestabilizacion de Cdhl y, en consecuencia, la inactivacion del
complejo APC/C-Cdhl, lo que resulta en importantes trastornos
neuroldgicos como microcefalia, retraso psicomotor y epilepsia.
Recientemente, se han descrito nuevas mutaciones patogénicas de
Cdhl en humanos que provocan epilepsia, autismo y discapacidad

intelectual (Manivannan et al., 2022).

El cuerpo calloso desempena una importante funcion en la
transmision de senales entre los dos hemisferios cerebrales (Tanaka-
Arakawa et al., 2015). Asi, las malformaciones y/o alteraciones de las
fibras del cuerpo calloso promueven la aparicion de patologias del
neurodesarrollo, entre ellas agenesia o disgenesia del cuerpo calloso,
trastornos del espectro autista, esquizofrenia y epilepsia, entre otros (de

Ledn Reyes et al., 2020).

El paciente que portaba la mutacion p.Aspl187Gly de Cdhl, fue
diagnosticado de agenesia del cuerpo calloso (datos no publicados). La
imagen por resonancia magnética mostré una reduccién en la
mielinizacion del esplenio del cuerpo calloso a los 4 meses postnatales
(Figura 2A y B). La baja intensidad del brazo posterior de la cdpsula
interna del paciente (flecha cian), no alcanza la porcién retrolenticular

(flecha rosal), lo que indica un retraso en la mielinizacién (Figura 2C y D).
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Figura 2. La mutaciéon Asp187Gly de Cdh1 causa alteraciones en el
cerebro postnatal humano (I). Imdgenes sagitales de la resonancia
magnética en peso T1 del paciente a los 4 meses de edad (A) y de un
individuo control a la misma edad (B). Resonancia magnética en peso
T2 del paciente (C) y de un individuo sano a los 4 meses de edad (D).

Del mismo modo, en la Figura 3 se aprecia que la mielinizacién de las
dreas prerirroldndicas en el paciente, se limita al centrum semiovale
(flecha blanca), mientras que, en el control, las dreas hipointensas son

mds amplias y se extienden hasta la circunvolucion pre y postcentral.

Recientemente, Manivannan y colaboradores han descrito dos
mutaciones en la secuencia de Cdhl que provocan encefalopatias
epilépticas e hipomielinizacion en pacientes de temprana edad

(Manivannan et al., 2022).
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Por todo ello, Cdhl parece estar implicado en el proceso de

mielinizacién durante el desarrollo postnatal.

Figura 3. La mutacién Asp187Gly de Cdh1 causa alteraciones en el
cerebro postnatal humano (Il). Imdagenes de la resonancia magnética en
peso T2 del paciente a los 4 meses de edad (A), y de un individuo sano
a la misma edad (B).

1.2. Caracterizacién fenotipica del modelo murino

deficiente de Cdhi en el sistema nervioso

Desde hace anos, nuestro grupo se ha cenfrado en el estudio de las
funciones de APC/C-Cdhl en los procesos fundamentales para el
desarrollo y funcionamiento del SNC. Entre estos procesos se incluyen la
neurogénesis, la diferenciacién y supervivencia neuronal (A. Almeida et
al., 2005b; Delgado-Esteban et al., 2013b), la sinaptogénesis y la
plasticidad neuronal (A. Almeida, 2012a; J. Huang & Bonni, 2016), el
metabolismo glucidico (Bonvento & Bolafios, 2021b; Herrero-Mendez et al.,
2009), los procesos neurodegenerativos y el deterioro cognitivo (Bobo-

Jiménez et al., 2017; Lapresa, Agulla, Gonzalez-Guerrero, et al., 2022).

Teniendo en cuenta las alteraciones en la mielinizacion detectadas
en los pacientes que portan mutaciones patogénicas de Cdhl,
decidimos investigar la funcién de Cdhl en los procesos de

oligodendrogénesis y mielinizacién, fras el nacimiento. Para ello,
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ufilizamos un modelo experimental in vivo deficiente en Cdhl de manera
condicional a la expresidn de nestina, generando asi ratones knock out
carentes de Cdhl (Cdhl cKO) en etapas tardias del desarrollo
embrionario, siendo la recombinacién eficiente a partir de E15-E17 (Liang
et al., 2012). Durante este periodo, el proceso de neurogénesis estd
prdcticamente completado (Sauvageot & Stiles, 2002). Por ello, nuestro
modelo ofrecié una ventaja relevante ya que nos permitié estudiar la
gliogénesis de manera independiente al papel de Cdhl durante el
desarrollo embrionario de la corteza cerebral. De hecho, como
mostramos mds adelante, los ratones deficientes en Cdhl no mostraron
microcefalia al nacer, aunque si en etapas mds avanzadas del desarrollo

(Figura 5).

El modelo experimental se establecid mediante el sistema Cre-LoxP
(Kim et al., 2018). Ratones que contienen los exones 2 y 3 del gen
Fzriflanqueados por secuencias LoxP (Garcia-Higuera et al., 2008), se
cruzaron con animales que expresan la Cre recombinasa bagjo el
promotor de la nestina. Asi, se generaron animales homocigotos para los
alelos floxeados (Lox/Lox) y transgénicos para la Nestin-Cre (+/N). Los
ratones resultantes se denominaron Cdh1 cKO. Los animales que portan

el fransgén (+/N) fueron empleados como Control del estudio.

En primer lugar, evaluamos la eficiencia del modelo analizando los
niveles proteicos de Cdh1, mediante inmunodeteccién por transferencia
de tipo western blot (Figura 4). En el momento del nacimiento, los
animales Cdh1cKO presentaron una reduccién de aproximadamente el
60% de los niveles de Cdh1, siendo prdcticamente inexistentes a partir de
los 7 dias postnatales, edad importante y punto dlgido para la
proliferacién de los OPCs (Zhang et al., 2018). En el grdfico de la Figura 4,
se observa la disminucidon progresiva de los niveles de Cdhl. Es
importante resaltar que los niveles postnatales de Cdhl aumentaron
durante los primeros 7 dias de vida, mientras que disminuyeron a los 14
dias postnatales (Figura 4), lo que sugiere que Cdhl podria tener una

funcion importante durante la primera semana de vida.
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Figura 4. Deteccion de los niveles de Cdhl en el encéfalo, tras el
nacimiento. Inmunodeteccién de Cdh1 en extracto total de encéfalo a
distintas edades de estudio. La cuantificacién se normalizé frente al
Control PO y se empled GAPDH como control de carga. Los valores se
expresan como medias = S.E.M. de 4 animales por genotipo. * p<0,05 vs
Control. Prueba t de Student.

Ademds, se observaron diferencias fenotipicas a P7, siendo
especialmente evidentes a partir de P14 (Figura 5). Los animales Cdhl
cKO presentaron un menor tamano y peso corporal, respecto a los
animales Control de su misma edad, sugiriendo que la inactivacion de
APC/C-Cdh1 promueve un severo retraso del crecimiento. La deleccidn
de Cdhl desde los precursores neurales (etapas embrionarias
tempranas), no origind diferencia alguna en cuanto al peso corporal en
el momento del nacimiento (Delgado-Esteban et al., 2013). Sin embargo,
la mutaciéon humana p.Asp187Gly del gen Cdh1 promovid retraso en el
crecimiento del paciente (Rodriguez et al., 2019), evidenciando asi el
papel esencial del complejo durante el crecimiento y el desarrollo
postnatal. Por tanto, la deficiencia de Cdhl induce un retraso en el

crecimiento corporal, tras el nacimiento.
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Figura 5. La ausencia de Cdh1 reduce el peso corporal y el tamano de
los animales. Ratones Control y Cdhl cKO a PO, P7, P14 y P21. Los
animales Cdhl cKO presentaron un retraso severo en el crecimiento,
respecto alos Controles de la misma edad. Los valores se expresan como
medias + S.E.M. del nUmero de individuos que se muestra mediante
puntos independientes * p<0,05 vs Control. Prueba t de Student

La inactivacién de APC/C-Cdhl en neuronas glutamatérgicas
durante la etapa adulta, altera la morfologia de la corteza, siendo ésta
mds estrecha, hecho que va acompanado de una reduccion del peso
encefdlico (Bobo-Jiménez et al., 2017). De la misma manera, la falta de
Cdhl en etapas embrionarias tempranas produce microcefalia (paper
Maria; Eguren, 2013). Los resultados representados en la Figura éA
demuestran la relevancia del complejo en el desarrollo y mantenimiento
de la corteza cerebral, durante las etapas peri y postnatal. Los encéfalos
de los ratones Cdh1 cKO mostraron diferencias importantes en el tamano
y forma de los hemisferios corticales, siendo el peso del encéfalo
significativamente inferior a partir de los 7 dias de vida postnatal. No
obstante, la relacidon peso encéfalo/peso corporal es inversamente
proporcional (Figura é6B), lo que sugiere que la falta de Cdh1 en el sistema
nervioso no solo afecta al tamano encefdlico sino que, ademds, altera

el desarrollo postnatal del individuo.

84



A e o —@- Control «
& L & 5 5004 -@Cdnicko [* [
N [ i

]

400- =

g 1 e 8

g £ 3

= 2 300- o .

B e} o5

é 8 g0 oo

g & 2004 &

2 2

3 &

2 1007 o &

£ N ONEN ENEY ED PN
PO P7 P14 P21 0 1 1 I 1

PO P7 P14 P21
B —-@- Control % Dias Postnatales (P)
0.124 —@Cdhicko % c

Control Cdh1 cKO

i. o A )
7 A

1 1 1 1 PQ]
PO P7 P14 P21
Dias Postnatales (P)

¢ ¢
o ¥ o

o fud—io 0o o —

o g2
8P %

*

Peso encéfalo / Peso cormporal
(o] o () (@] (@]
o o o o o —
P ... F.9

Figura 6. La ausencia de Cdhl disminuye el peso del encéfalo. (A)
Imdgenes representativas de cerebros de ratones Cdh1 cKO y Controles
a PO, P7, P14 y P21. Los datos son la media £ S.E.M., del nUmero de
individuos que se muestra mediante puntos independientes. * p<0,05 vs
Control. Prueba t de Student. (B) Relacién entre el peso encefdlico y peso
corporal. Los valores se expresan como medias = S.E.M. * p<0,05 vs
Confrol. Prueba t de Student (C) Tincidn Nissl de cortes sagitales, donde

se observan alteraciones estructurales y morfoldgicas en los animales
Cdh1 cKO.

Como se ha descrito anteriormente (Eguren et al., 2013b), los ratones
Cdh1 cKO presentaron hidrocefalia. La presion ejercida por el exceso de
liguido cefalorraquideo promovié un aumento de los ventriculos laterales
(ventriculomegalia) y el desplazamiento de estructuras encefdlicas

importantes para los procesos de aprendizaje y memoria, fales como la
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corteza cerebral y el hipocampo (Bobo-Jiménez et al., 2017), hechos que
promueven una alteraciéon estructural generalizada en el encéfalo de los
ratones Cdh1 cKO (Figura éC).

Por tanto, la actividad de APC/C-Cdh1 es esencial para el crecimiento
postnatal del individuo, asi como para el desarrollo del encéfalo. Nuestro
modelo mimetiza los efectos observados en el paciente que porta la
mutacion p.Asp187Gly de Cdh1 (Rodriguez et al., 2019), lo que avala su

utilizacién en el presente trabagjo.

1.3. La deficiencia de Cdhi promueve disgenesia del

cuerpo callese

Como se nuestra en las Figuras 2, la mutacion p.Asp187Gly de Cdhl
provoca alteraciones en la formacion del cuerpo calloso en humanos.
Por ello, y con el objetivo de estudiar el efecto de la falta de Cdhl sobre
la formacién postnatal del cuerpo calloso, se realizd un andlisis de
imagen por resonancia magnética nuclear de animales Control y Cdh1
cKO. Las imdgenes T2 de los ratones Cdhl cKO confirmaron la
ventriculomegalia y las alteraciones en el empaquetamiento del cuerpo
calloso (Figura 7). Es mds, en los animales Cdh1 cKO apenas se visualizé
la compactacién del cuerpo calloso a los 21 dias de vida postnatal, lo
gue demuestra disgénesis del cuerpo calloso. Por tanto, Cdh1 es esenciall

para la formacién de esta estructura cerebral.

Control Cdh1 cKO

Figura 7. La falta de Cdhl provoca ventriculomegalia. Imdgenes
coronales de resonancia magnética con peso T2 de cerebros de
animales Control y Cdh1 cKO a 21 dias de vida postnatal.
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El andlisis de los mapas T2 aportan informacidén sobre la cantidad de
agua en la regién encefdlica estudiada e, indirectamente, analizan la
densidad celular de la zona. En este contexto, se ha descrito que niveles
bajos de T2 estdn relacionados, por un lado, con bajas cantidades de
agua vy, por otro, con alta densidad celular (Hattingen et al., 2013). Los
valores T2 de los ratones Cdh1 cKO fueron significativamente superiores
en todas las zonas estudiadas, siendo mds pronunciado el efecto en el
cuerpo calloso (Figura 8), lo que de nuevo confirma la funcién esenciall
de Cdh1 en la génesis de esta estructura. Ademds, zonas de la corteza
altamente mielinizadas, como es el caso de la zona subcortical, también
mostraron incrementos importantes en los valores T2. Estos resultados
confirman que la inactivaciéon de APC/C-Cdhl causa hidrocefalia y
altera la densidad del tejido encefdlico, principalmente en zonas muy

mielinizadas como son el cuerpo calloso vy la corteza.
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Figura 8. La falta de Cdhl aumenta los valores T2 en el encéfalo.
Imd&genes representativas del andlisis de los valores T2 en animales
Control y Cdhl cKO a P21. Las cuantificaciones se realizaron en tres
secciones sagitales por animal y los resulfados se representaron
expresando la media = S.E.M. * p<0,05 vs Control. Prueba t de Student.
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Posteriormente, se determind el espesor del cuerpo calloso en distintas
etapas del desarrollo  postnatal.  Para  ello, se realizaron
inmunohistoquimicas frente al marcador de linaje oligodendroglial Olig2
y se midid el espesor del cuerpo calloso. En la primera semana de vida
(P7), el cuerpo calloso presenta un empaquetamiento fisioldgico menor,
dado que los axones todavia no estan mielinizados (Cifuentes-Diaz et al.,
2023). A medida que avanza el proceso de mielinizacién, el cuerpo
calloso se va compactando y reduciendo su espesor (Cifuentes-Diaz et
al., 2023), hecho que ocurre a P21 (Figura 9). Como se observa en la
Figura 9, a P7 no se visualizaron diferencias entre ambos genotipos. Sin
embargo, a P21 el grosor del cuerpo calloso de los ratones Cdh1 cKO fue
significativamente inferior a los animales Conftrol. Estos resultados, junto
con la reduccién en la densidad celular del tejido confirman la

disgenesia del cuerpo calloso en nuestro modelo experimental.
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Figura 9. La inactivaciéon de APC/C-Cdh1 provoca agenesia del cuerpo
calloso. Microfotografias representativas de inmunohistoquimicas frente
a Olig2 (rojo). Las cuantificaciones se realizaron cuatro secciones
coronales por animal y se representaron las medias. Los valores se
expresan como medias £ S.E.M. de 3 animales por genotipo. * p<0,05 vs
Confrol. Prueba t de Student.
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2. LA INACTIVACION DE APC/C-Cdhi ALTERA LA
MIELINIZACION POSTNATAL
2.1.La ausencia de Cdhi provoca hﬁﬁ@@mﬁ@ﬂﬁmﬁz@a@ﬁ@m

en el encéfalo

La correcta formacién de la mielina es esencial para el
establecimiento y funcionamiento adecuado de las conexiones neurales
y la sinaptogénesis. La mielina no sélo protege los axones y acelera el
impulso nervioso, sino que también aporta sustratos metabdlicos para los
requerimientos energéticos de los axones (Stassart et al., 2018). Los OLs
proporcionan lactato a las regiones mielinizadas y aisladas de los axones,
facilitando la transmision sindpfica (FUnfschiling et al., 2012). La
deteccién de MBP mediante inmunohistoquimica, permite analizar el
grado de mielinizacién en el encéfalo (van Tilborg et al., 2018b), ya que
MBP es necesaria para la compactacion adecuada de la vaina de
mielina (Ozgen et al., 2016) y, por tanto, su déficit promueve la rotura de

la vaina y procesos desmielinizantes.

Como detectamos con las técnicas antferiormente descritas (ver
Figuras 7 y 9), la inmunodeteccidon de MBP reveld digénesis del cuerpo
calloso, ya que observamos importantes alteraciones en la vaina de
mielina en los animales Cdhl cKO a P21 (Figura 10). Es mds, la
mielinizacion se vio criticamente comprometida en ausencia de Cdhl
(Figura 10), a juzgar por la clara disminucion de la longitud del cuerpo
calloso, asi como roturas en la vaina de mielina, compatibles con una
desestructuracion de la estructura mielinica. Por tanto, Cdh1 es esencial
para la mielinizacién postnatal, de manera que la falta de Cdh1 causa

hipomielinizacién y disgénesis del cuerpo calloso.
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Control

Cdh1 cKO

Figura 10. La falta de Cdh1 provoca hipomielinzacién en el cuerpo calloso.
Imd&genes representativas de la deteccidn por inmunohistoquimica de la
proteina MBP (verde), oligodendrocitos Olig2 (rojo) y DAPI (azul), realizadas
en cortes coronales de animales Control y Cdh1 cKO a P21. Barra escala:
100 ym. Barra escala: 25 ym.

Debido al papel esencial de la corteza y el hipocampo en los
procesos cognitivos de aprendizaje y memoria (Bobo-Jiménez et al,,
2017a), y el cerebelo en la funcidn motora (Buckner, 2013), nos
planteamos estudiar el efecto de la ausencia de Cdhl sobre la
mielinizacion en estas estructuras encefdlicas. En todas las zonas
analizadas, los ratones Cdhl cKO mostraron una disminucién en los
niveles de expresion de MBP, comparado con los ratones Control. De
nuevo, observamos rofuras en la vaina de mielina en los animales Cdh1

cKO. Asi la ausencia de Cdhl provocd una severa reduccidon de la

mielina en todas las estructuras encefdlicas estudiadas, demostrando su
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participacion relevante en la formacion de la mielina y en los procesos

de hipomielinizacién en el cerebro postnatal.

Control

Cdhl cKO

Figura 11. La ausencia de Cdh1 provoca hipomielinzacion en la corteza
cerebral. Im&genes representativas de microscopia confocal de la
proteina MBP (verde), oligodendrocitos (rojo) como marcador del linaje
oligodendroglial y DAPI (azul) como marcador nuclear, realizadas en
cortes coronales de animales Confrol y Cdh1 cKO a P21. Barra escala:
500 um. Barra escala: 25 pm
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Control

Cdh1 cKO

Figura 12. La falta de Cdh1 provoca hipomielinzacién en el hipocampo y
cerebelo. Imdagenes de las proyecciones mdaximas de la proteina MBP
(verde) y DAPI (azul) como marcador nuclear, realizadas en cortes
coronales de animales Control y Cdh1 cKO a P21. Barra escala Hy-CAT:
100 um. Barra escala Hy-GD: 100 um. Barra escala cerebelo: 200 um

Para confirmar las alteraciones estructurales en la mielina, utilizamos
otfra proteina integrante de la estructura mielinica, como es MOG,
utilizado, junto con MBP, como marcador especifico de la bicapa
mielinica (Zhang et al., 2018). Como se observa en la Figura 13 la
inmunodeteccién de MOG, que co-localiza perfectamente con MBP,
confirmé la severa alteracién de la mielina, tanto en la corteza como en

el cuerpo calloso, en los animales carentes de Cdhl.
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Corteza Cuerpo calloso

Control

Cdh1 cKO

Figura 13. La inmunodeteccion de MBP y MOG confirma Ila
hipomielinizacion en los animales Cdh1 cKO. Imdgenes representativas
de las dreas cerebrales de la corteza y del cuerpo calloso mediante
microscopia confocal, de la proteina MBP (verde), MOG (rojo) y DAPI
(azul), realizadas en cortes coronales de animales Control y Cdh1 cKO a
P21. Barra escala: 500 um. Barra escala: 100 um

22. la falta de Cdhl retrasa la mielinizacién

ﬁ@@gitm@a‘it@xﬂ

En humanos, el proceso de mielinizacidén ocurre principalmente
durante el primer ano de vida, aungue continia durante la etapa
adulta, especialmente en la corteza prefrontal, hasta aproximadamente
los 40 anos (van Tilborg et al.,, 2018b). En el caso de los ratones, este
proceso se considera completado a los 60 dias de vida postnatal, si bien,
a P21 la corteza estd altamente mielinizada (Barateiro & Fernandes, 2014).
Portanto, y una vez demostrada la hipomielinizaciéon causada por la falta
de Cdh1, quisimos estudiar si el efecto observado a P21 era debido a una
activacion de procesos desmielinizantes o bien a un retraso y/o inhibicién

de la mielinizacién postnatal.

Para ello, estudiomos el estado de mielinizacién de los animales a

distintas etapas postnatales (Figura 14A). El proceso de mielinizaciéon
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empieza en las zonas caudales del SNC y progresa hacia las zonas mds
rostrales, es decir, primero mieliniza la médula, luego el bulbo raquideo,
sigue la corteza occipital y finalmente la corteza prefrontal (Ozgen et al.,
2016; Stassart et al., 2018; van Tilborg et al., 2018). A P7, observamos un
retraso en la mielinizacién en los animales Cdh1 cKO, ya que estaban
desprovistos de mielina en la médula espinal compardndolos con los
ratones Control de su misma edad (Figura 14A). Zonas que deberian estar
mielinizadas a P14, como es el bulbo raquideo (van Tilborg et al., 2018),
presentaron una disminucion de la expresion de MPB en los ratones Cdh1
cKO, lo gque indica hipomiglinizacidon. Por tanto, nuestros resultados
demuestran que la hipomielinizaciéon causada por la ausencia de Cdhl
no parece estar asociada a procesos desmielinizantes, sino que se debe

a un retraso en la mielinizacién durante el desarrollo postnatal.

Estos resultados se confirmaron mediante inmunodeteccién de los
niveles de expresion de MBP por western blot a los distintos tiempos de
estudio (Figura 14B). Asi, comprobamos que, paralelamente al desarrollo
postnatal, los niveles de MBP iban aumentando en los animales Conftrol,
proceso que estd disminuido en ratones carentes de Cdhl. Es mds, los
niveles de expresion de MBP fueron menores en los ratones Cdh1 cKO

qgue en los Control, en todas las edades estudiadas.

Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que la inactivacion de
APC/C-Cdhl altera el proceso de mielinizacidn y promueve el retraso de

la formacién de la vaina de mielina, durante el periodo postnatal.
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Figura 14. La falta de Cdh1 retrasa la mielinizacién postnatal. (A)
Im&genes representativas de inmunohistoquimicas frente a la proteina
MBP (verde), realizadas en cortes coronales de animales Control y Cdh1
cKO a P7 y P14. Barra escala: 100 um. (B) Inmunodeteccion por western
blot del cofactor Cdhl en extractos totales del encéfalo a distintas
edades de estudio. La cuantificacién se normalizé frente Control P7 y se
empled GAPDH como control de carga. Los valores se expresan como

medias * S.E.M. de 3 animales por genoftipo. * p<0,05 vs Confrol. Prueba
t de Student.
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2.3. La hipomielinizacién postnatal causada por la
falta de Cdh1 no es consecuencia de pérdida de

asones mielinizables

Resultados previos del laboratorio, demostraron que APC/C-Cdhl
regula la integridad dendritica y supervivencia neuronal en el cerebro
adulto. Asi, la falta de Cdhl promueve la desestructuracion del
citoesqueleto neuronal, debido a la acumulacién de la quinasa ROCK2,
lo que culmina en neurodegeneracion y deterioro cognitivo en el adulto
(Bobo-Jiménez et al., 2017). Teniendo en cuenta que el proceso de
mielinizacién estd regulado transcripcionalmente e inducido por la
interaccién entre axdén y oligodendrocito (Stassart et al., 2018),
analizamos si la hipomielinizacion de los animales Cdh1 cKO derivaba de
posibles cambios en el nUmero de neuronas y, en consecuencia, de

axones disponibles para la mielinizacion.

En primer lugar, analizamos el nUmero de neuronas y oligodendrocitos
en la corteza parietal, mediante inmunohistoquimica con marcadores
especificos de linaje neuronal, NeuN, y oligodendrocitico, Olig2, en los
animales a P21. Como se muestra en la Figura 15A y 15B, no se
observaron diferencias significativas en el nimero de ambos tipos
celulares entre los genotipos. El nUmero total de neuronas en los animales
Control fue similar al obtenido en los ratones Cdh1 cKO. La poblacién
oligodendroglial experimentd un leve descenso en ausencia de Cdhl,
siendo este indicativo de tendencia, aunque no significativo. Ademds, se
analizd la proporcidén existente entre ambas poblaciones, mostrando
similifud enfre ambos genoftipos. Estos resultados demuestran que la
ausencia de Cdhl no afecta al nimero de neuronas o de

oligodendrocitos en la corteza parietal durante el desarrollo postnatal.
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Figura 15. La hipomielinizacién causada por la falta de Cdhl no es
consecuencia de la pérdida neuronal. (A) Imdgenes representativas de la
deteccién por inmunohistoquimica de marcadores poblacionales de
NeuN (verde) y Olig2 (rojo), realizadas en cortes coronales de animales
Control y Cdhl cKO a P21. Barra escala: 25 um. (B) Proporcién de
oligodendrocitos por neurona. Las cuantificaciones de las poblaciones
neuronales y oligodendrogliales se normalizaron frente al nUmero total de
células marcado con DAPI (azul). Los valores se expresan como medias £
S.E.M. de 3 animales por genotipo. * p<0,05 vs Conftrol. Prueba t de Student.

Una vez descartada la pérdida neuronal como responsable de la
hipomielinizacién en los animales deficientes en Cdh1, nuestro siguiente
objetivo fue investigar el estado de la red axdnica en el modelo de
estudio. Durante la etapa adulta el complejo APC/C-Cdh1 coordina el
crecimiento axonal a través de la degradacién de Id2 y SnoN (A.
Almeida, 2012; Lasorella et al., 2006). Ademds, mantiene la estabilidad
dendritica y las conexiones neuronales a través de la regulacion de los
niveles de Rock2 (Bobo-Jiménez et al., 2017). Las interacciones

oligodendrocitos-axdn son relevantes en la regulacion de la mielinizaciéon
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(R. G. Almeida & Lyons, 2017; Stassart et al., 2018). Asi, analizar la red axonall
en nuestro modelo experimental nos permitird evaluar si la posible
pérdida axonal es la causa de la hipomielinzacion de los animales Cdh1
cKO.
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Figura 16. La falta de Cdh1 disminuye los niveles de mielina sin promover
alteraciones en los axones de la corteza. Im&genes representativas de
microscopia de la proteina MBP (verde) y NF200 como marcador
axdénico (rojo), realizadas en cortes coronales de animales Control y
Cdh1 cKO a P21. Barra escala: 100 um. Los valores se expresan como
medias + S.E.M. de 3 animales por genotipo. * p<0,05 vs Control. Prueba
t de Student.
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Para ello, realizamos la co-inmunodeteccién de MBP junto al
neurofiamento H  (NF200), proteina citoesquelética neurondal
ampliamente utilizada como marcador axonal (Trojanowski et al., 1986),
lo que nos permitid visualizar el estado de los axones y determinar cudles
de ellos se encontraban mielinizado, en las distintas dreas cerebrales.
Como se muestra en la Figura 17, la inactivacion de APC/C-Cdh1 redujo
un 50% la mielina en la corteza cerebral, mientras que los niveles de NF200
permanecieron estables en ambos genotipos. Sin embargo, los ratones
Cdh1 cKO mostraron alteraciones en la organizacién de los axones. La
densidad axdnica del cuerpo calloso sufrid una reduccion del 7%,
mientras que los niveles de mielina descendieron en comparaciéon con

los animales Control (Figura 16).

Del mismo modo, se analizaron la capa CA1l y el giro dentado del
hipocampo (Figura 18A y 18B). En ambas estructuras no se observaron
diferencias significativas en los niveles de NF200, mientras que los niveles
de expresibn de MBP disminuyeron significativamente. Ademds, la
inmunodeteccidn por western blot de NF200 no mostré cambios
significativos en extracto total encefdlico, lo que confirma que la falta de
Cdhl no altera la red axonal (Figura 18C), al menos en los primeros
estadios del desarrollo postnatal, lo que descarta que la falta de axones

mielinizables sea la causa de la hipomielinizacion en los ratones Ch1 cKO.

99



Control Cdh1 cKO

© Control O Control
10015 cdhi cko 100165 cdhi cko
*

801 I 80- r*w
o 8
2] N
> 60 % 60
g o}
Y @
< 40 g 401
& 5

201 20+

0 o0

Figura 17. La falta de Cdh1 disminuye los niveles de mielina en los axones
del cuerpo cadlloso. Imdgenes representativas de microscopia confocal
tras la fincién de la proteina MBP (verde) y NF200 como marcador
axénico (rojo), realizadas en cortes coronales de animales Control y
Cdh1 cKO a P21. Barra escala: 100 ym. Los valores se expresan como
medias + S.E.M. de 3 animales por genotipo. * p<0,05 vs Control. Prueba
t de Student.
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Figura 18. La falta de Cdh1 reduce los niveles de mielina manteniendo
los axones sin modificaciones. Imdgenes representativas de microscopia
confocal de la proteina MBP (verde) y NF200 como marcador axdénico
(rojo), realizadas enla CA1 del hipocampo (A) y el giro dentado (B). Barra
escala: 100 um. La cuantificacién se normalizd frente al Control. Los
valores se expresan como medias + S.E.M. de 3 animales por genofipo. *
p<0,05 vs Control. Prueba t de Student. (C) Inmunodeteccién de NF200
en extractos totales del encéfalo a distintas edades de estudio. La
cuantificacion se normalizé frente Control P7 y se empleé GAPDH como
control de carga. Los valores se expresan como medias + S.E.M. de 3
animales por genotipo. * p<0,05 vs Control. Prueba t de Student.

3. Cdh1 REGULA LA PROLIFERACION DE OPCS, PERO
NO Es IMPRESCINDIBLE PARA sV
DIFERENCIACION A OLIGODENDROCITOS

Hasta el momento, hemos descrito que la ausencia de Cdhl retrasa
la mielinizacién durante el desarrollo postnatal, sin afectar a la
supervivencia neuronal en la corteza parietal y la red axonal. Dado el
papel esencial que tiene APC/C-Cdhl en la salida del ciclo celular y la
diferenciacién celular (Chang et al., 2014b; Qiao et al., 2010), quisimos
estudiar si la falta de Cdhl altera el proceso de oligodendrogénesis
durante el desarrollo postnatal, y consecuentemente, promueve
procesos de hipomielinizacién. Para ello, se analizd la poblacién
oligodendroglial y la diferenciacion de los OLs en nuestro modelo

experimental.

31.la falta de Cdhi reduce el nimero de

oligodendrocitos en el cuerpo calloso

En primer lugar, se llevé a cabo un estudio de la poblacion de
oligodendrocitos (OLs) en el cuerpo calloso, a distintas edades del
desarrollo  postnatal. Los OLs se visudlizaron mediante
inmunohistoquimica frente a Olig2, marcador especifico de linaje
oligodendroglial, por lo que detecta la poblacién independientemente

de su estado de diferenciacién o maduraciéon. Se observd que, en las
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primeras etapas del desarrollo (P7), ambos genotipos presentaron
porcentajes similares de células Olig2 positivas (Figura 19). Sin embargo,
en etapas posteriores (P14 y P21), la falta de Cdhl disminuye el
porcentaje de células Olig2+, especialmente a P21, en el cuerpo calloso.
Durante el desarrollo postnatal, la expansion de la poblacidn
oligodendroglial es clave para establecer contactos con los axones e
inducir su diferenciacion (Ozgen et al., 2016). Los ratones Cdh1 cKO no
presentaron un incremento en el niUmero de oligodendrocitos a medida
que franscurria el desarrollo, sino que este valor se mantuvo estable en
referencia a P7. Sin embargo, el porcentaje de células Olig2+ en la
corteza (Figura 15) fue similar entre ambos genotipos a P21. Hay que
destacar que el porcentaje de oligodendrocitos en el cuerpo calloso
(Figura 19) es muy superior al de la corteza cerebral (Figura 15), lo que
podria explicar el diferente efecto de Cdh1 en ambas zonas cerebrales.
Por tanto, Cdh1 esimportante para la expansién de los oligodendrocitos
que se produce en el cuerpo calloso, a partir de la primera semana

posthatal.
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Figura 19. La falta de Cdh1 previene el incremento postnatal en el nGmero
de oligodendrocitos en el cuerpo calloso. Imdgenes de proyecciones
maximas tras la fincion con el marcador de linaje oligodendroglial Olig2
(rojo)., realizadas en el cuerpo calloso. Barra escala: 50 um. Las
cuantificaciones se normalizaron frente a su Control. Los valores se
expresan como medias + S.E.M. de 3 animales por genotipo. * p<0,05 vs
Conftrol. Prueba t de Student.

Posteriormente, analizamos la poblacidon de OPCs en el cuerpo
callosos, a diferentes dias postnatales. Para esclarecer si la proliferacién
de los OPCs podria estar alterada en nuestro modelo, determinamos la
proliferacién a P7, punto en el que los OPCs proliferan y empieza la

diferenciacién en el cuerpo calloso (Sengottuvel et al., 2023; Zhang et al.,
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2018) Los animales se inyectaron intfraperitonealmente con el marcador
de fase S, BrdU (5-bromo-2-desoxiuridina) (Matiasovd et al., 2014). Se
realizaron inmunohistoquimicas frente PDGFRa, proteina que detecta los
OPCs (Sengoftuvel et al., 2023). Como se observa en la Figura 20, los
animales Cdh1 cKO presentaron un incremento en el nimero de OPCs
(PDGFRo+) BrdU+, respecto a los animales Confrol. Estos resultados
indican que Cdh1 promueve la proliferacion de OPCs, que se produce
en la primera semana de vida. Cabe destacar que APC/C-Cdhl
coordina la progresion de la fase G1 ala fase S (Peters, 2006a). Es mds, la
falta de Cdhl en los precursores neurales embrionarios alarga la fase S
de las células, promoviendo el estrés replicativo y la muerte por
apoptosis, mediada por p53, en los progenitores neuronales (Delgado-
Esteban et al., 2013a) Asi, la posible apoptosis de OPCs podria explicar el
mantenimiento en el nUmero de células Olig2+ (Figura 19) durante las
primeras semanas postnatales, a pesar de que estas células tienen mayor
incorporacién de BrdU (Figura 20). Sin embargo, resultados preliminares
no evidenciaron un incremento en la apoptosis de los OPCs, ya que la
inmunodeteccidn de la caspasa 3 activa en el cuerpo calloso fue similar
en ambos genotipos. En cualquier caso, son resultados preliminares y

necesitamos estudiarlo en profundidad en el futuro.
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Figura 20. La ausencia de Cdh1 promueve la proliferacion de los OPCs a
P7. Fotografias de microscopia confocal del marcador de lingje
oligodendroglial Olig2 (rojo), realizadas en el cuerpo calloso. Barra
escala: 50 um. Barra escala: 50um. La cuantificacion se normalizd frente
a su Control. Los valores se expresan como medias = S.E.M. de 3 animales
por genotipo. * p<0,05 vs Control. Prueba t de Student.

Sorprendentemente, la morfologia de los OPCs no presentd la forma
bipolar caracteristica de los OPCs (Binamé et al., 2013b) en el animal
Cdh1 cKO a P21. En la Figura 21, se muestra la morfologia de los OPCs de
las principales dreas de estudio (cuerpo calloso, corteza e hipocampo)
a diferentes edades del desarrollo (P7, P14 y P21). A P7, la morfologia
celular es muy parecida en ambos genotipos, en las dreas cerebrales
analizadas. Sin embargo, a P14 empiezan a aparecer diferencias
morfoldgicas, especialmente en el cuerpo calloso, siendo mucho mds
evidentes a P21. Los OPCs de los ratones Cdhl cKO presentaron un
aumento del tamano celular y de la complejidad de las ramificaciones.
Estos cambios morfoldgicos de los OPCs, de tipologia estrellada, son
caracteristicos de la respuesta frente a un dano (Chacon-De-La-Rocha
et al., 2020). En un modelo murino de enfermedad de Alzheimer se ha
demostrado que el aumento del volumen celular y de las ramificaciones
son sintomas del dano celular y/o entrada de los OPCs en senescencia

(Vanzulli et al., 2020). Es md&s, durante el envejecimiento, los OPCs pierden

106



su capacidad regenerativa y no responden a senales que inducen su
diferenciacién a OLs, lo que estd relacionado con la hipomielinizacién
del cerebro anciano (Neumann et al., 2019; Sim et al., 2002). La falta de
Cdh1 provoca estrés replicativo y dano en el ADN (Delgado-Esteban et
al., 2013; Eguren et al., 2013; Garci-Higuera et al., 2008), lo que resulta en
senescencia (Gioia et al., 2023; Luo et al., 2023) y podria afectar a la
poblacién de OPCs vy su diferenciacion a OLs maduros y mielinizantes.
Para estudiar esta hipdtesis, en primer lugar, determinamos el porcentaje

de OPCs y de OLs maduros durante el periodo postnatal.

P7 P14 P21

Control Cdhl cKO Control Cdhl cKO Confrol Cdhl cKO

CAl
Hipocampo

Corteza

Cuerpo
calloso

Figura 21. La inactivacién del complejo induce la senescencia de los
OPCs. Imdgenes representativas de microscopia confocal, y sus
correspondientes negativos, de los precursores de oligodendrocitos
marcados con PDGFRa (verde), realizadas en la CA1 del hipocampo, en
la corteza y el cuerpo calloso a distintas edades del desarrollo postnatal.
Barra escala: 25 um.
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Mediante co-inmunohistoquimicas frente a PDGFRa vy Olig2,
analizamos el porcentaje de OPCs dentro del total de la poblacién
oligodendroglial. No se observaron diferencias significativas entre ambos
genotipos a P7 (Figura 22), edad en la que previamente se describid un
aumento de los OPCs en fase S (Figura 20). A P14 detectamos un ligero
incremento, que fue significativo a los P21 en los animales Cdhl cKO,
respecto a los Control. Es mds, la disminucién en el porcentaje de OPCs
durante el desarrollo postnatal fue mds acusada en los animales Control
que en los Cdh1 cKO (Figura 22), lo que concuerda con el incremento
de la proliferaciéon. Estos resultados confirman que APC/C-Cdhl estd
modulando la proliferacién de los OPC promoviendo la expansion del
linaje oligodendroglial durante las primeras etapas del desarrollo

postnatal.

A continuacién, los cambios en los niveles de OPCs se confirmaron
mediante rt-gPCR en los extractos fotales de cerebro. Ambos genotipos
mostraron niveles similares de ARN mensajero de Olig2 y PDGFRa a P7,
mientras que a P21 los animales Cdh1 cKO mostraron mayor expresion
del marcador especifico de OPC (Figura 23). Es mds, los niveles de
PDGFRa frente a Olig2 se mantuvieron elevados, indicando que la
ausencia de Cdh1 aumentalos OPC del cuerpo calloso a edades tardias

del desarrollo postnatal.

Posteriormente, y teniendo en cuenta la morfologia de los OPCs en los
animales Cdh1 cKO a P21, compatible con una entrada en senescencia,
analizamos la capacidad proliferativa de estas células, mediante la co-
deteccidén de BrdU y PDGFRa. No se detectaron precursores en fase S en
ambos genotipos a P21, indicando que los OPCs no estdn replicando
(Figura 24). Por tanto, la proliferacién de los OPCs no es la Unica causa
del incremento de estas células, sino que probablemente es la
consecuencia de la entrada en senescencia de los OPC vy, con ello, su

incapacidad para diferenciar a OLs.
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Figura 22. La falta de Cdh1 aumenta la poblaciéon de OPCs. La imagen
de microscopia confocal muestra los OPCs marcados con PDGFRa
(verde) y el total de los oligodendrocitos marcados con Olig2 (rojo), en
el cuerpo cadlloso a diferentes etapas postnatales. Barra escala: 50 um.
La cuantificacion se normalizé frente a su Control. Los valores se expresan
como medias £ S.E.M. de 3 animales por genotipo. * p<0,05 vs Control.
Prueba t de Student.
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Figura 23. La ausencia de Cdh1 incrementa la poblacién de OPCs en la
etapa postnatal. Andilisis de la expresion relativa de Olig2 y PDGFRa,

mediante rt-gPCR, a P7 (A) y a P21 (B). Se utilizd GAPDH como control
interno de expresién. Los resultados se normalizaron frente al Control. Los
valores se expresan como medias + S.E.M. de 3 animales por genotipo. *
p<0,05 vs Control. Prueba t de Student.

Hasta el momento, nuestros resultados demuestran que APC/C-Cdhl
participa en la proliferacioén de los OPCs durante la primera semana
postnatal, promoviendo la expansidn del linaje oligodendroglial. Asi, la
falta de Cdh1 promueve la entrada de los OPCs en la fase S del ciclo
celular, como ya se ha descrifo en otros precursores, como los
progenitores neurales, que sufren estrés replicativo (Delgado-Esteban et
al., 2013b). Es mds, los OPCs, especialmente a P21, parecen senescentes,
lo que podria prevenir la diferenciacion a OLs y, con ello, inducir

hipomielinizacién, como la observada en los animales Cdh1 cKO (Figura
14).
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Control Cdhl cKO

4 PDGFRa PDGFRa

Figura 24. Los OPCs no son proliferativos a 21 dias de vida postnatal.
Microfotografias confocales de precursores de oligodendrocitos tras la
tincién con PDGFRa (verde) y el marcador de fase S BrdU (rojo). Barra
escala: 50um

3.3. APC/C-Cdh! ne es ﬁm&@fr@g@ﬁmdﬁﬂ@ﬂ@ para la

diferenciacién postnatal de los oligodendrocitos

Como se ha mencionado en la introduccién, durante la
oligodendrogénesis, los OPCs proliferan y adquieren caracteristicas de
pre-oligodendrocitos, los cuales diferencion y se tfransforman en
oligodendrocitos inmaduros. A continuacion, los oligodendrocitos
maduran y empiezan a sintetizar proteinas de la vaina de mieling,
convirtiéndose en oligodendrocitos mielinizantes (Bercury & Macklin, 2015;
Bergles & Richardson, 2016; Emery, 2010; W. Huang et al., 2020). Dado que la
falta de Cdh1 incrementa la poblacién de OPCs a partir de P14, nuestro
siguiente objetfivo fue evaluar el posible efecto de Cdhl sobre la
diferenciacién de estos precursores a OLs maduros mielinizantes. Para
ello, se co-inmunodetectaron las proteinas CC1, marcador de
oligodendrocitos maduros mielinizantes, y Olig2, marcador de lingje. La
diferenciacién de los OPCs empieza a P7 y su crecimiento es exponencial

hasta estabilizarse a P21 (Barateiro & Fernandes, 2014; Zhang et al., 2018).
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Como muestra la Figura 25, se produjo un incremento de OLs maduros
desde P7 en ambos genotipos, si bien observamos un leve retraso en los
Cdhl cKO, comparado con los animales Control. Es importante resaltar
que la falta de Cdh1 no previno la diferenciacion de los OPCs a OLs
maduros y mielinizantes, por lo que Cdhl no parece ser imprescindible

para la oligodendrogénesis postnatal.

Con el fin de profundizar en el estudio de la diferenciaciéon de los OPCs
en ausencia de Cdhl, se inyectaron animales a P7 y P8 con BrdU, que se
inmunodetectd a P14, junto con CCI1. Esta estrategia nos permitid
identificar la poblacién de OPCs a P7 que proliferan y, posteriormente, a
P14 diferencian a OLs mielinizantes (Figura 26). Como muestra la Figura
26A, la falta de Cdhl no previno la diferenciaciéon de los OPCs,
dado que no observaron diferencias en los oligodendrocitos maduros
mielinizantes doblemente positivos para CC1 y BrdU. El porcentaje de
OPCs BrdU+ a P14 fue aproximadamente el mismo que se detectd a P7
(Figura 26B).

Nuestros resultados demuestran que APC/C-Cdhl coordina la
proliferacién de los precursores de oligodendrocitos. El incremento de
OPCs en fase S en los animales Cdhl cKO evidencia que tiene una
importante funcién en la proliferacidon de estos precursores, como ya se
demostré en los progenitores neuronales [Delgado-Esteban, 2023;
Eguren, 2023]. Sin embargo, Cdhl no parece ser esencial para la
diferenciacién y maduracion de los oligodendrocitos, ya que esta se

produce incluso en ausencia del cofactor.
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Figura 25. Cdh1 no es esencial para la diferenciacion de los
oligodendrocitos. Imdgenes de las proyecciones mdaximas de los
oligodendrocitos maduros tras la tincidon con la proteina CC1 (verde) y el
marcador de linaje oligodendroglial Olig2 (rojo). realizadas en el cuerpo
calloso a diferentes etapas postnatales. Barra escala: 100 um. La
cuantificacién se normalizé frente a su Control. Los valores se expresan
como medias + S.E.M. de 3 animales por genotipo. * p<0,05 vs Control.
Prueba t de Student.

113



A Control Cdhl cKO

+ O Control
5 %70 cdni cko
O
~ 80
¢
8
i
3 P
P14 e
S 20 e
g
2 0
P14
Dias Postnatales (P)
B Control Cdhl cKO
O Control
100145 cdhi eko

<
o

o
o

P
o

[ Y
o

il

P14

% Células BrdUt PDGFRat / PDGFRot
o

Dias Postnatales (P)

Figura 26. La ausencia de Cdh1 no previene la diferenciacién de los
oligodendrocitos. Fotografias de microscopia confocal realizadas en el
cuerpo calloso a 14 dias de vida postnatal. (A) Imdgenes de los
oligodendrocitos maduros marcados con CC1 (verde) y el marcador de
fase S BrdU (rojo). (B) Imdagenes de OPCs fras la fincién con PDGFRo
(verde) y BrdU (rojo). Barra escala: 50 um. La cuantificacién se normalizd
frente a su Control. Los valores se expresan como medias = S.E.M. de 3
animales por genotipo. * p<0,05 vs Control. Prueba t de Student.
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4. APC/C-Cdh1 ES ESENCIAL PARA LA CORRECTA
FORMACION DE LA VAINA DE MIELINA

Los resultados descritos hasta el momento, nos han permitido descartar
que la hipomielinizacién causada por la ausencia de Cdh1 sea debida
a la falta de OLs maduros y mielinizantes. Por tanto, nuestro siguiente

objetivo fue analizar la estructura de la vaina de mielina.

La interaccidén entre axdn y oligodendrocitos es esencial para promover
la mielinizacion (Stassart et al., 2018). Asi, analizamos la vaina de mielina
en los axones, mediante co-inmunodeteccién de NF200 y MBP por

microscopia de alta magnificacién y deconvolucién.

Control Cdh1 ckKO

P21

Figura 27. La falta de Cdh1 altera la mielinizaciéon de los axones.
Im&genes de proyecciones mdximas deconvolucionadas tras la tincion
de la mielina con MBP (verde) y el marcador axonal NF200 (rojo) en la
corteza de animales a P21. Barra escala: 10um

En la Figura 27 se observa que los animales Control presentan la
mayoria de los axones mielinizados, a juzgar por la co-localizacién de
NF200 y MBP (flechas cian). Sin embargo, gran parte de los axones de los
animales Cdh1l cKO estaban desmielinizados, o bien presentaban la
vaina de mielina alterada, con roturas (flechas blancas). Es esencial
destacar, que en los animales Cdh1 cKO se observd un mayor niUmero
de axones completamente desnudos (flechas rosas). Por tanto, Cdhl es

esencial para la mielinizacién de los axones tras el nacimiento.
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4.1. La ausencia de Cdhl reduce el espesor de la

mielina Y el namero de axones mielinizados

Nuestro siguiente paso fue analizar la ultraestructura de la vaina de
mielina mediante microscopia electrénica a P21. Se sabe que, en etapas
tardias del desarrollo postnatal, los axones de mayor calibre estdn
recubiertos de mielina, bien empaquetada y compactada (From et al.,
2014). El g-ratio es una medida que permite relacionar el didmetro total
del axdn con el espesor de la mielina (From et al., 2014), es decir, se mide
el espesor de la vaina y se realiza el ratio frente al didmetro total del axén
(axén y vaina de mielina). Asi, valores del g-ratio cercanos a 1 equivalen
al estrechamiento de la vaina de mielina (Paus & Toro, 2009). El g-ratio fue
significativamente mayor en los animales deficientes en Cdhl1 (Figura
28A), indicando que el espesor de la mielina es inferior con relacion al
didmetro del axdn. Estos hallazgos demuestran que la falta de Cdhl
inhibe el correcto empaquetamiento de los axones afectando la

integridad de los axones y la transmisidn sindptica.

Ademds, los animales Cdh1 cKO duplicaron el nUmero de axones no
mielinizados, y sufrieron un cambio de distribucion en los axones con un
didmetro superior a 800nm (Figura 28C). Los axones de mayor didmetro
requieren una mayor velocidad de conduccidén de la senal eléctrica, y
por tanto, requiere el correcto aislamiento de la mielina (Costa et al.,
2018). Los oligodendrocitos carentes de Cdhl no mielinizan axones de
gran didmetro, afectando directamente a la velocidad de la transmisiéon

sindptica.

Estos resultados demuestran que la falta de Cdhl altera el
empaguetamiento de la vaina de mielina e induce hipomielinizacién, a

juzgar por el incremento en el nUmero de axones no mielinizados.
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Figura 28. La ausencia de Cdhl reduce el espesor de la mielina y el
nOmero de axones mielinizados. Microfotografias de microscopia
electrénica a P21. (A) Nanofotografias y gréficos de las cuantificaciones
del g-ratio en ambos genotipos. Barra escala: 500nm (superior)/ Tum
(inferior). Los valores se expresan como medias * S.E.M. de 3 animales por
genotipo. * p<0,05 vs Control. (B) Imdagenes representativas del andlisis
del espesor de la vaina en axones mielinizados. Barra escala: 200nm. Los
valores se expresan como medias + S.E.M. de 3 animales por genotipo. *
p<0,05 vs Control. (C) Andlisis de los axones mielinizados en funcién de su
calibre, y porcentaje de axones no mielinizados por genotipo. Los
resultados se expresaron como medias = S.EEM. de 3 animales por
genotipo. * p<0,05 vs Control. Prueba t de Student.
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4.2. La ausencia de Cdhi desestructura la vaina de
mielina

Las microfotografias de los axones mielinizados en los ratones Cdh1
cKO mostraron alteraciones en el empaquetamiento y lesiones en la
vaina de mielina de caracteristicas similares a las presentes en la
alteracién denominada “axon swelling” (Payne et al., 2012a). Estas
lesiones, en su gran mayoria, mostraban vacuolaciones de la mieling,
hasta el punto de provocar una rofura evidente de la vaina. Como
muestra en la Figura 29, los ratones Cdh1 cKO presentaron mds del doble
de axones con lesiones en la mielina, indicando que la falta de Cdhl no

sélo reduce el nUmero de axones mielinizados, sino que estos presentaron

una desestructuraciéon y dano de la vaina de mielina.
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Figura 29. La falta de Cdh1 desestructura la vaina de mielina.
Microfotografias de microscopia electronica del hipocampo a P21. Se
cuantificd el porcentaje de axones que presentaban lesiones en la vaina
de mielina. Los valores se expresan como medias = S.E.M. de 3 animales
por genotipo. * p<0,05 vs Control. Barra escala: 100 nm. Prueba t de
Student.

Por tanto, APC/C-Cdh1 regula la mielinizacion postnatal, de manera
que Cdhl es esencial para la correcta formacién y compactacion de la
vaina de mielina alrededor de los axones neuronales y, con ello, la
fransmision del impulso nervioso. Asi, una disfuncion de la ligasa, provoca

hipomielinizacion de axones grandes, lo que causa discapacidad
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intelectual y alteraciones motoras, entre otras alteraciones neuroldgicas
[Swanson, 2019, 33], como ocurre en pacientes que portan mutaciones

en Cdh1 (Manivannan et al., 2022; Rodriguez et al., 2019a).

5. APC/C-Cdhi 3 ESENCIAL PARA EL
MANTENIMIENTO DE LA HOMEOSTASIS LIPIDICA
EN EL CEREBRO

La composicion lipidica de la bicapa de mielina es un factor critico
para el empagquetamiento de la vaina (Mu et al., 2019). La vaina de
mielina estd compuesta principalmente por lipidos y proteinas
especificas de la mielina, que deben encontrarse en la proporciéon
correcta para ejercer su funcién de aislamiento (Barnes-Vélez et al., 2023;
Ozgen et al., 2016). Dada la importancia de los lipidos en la formacion y
mantenimiento de la vaina de mielina (Davis et al., 2020; Ozgen et al,,
2016), realizamos un estudio metabolémico no dirigido en extractos

cerebrales de animales P21 Control y Cdhl cKO.
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Figura 30. La ausencia de Cdh1 altera el metabolismo cerebral en etapas
tardias del desarrollo postnatal. (A) El andlisis de los componentes
principales indica la presencia de dos poblaciones claras y bien
diferenciadas, sugiriendo diferencias relevantes entre los dos genotipos
estudiados. (B) Matriz de correlacién de todos los metabolitos
detectados en el estudio. Los colores rojo y azul reflejan correlaciones
positivas y negativas respectivamente, que a su vez indican la
direccionalidad de la correlacion.
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El estudio detectd 751 metabolitos totales. El andlisis no supervisado
de componentes principales (PCA), representado en la Figura 30A,
mostrd dos poblaciones completamente independientes
correspondientes a cada genotipo, sugiriendo importantes diferencias
en cuanto a la abundancia de metabolitos totales entre ambas

condiciones.

La matriz de correlacion de la Figura 30B sugiere la presencia de
interacciones enfre los 751 metabolitos analizados. Los tonos rojizos
reflejan interacciones positivas entre metabolitos, formando clusters,
posiblemente por pertenecer a una misma via metabdlica o rutas
estrechamente ligadas. Dado que el objetivo principal de este estudio
era profundizar en los mecanismos responsables de la hipomielinizacién
de los animales Cdh1 cKO, nos centrarnos en los metabolitos lipidicos,

pero no se profundizd en la correlacion entre rutas metabdlicas.

Para analizar posibles cambios en metabolitos lipidicos entre
genotipos, se representaron los 375 metabolitos lipidicos detectados en
funcién de su abundancia relativa y significatividad frente a los animales
Control. El volcano plot de la Figura 31A muestra un total de 159
metabolitos lipidicos significativamente alterados (p-valor<0,05), de los
cuales 31 se encuentran incrementados mientras que 129 estdn
reducidos. Estos resultados sugieren que la ausencia de Cdh1 modifica
de manera negativa la composicion lipidica del encéfalo, dado que la
mayoria de los metabolitos alterados poseen niveles inferiores
compardndolos con el animal Control. Este efecto se puede observar en
el heatmap (Figura 31B), en el que se han representado los metabolitos

significativamente alterados en los 6 animales estudiados por genotipo.
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Figura 31. La falta de Cdh1 altera la composicion lipidica del encéfalo.
(A) Volcano plot de los metabolitos lipidicos, representando la
abundancia relativa a los animales Control, frente a la significatividad
relativa  (p-valor<0,05). (B) Heatmap de los metabolitos lipidicos
significativamente alterados en los 6 animales por genotipo analizados.
Prueba t de Welch.

A continuacién, se analizaron cudles eran las vias metabdlicas que
contenian mds metabolitos significativamente alterados en los animales
Cdh1cKO, es decir, se determind el enriqguecimiento de las rutas
metabdlicas. Este pardmetro, es el resultado de la siguiente ecuacion
(Wieder et al., 2021):

| =

k = metabolitos significativamente alterados de una ruta
y —_ m
Enrichment = -k m = Metabolitos totales detectados de una ruta
(N-m) n = Metabolitos significativamente alterados totales

N= Metabolitos totales detectados

Si el enriguecimiento de una ruta es superior a 1, contiene mds
metabolitos con una diferencia estadisticamente  significativa
comparado con el Control. Es mds, cuanto mayor sea el
enriguecimiento, mds alterada se encuentra la ruta vy, por tanto, se

considerard la via metabdlica susceptible de estudio.
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Figura 32. La ausencia de Cdh1 altera rutas importantes del metabolismo
lipidico. El metabolismo del dcido linoleico y la biosintesis de fosfolipidos,
incluyendo los plasmaldgenos, esfingolipidos y glicerolipidos, son las rutas
metabdlicas mds alteradas en los animales Cdh1cKO. Prueba t de
Welch.

Si nos fijamos en la Figura 32, podemos observar que las vias
relacionadas con el metabolismo del &cido linoleico vy la biosintesis de los
fosfolipidos fueron las rutas mds enriquecidas en el estudio de los
metabolitos lipidicos de los animales carentes de Cdh1. Las siguientes tres
vias con valores de enriguecimiento elevados fueron la sintesis de
plasmaldgenos, el metabolismo de esfingolipidos y glicerolipidos, todas
ellas incluidas dentro de las rutas metabdlicas de los fosfolipidos,

componentes esenciales de la mielina [CITA].

Estos resultados revelan que el metabolismo de los fosfolipidos se
encuentra altfamente modificado en nuestro modelo experimental, y por

tanto, las vias afines son susceptibles de un estudio exhaustivo.
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51. La fala de Cdhi reduce los componentes

ﬂﬁ(pﬁd&ﬁ@@g de la vaina de mielina

El cerebro es el drgano con mayor proporcidon de lipidos respecto al
resto del cuerpo. Estos lipidos forman los bloques esenciales para
establecer las redes cerebrales, participando en procesos criticos, como
la sinaptogénesis y la mielinizacién. El contenido lipidico del cerebro
aumenta exponencialmente después del nacimiento (Oliveira et al.,
2022), coincidiendo con el proceso de mielinizacién (van Tilborg et al.,
2018). Por lo tanto, andlizar los metabolitos lipidicos esenciales para la
esfructura de la vaina de mielina, nos permitird realizar una primera

aproximacion en el estudio de la formacion y composicién de la mielina.

Como se menciond en el apartado 2.4.1, la vaina de mielina estd
compuesta principalmente por colesterol, galactosiiceramidas vy
fosfolipidos, siendo los glicerofosfolipidos y los esfingolipidos los lipidos
mayoritarios (Davis et al.,, 2020; Ozgen et al., 2016). Los niveles de
colesterol de los ratones Cdh1 cKO no variaron respecto a los animales
Control (Figura 33A), sugiriendo que APC/C-Cdhl no participa en la

homeostasis del colesterol.
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Figura 33. La ausencia de Cdh1 altera los niveles de galactosilceramida,
pero no de colesterol. Representacion de los niveles del colesterol (A) y
galactosilceramida (B) obtenidos en el estudio metaboldémico de los
animales Control y Cdhl cKO a P21. Los valores se expresan como
medias + S.E.M. de 6 animales por genotipo. * p<0,05 vs Control. Prueba
t de Welch
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Sin  embargo, los niveles de galactosiiceramidas fueron
significativamente menores en los ratones carentes de Cdh1 (Figura 33B).
Estos glucolipidos forman parte de aproximadamente el 20% de la
mielina, dénde ejercen un papel relevante en el mantenimiento y la
integridad del sistema de bicapas mielinicas (Ozgen et al., 2016). Asi, el
descenso de las galactosiceramidas es compatible con la
descompactacion y fragmentacion de la mielina observada en los
animales Cdh1 cKO (Figura 28 y 29).

Principalmente, los fosfolipidos constituyentes de la vaina son las
fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas y las fosfatidilserinas, y en menor
medida los esfingolipidos (Sengottuvel et al., 2023). En la Figura 34 se
muestran los niveles de los metabolitos pertenecientes a los
glicerofosfolipidos mayoritarios en la vaina de mielina (Kékeld et al.,
2003). Mientras que no se apreciaron diferencias en los niveles de la
fosfatidilcolina y la fosfatidilserina en los animales carentes de Cdhl. La
fosfatidiletanolamina presentd una reduccidon significativa de  su

abundancia (Figura 34).
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Figura 34. La falta de Cdh1 disminuye los niveles de fosfatidiletanolamina
en el cerebro. GCrdficas de los niveles de los glicerofosfolipidos
mayoritarios del sistema de bicapas mielinicas, obtenidos mediante el
estudio metabolédmico de animales Control y Cdh1 cKO. Datos extraidos
del estudio metaboldmico. Los valores se expresan como medias £ S.E.M.
de 6 animales por genotipo. * p<0,05 vs Control. Prueba t de Welch.
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Finalmente, se analizaron los niveles de los esfingolipidos mds
relevantes para la estructura y funcién de la mielina (Figura 35). Entre
ellos, se encuenfran principalmente las esfingomielinas y, en menor
medida, las esfingosinas y las esfinganinas (Giussani et al., 2021). Los
animales deficientes en Cdh1 presentaron una reduccién de los niveles

de las esfingomielinas, esfingosinas y, especialmente, de esfinganinas

(Figura 35).
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Figura 35. La falta de Cdh1 reduce los niveles de los esfingolipidos del
encéfalo. Representaciéon de los niveles de los esfingolipidos mds
abundantes de la estructura de la vaina de mielina. Datos extraidos del
estudio metaboldmico. Los valores se expresan como medias + S.E.M. de
6 animales por genotipo. * p<0,05 vs Control. Prueba t de Welch.

Nuestros resultados demuestran que la inactivacion de APC/C-Cdh1
altera la composicion lipidica del encéfalo, especialmente de los
metabolitos lipidicos estructurales de la vaina de mielina. Estos cambios
provocan alteraciones en la formacién y compactacion de la vaina de
mielina (Mu et al., 2019), lo que relaciona directamente la alteraciones

lipidicas con la hipomielinizacién causada por la falta de Cdhl.

En su conjunto, nuestros resultados demuestran que Cdhl es esencial
para la oligodendrogénesis y mielinizacion postnatal. La ausencia de
Cdh1 provoca disgénesis del cuerpo calloso e hipomielinizacciéon en el
encéfalo, probablemente como consecuencia de la alteracion del

metabolismo lipidico, en particular de los lipidos implicados en la
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formaciéon y compactacién de la mielina. Ello sitta a Cdhl en la
etiopatogenia de trastornos del neurodesarrollo, especialmente aquellos
relacionados con pérdida de sustancia blanca y alteraciones de la vaina

de mielina.
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DISCUSION
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El correcto funcionamiento del cerebro adulto es el resultado de la
coordinacién entre procesos de formacién y estabilizacidn de las
conexiones neuronales, asi como de la integracién de las células gliales
en la red neuronal (Allen y Lyons 2018). Durante el desarrollo postnatal la
sinaptogénesis, oligodendrogénesis y posterior mielinizacién permiten la
formacion, redefinicién y estabilizacién de estas redes neuronales (R. G.
Almeida & Lyons, 2017a; Wefelmeyer et al.,, 2016). La alteracion de
cualqguiera de estos procesos promueve el desarrollo de trastornos del
neurodesarrollo, como epilepsia, TEA y leucodistrofias (Ledn de Reyes et
al., 2020). En este contexto, la E3 ubiquitina ligasa APC/C-Cdhl
desempena un papel fundamental en el desarrollo del cerebro, donde
regula la neurogénesis, la sinaptogénesis y la dendritogénesis, mediante
el recambio de proteinas, a través de la ubiquitinacion y la degradacién
proteasomal (A. Almeida, 2012; Delgado-Esteban et al., 2013). La
mutacion p.Aspl187Gly en la proteina Cdhl de humanos provoca
microcefalia, retraso psicomotor severo y epilepsia refractaria (Rodriguez
et al., 2019), alteraciones directamente relacionadas con la disfuncién
sindptica y la hipomielinizaciéon (Repudi et al., 2021). El uso de modelos
murinos es una herramienta fundamental para la investigacion
biosanitaria, especialmente en el estudio de enfermedades humanas.
Aun existiendo limitaciones evolutivas, muchas de las vias bioquimicas
son compartidas entre las diferentes especies de mamiferos, lo que
permite dilucidar los mecanismos fisiopatoldgicos e implementar futuras
dianas terapéuticas (Hafezparast et al., 2002; Tan & Zoghbi, 2019). En este
estudio, hemos establecido un modelo murino capaz de mimetizar los
efectos causados por la mutacién p.Asp187Gly de Cdh1 en humanos, lo
qgue nos ha permitido estudiar los mecanismos implicados en la
hipomielinizacién y disgenesia del cuerpo calloso observados en el
paciente que porta esta mutacion patogénica. En el paciente, los
niveles proteicos de Cdh1 son inferiores a los de un individuo sano, como
consecuencia de que la forma mutada se localiza, fundamentalmente
en el ndcleo, favoreciendo asi su degradacion proteasomal a fravés de

SCF vy la propia actividad de APC/C. Ello provoca la disminuciéon de la
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actividad de APC/C por falta de disponibilidad de Cdhl (Rodriguez et
al., 2019q).

En frabajos anteriores, hemos demostrado que Cdhl coordina la
salida de proliferacion de los progenitores neurales y la neurogénesis en
las etapas tempranas del desarrollo embrionario. Asi, mediante la
utilizacién de ratones que portanla Cre bajo el promotor de la Sox2 (Sox2-
Cre), demostramos que la falta de Cdhl induce la apoptosis de los
progenitores neurales y microcefalia (Delgado-Esteban et al., 2013). La
nestina empieza a expresarse a E9 (Mignone et al., 2004). Sin embargo,
la recombinaciéon no es eficiente hasta el final de la gestacion (E15-17)
(Liang et al., 2012). De hecho, a PO aun se detecta un 40% de los niveles
proteicos de Cdhl, respecto a los Control, lo que, para nuestro estudio,
supone una ventaja importante dado que a esa edad los procesos de
neurogénesis estdn prdcticamente finalizados (Sauvageot & Stiles, 2002).
Los animales Cdhl cKO utilizados en este trabajo no presentaron
microcefalia o la reduccién del peso encefdlico en el momento del
nacimiento, que si se produce cuando Cdhl se delecciona en etapas
tempranas del desarrollo embrionario y, por tanto, se afecta el inicio de
la neurogénesis (Delgado-Esteban et al., 2013). Es mds, nos observamos
diferencias en el nUmero de neuronas entre genotipos a P21. Por tanto,
el modelo Cdh1 Nestin-Cre aqui utilizado permite estudiar la funcién de
Cdh1 en la mielinizacién postnatal, de forma independiente al proceso

neurogénico, siendo una prerrogativa esencial en nuestro estudio.

La mutacién p.Asp187Gly de Cdh1 previene el crecimiento postnatal,
de manera que el paciente sufre retraso en el incremento del peso y la
estatura, que llegan a estar en menos del 3er centil y del 10° centil,
respectivamente, a los 4 anos de vida (Rodriguez et al., 2019a). Andlisis
endocrinolégicos realizados en el paciente que mostraba la mutacién
de Cdhl, muestran un déficit importante de los niveles plasmdaticos de
Igf1 (36ng/ml), lo que se considera responsable del importante retraso en
el crecimiento corporal que sufre. De la misma manera, observamos un

claro retraso en el crecimiento de los ratones Cdhl cKO, que se inicia a
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los 7 dias de vida y especialmente evidente a los P21, respecto a los
Control. Es interesante resaltar que los ratones Cdhl cKO tienen unos
niveles de Igf1 plasmdatico (11,79ng/ml) muy inferiores a los Control (38,29
ng/ml), a los P21, lo que de nuevo demuestra la correlacion
fisiopatoldgica entre lo observado en el paciente y en nuestro modelo
murino. Por tanto, las alteraciones en el crecimiento delindividuo pueden
ser debidas a alteraciones endocrinoldgicas, lo que abre una nueva

linea de estudio en nuestro laboratorio, que abordaremos en el futuro.

El examen imagenoldgico por resonancia magnética del paciente
revelé una clara disminucién de la sustancia blanca, retraso en la
mielinizacién y prdcticamente agénesis del cuerpo calloso, alteraciones
gue también detectamos en los animales carentes de Cdhl a P21, tanto
por resonancia magnética como por inmunohistogiimica. A P7 el
empagquetamiento fisioldgico del cuerpo calloso es menor (Cifuentes-
Diaz et al., 2023). Sin embargo, a medida que trascurre la mielinizacion
postnatal, el cuerpo calloso se va compactando y reduciendo su
espesor (Cifuentes-Diaz et al., 2023), hecho que ocurre a P21. Mientras
que a P7 no detectamos cambios en la longitud del cuerpo calloso,
probablemente como consecuencia del escaso empaquetamiento
fisioldgico a esta edad, a P21 hay una clara disgénesis del cuerpo
calloso, a juzgar por la disminucion en el tamano de esta estructura,
respecto a los animales Control. Ello, junto con el descenso de la
densidad celular en el encéfalo, demuestra la disgenesia del cuerpo
calloso y disminucién de la sutancia blanca en nuestro modelo animal.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos de las imdgenes de
resonancia magnética del encéfalo del paciente que porta la mutacién
de Cdhl, lo que demuestra la importancia de Cdhl en la mielinizacion

postnatal.

La mielinizacién se inicia en las zonas mds caudales del sistema
nervioso central y avanza hacia las dreas mds rostrales (van Tilborg et al.,
2018). La ausencia de Cdhl retrasa el proceso de mielinizacién, ya que

la mielina en la médula espinal, detectada mediante el marcaje con
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MBP, en los animales Cdh1 cKO a P7 es significativamente menor que la
detectada en animales Control, de la misma edad. Esta alteraciéon es
mds evidente a P14 vy, sobre todo, a P21. Es mds, la ausencia de Cdhl
disminuye los niveles de expresidn de la proteina MBP en varias zonas del
cerebro, tales como cuerpo calloso, corteza, hipocampo y cerebelo, lo

que revela la reduccion de la mielinizacién en todas esas dreas.

La proteina MBP producida por los oligodendrocitos, que es esencial
para la formaciéon de la mielina en el SNC, tiene como funcidn principal
gue se adhieran entre si las diferentes capas que componen la vaina de
mielina que recubre los axones del SNC, siendo esencial para la
compactacién de la vaina (Ozgen et al., 2016). La proteina MOG estd
ubicada enlas capas de mielina del SNC y, aunque su funcién exacta se
desconoce, si se sabe que es clave para el proceso de compactaciéon
de la mielina. De hecho, es la Ultima proteina sintetizada por los
oligodendrocitos en el proceso de mielinizacion (Kuhn et al., 2019).
Mediante la doble inmunodeteccion de MBP y MOG, confirmamos que
la ausencia de Cdh1 provoca una importante alteracion en la formacion

de la mielina.

El modelo experimental descrito en el presente tfrabajo mimetiza los
efectos de la mutacion p.Asp187Gly de Cdhl en humanos. Es mds, se
han descrito ofras dos mutaciones patogénicas de Cdh1 que provocan
hipomielinizacién en pacientes de temprana edad (Manivannan et al,,
2022). Todo ello hace que nuestro modelo sea en una potente
herramienta para el estudio de los mecanismos moleculares implicados
en los procesos de hipomielinizacién y desarrollo del cuerpo calloso

durante el desarrollo del SNC.

La formacion de la mielina estd coordinada por factores intrinsecos y
extrinsecos que guian y modulan a los OPCs para que diferencien,
maduren y sinteticen lipidos y proteinas especificas de la mielina (Mitew
et al., 2014; van Tilborg et al., 2018). La alteracién de cualquiera de estos
procesos promueve la aparicidn de trastornos del neurodesarrollo, que

incluye epilepsia, TEA y leucodistrofias. Asi, los efectos de Cdh1 sobre la
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mielinizacion postnatal podrian ser debidos a que APC/C-Cdh1 podria
modular la mielinizacién a fravés de la coordinacién entre la proliferacion
y/o diferenciaciéon de los OLs o bien mediante la estabilizaciéon de la
estructura de la mielina, o ambas. Es decir, la hipomielinizacion causada
por la falta de Cdh1 podria ser debido a un retraso en el inicio de la
mielinizacién o a la activacién de procesos desmilinizantes. El hecho de
que ya a P7 existe una hipomielinizacién en el Cdh1 cKO y que esta es
mds acusada a P21 indica que el efecto es debido a un retraso en la
mielinizacién y no a un proceso desmielinizante, al menos en el cerebro

en desarrollo.

La principal funcion de la mielina es facilitar la transmisién sindptica a
través del aislamiento axdnico y la conduccion saltatoria (Kuhn et al.,
2019). Durante la formacion de la vaina, la propia interaccién entre axdn
y oligodendrocitos es necesaria para estimular el proceso de
mielinizaciéon, siendo la actividad sindptica un factor clave para la
plasticidad de la mielina (Nave, 2010). APC/C-Cdh1 regula la integridad
dendritica y la supervivencia neuronal en el cerebro adulto (Bobo-
Jiménez et al., 2017). La falta de Cdh1 promueve la desestructuracion del
citoesqueleto neuronal a través de la estabilizacion de Rock2, lo que
causa neurodegeneracién y deterioro cognitivo (Bobo-Jiménez et al.,
2017). Es mds, la ausencia de Cdh1 en los precursores neurales, durante
etapas tempranas del desarrollo embrionario induce su muerte neuronal
mediada por p53 (Delgado-Esteban et al., 2013). La leucodistrofia
mielinizante de tipo 6 es una enfermedad neurodegenerativa de inicio
temprano, que cursa clinicamente con perdida neuronal y un patrén de
afectacion piramidal y cerebeloso (Otero-Dominguez et al., 2018). Sin
embargo, es importe destacar que en nuestro modelo el nimero de
neuronas en la corteza fue similar en ambos genotipos, indicando que la
pérdida neuronal no es la causa de la hipomielinizacién. El andlisis del
numero de los axones mielinizables de la corteza y del cuerpo calloso,
revelé que la falta de Cdhl no altera significativamente la red axonal.
Asi, los animales Cdhl cKO presentaron un incremento de axones no

mielinizados, respecto a los Control. Es mds, los axones de mayor calibre
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en el ratbn Cdhl cKO se encontraban sin mielinizar. Todos estos
resultados evidencian que la hipomielinizacidén causada por la falta de

Cdh1 no es consecuencia de una posible reducciéon de los axones.

Durante el desarrollo postnatal, los OPCs proliferan y diferencian para
finalmente madurar y sintetizar lipidos y proteinas especificas de la
mielina (Mitew et al.,, 2014b; Saab & Nave, 2017). El crecimiento de la
poblacién oligodendroglial es clave para establecer contactos con los
axones e inducir su diferenciaciéon (Ozgen et al., 2016). Durante la primera
semana de vida se produce una activa proliferacion de los OPCs (Zhang
et al., 2018). Es importante resaltar que en este momento (P7) los niveles
de Cdhl son elevados, disminuyendo a P14, lo que podria reflejar su
posible funcién en la regulacion de la proliferacién y expansién de los
OPCs (PDGFRa +). Es mds, la falta de cdhl aumenté la proliferacién de
los OPCs a P7, sin embargo, el nUmero de oligodendrocitos maduros
(CC1+) del cuerpo calloso no aumentd durante el desarrollo postnatal.
APC/C-Cdhn1 es esencial para la salida de las células del ciclo celular
(Peters, 2006). La falta de Cdhl provoca inestabilidad gendmica
(Garcia-Higuera et al., 2008),proceso que causa senescencia prematura
(Lee & Ong, 2021). A partir de P14, se observan diferencias morfoldgicas
evidentes en los OPCs de ambos genotipos, especialmente en el cuerpo
calloso, siendo mds acusadas a P21. Asi, los OPCs de los animales Cdh1
cKO fienen un mayor tamano celular y complejidad de las
ramificaciones, respecto a Los Control, que son compatibles con una
respuesta frente a un dano (Chacon-De-La-Rocha et al., 2020) y/o
enfrada en senescencia (Vanzulli et al.,, 2020). De hecho, durante el
envejecimiento, los OPCs pierden su capacidad regenerativa y no
responden a sefales que inducen su diferenciacion a OLs, lo que estd
relacionado con la hipomielinizacién del cerebro anciano (Neumann et
al., 2019; Sim et al., 2002). Por tanto, aunque la falta de Cdhl promueve
la proliferacion de los OPCs, el niUmero de OLs diferenciados y maduros
(mielinizantes, CC1+) no varia, probablemente debido a que parte de
las OPCs entran en un estado de senescencia. El aumento de la

proliferacién de los OPCs, junto con la posible entrada en senescencia
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de los precursores, pone de manifiesto la relevancia del complejo
durante la expansién del linaje oligodendroglial. Sin embargo, no se
observaron diferencias en la poblacion de OPCs ni de OLs mielinizantes
a P7, edad en la que los animales presentaron un importante refraso en
la mielinizacién, lo que sugiere que el efecto de Cdhl sobre la
mielinizacién no depende, al menos totalmente, de una alteraciéon del

proceso de oligodendrogénesis.

El andilisis de la poblacién de oligodendrocitos maduros mielinizantes
nos permitié estudiar el efecto del complejo sobre la diferenciacion de
los OPCs durante el desarrollo postnatal. APC/C-Cdhl regula la
diferenciacién de varios linajes celulares, entre ellos neuronas, eritrocitos
y cardiomiocitos (Almeida et al., 2005; Cuadrado et al., 2022; Qico et al.,
2010). El factor de tfranscripcion 1d2, diana de APC/C-Cdh1 (Lasorella et
al., 2006a), inhibe la diferenciacién de los OPCs, promoviendo su
proliferacién (van Tilborg et al.,, 2018a), lo que concuerda con el
incremento en la proliferacion de los OPCs en el animal Cdh1 cKO a P7.
Sorprendentemente, el porcentaje de OLs maduros y mielinizantes fue
similar en ambos genotipos, a juzgar por la inmunodeteccion de CC1. De
hecho, la diferenciacion y generacion de OLs incrementa durante las
primeras semanas de vida tanto en el Control como en el Cdh1 cKO, si
bien observamos un pequeno retraso en este Ultimo. Es mds, los OPCs
que proliferaron a P7 fueron capaces de diferenciar a P14, indicando
que la falta de Cdh1 no interfiere en la diferenciacién de los OPCs a OLs
mielinizantes. Es importante destacar que, a diferencia de las células de
Schwann que solo pueden mielinizar un Unico axdn (Cristobal & Lee, 2022),
los oligodendrocitos tienen la capacidad de mielinizar entre 40 y 60
axones a la vez (Baumann & Pham-Dinh, 2001). Sin embargo, a pesar de
ello y de que dispone de OLs mielinizantes, el ratén Cdhl cKO sufre
hipomielinizacién severa y posee un alto nUmero de axones
desmielinizados, lo que descarta que estos efectos sean debidos a un
déficit en la alteracién de la oligodendrogénesis. Por tanto, APC/C-Cdhl
regula la proliferacion de los OPCs, sin afectar significativamente a su

capacidad de diferenciacion y/o maduracién.
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Las alteraciones en la sustancia blanca y de la formaciéon de la mielina
estdn implicadas en trastornos del neurodesarrollo, incluido el TEA
(Galvez-Contreras et al., 2020). Sin embargo, y a pesar de la
hipomielinizacién, no observamos una disminucién en el nimero de
neuronas en los animales Cdhl cKO, lo que descarta que la
hipomielinizacién sea consecuencia de un proceso neurodegenerativo.
El estudio de la ultraestructura de la vaina de mielina reveld la presencia
de vacuolaciones y fragmentaciones en su estructura, en los animales
Cdh1 cKO. Estas malformaciones son caracteristicas de cambios en la
homeostasis lipidica (Payne et al., 2012), que alteran la composicién
lipidica de las membranas y, en consecuencia, su permeabilidad vy
fluidez, aportada principalmente por el colesterol (Barnes-Vélez et al.,
2023a). Sin embargo, el estudio metaboldmico reveld niveles similares de
colesterol en ambos genotipos, descartdndolo como posible causa de
las alteraciones en la estructura de la vaina de mielina. En neuronas, la
falta de Cdhl1 promueve la reprogramacion metabdlica hacia un estado
glucolitico, mediante un mecanismo que implica la estabilizaciéon de la
enzima pro-glucolitica PFKFB3, lo que disminuye la actividad del ciclo de
las pentosas fosfato y, con ello, induce estrés redox y muerte neuronal
(Burmistrova et al., 2019; Herrero-Mendez et al., 2009; Rodriguez-Rodriguez
et al., 2012). Es mds, en células tumorales se ha demostrado que la falta
de Cdhl causa la estabilizacion de IDH2, una enzima productora de
NADPH en las mitocondrias, que conftribuye al aumento de especies
reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species) en la mitosis
(Lambhate et al., 2021). Teniendo en cuenta de que el incremento de
ROS induce la peroxidacién de los lipidos de la mielina, lo que promueve
su descompactacién y fragmentacién (Lassmann & van Horssen, 2016), no
podemos descartar que una posible alteracion de la homeostasis redox
en los animales Cdhl cKO vy, especialmente, en los OLs sea la
responsable de las alteraciones estructurales de la vaina de mielina. En
este senfido, los OLs mantfienen bajos los niveles de PFKFB3 (Meyer &
Rinholm, 2021) con el fin de minimizar el estrés oxidativo y evitar la

peroxidacion de los lipidos de la mielina (Lambhate et al., 2021). Por
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tanto, la falta de Cdh1 podria provocar la acumulacion de PFKFB3 y, con
ello, inducir estrés oxidativo y peroxidacion lipidica, favoreciendo la
descompactacién y fragmentacién de la vaina de mielina. De hecho, la
falta de Cdhl provoca estrés oxidativo en el cerebro, ya que
detectamos un incremento de mds de 3 veces en el marcador de estrés
oxidativo, disulfuro de cisteina-glutation, en los animales Cdhl cKO,
respecto a los Control. Es mds, el andlisis preliminar del estudio
metaboldmico reveld una activacion de la glucolisis y disminucién del
ciclo de las pentosas fosfato en cerebro de los ratones Cdhl cKO,
respecto a los Control (resulfados no mostrados). Estos resultados
apoyarian que el estrés oxidativo, originado por el desequilibrio
metabdlico (Herrero-Mendez et al., 2009) podria estar alterando la
compactacién y estructura de la vaina de mielina. Sin embargo, la
presencia de axones completamente desmielinizados en los animales
deficientes de Cdhl indica que los danos estructurales no pueden ser la
Unica causa de la hipomielinizacién que sufren estos animales. Cabe
destacar que, aunque debemos analizarlo con detalle en el futuro, la
falta de Cdh1 causa alteraciones metabdlicas mds alla de la glucdlisis.
De hecho, la mayor parte de los cambios metabdlicos en el ratén Cdh1
cKO estdn asociados con disminuciones en la sintesis, elongacion vy
metabolismo de dcidos grasos y fosfolipidos. Ademds, el estudio
exhaustivo de los metabolitos nos permitird determinar en un futuro ofras
vias metabdlicas en la que APC/C-Cdhl podria estar implicado vy

dilucidar su relevancia en la homeostasis lipidica cerebral.

La activacion de la maquinaria de sintesis y transporte de los lipidos
durante la mielinizacién es clave para la correcta formaciéon de la vaina
de mielina y de su empaqguetamiento (Ozgen et al., 2016). Estudiar la
composicion lipidica del encéfalo era crucial para analizar el estado del
metabolismo lipidico cerebral en nuestro modelo experimental. Como ya
hemos indicado, APC/C-Cdh1 regula el metabolismo glucidico a través
de la modulacion de los niveles de PFKFB3 (Herrero-Mendez et al., 2009),
ademds de participar en el remodelado mitocondrial (Leite et al., 2023).

Estudios recientes asociaon la inactivacion de APC/C-Cdhl con la
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inhibicion del metabolismo de los dcidos grasos en levaduras (Leite et al.,
2023). Resultados preliminares de la metaboldémica sugieren que la falta
de Cdh1 disminuye la sintesis de los dcidos grasos complejos. Los dcidos
grasos de cadena corta estdn aumentados en los animales Cdh1 cKO,
mientras que los dcidos grasos de cadena larga, como el palmitato, se
encuenfran reducidos (resulfados no mostrados). El palmitato es la
principal fuente de dcidos grasos saturados y monoinsaturados a partir
de los cuales se forman los glicolipidos y fosfolipidos (Barnes-Vélez et al.,
2023), por lo que su disminucion podria estar afectando a la sintesis de
los principales componentes de la mielina. Es mds, esfingomielinas,
esfingosinas y GalC presentaron niveles muy inferiores en cerebro de los
animales Cdhl cKO, en comparacién con los animales Control. La
esfingosina es estrictamente necesaria para la sintesis de la mielina.
Mutaciones en la ceramidasa dcida impiden la sintesis de esfingosina a
partir de ceramida, lo que causa ventriculomegalia, hipomielinizacion y
disgénesis del cuerpo calloso (Sikora et al, 2017), patologias que
observamos en los animales Cdh1 cKO, por lo que la falta de esfingosina
en estos animales podria explicar la hipomielinizacion. Por ofro lado,
GalC no es esencial para la formacion de la mielina, aunque su principal
funcion recae en proporcionar estabilidad y compactacién a la vaina
(Barnes-Vélez et al., 2023). Estudios realizados en ratones carentes de la
ceramida galactosil transferasa, enzima responsable de la producciéon
de GalC, demostraron su implicacién en el mantenimiento de la
compactacién y estructura de la vaina en el adulto(Barnes-Vélez et al.,
2023). Por tanto, APC/C-Cdh1 regula la formacién y compactacion de
la vaina a través de la modulacidn de la sintesis de los principales

componentes de la mielina.

Aunque nuestros resultados indican que la falta de Cdhl provoca la
pérdida de la homeostasis lipidica, a su vez, limita la disponibilidad de
lipidos para la correcta formacion de la mielina, no podemos descartar
la implicacién de los factores extrinsecos al proceso de mielinizaciéon
(Kuhn et al., 2019; Simons & Trotter, 2007). La formacion de la mielina y su

plasticidad estd modulada por la actividad neuronal (Nave, 2010). En
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este contexto, la liberacién de glutamato activa los receptores AMPA y
GABA, presentes en los OPCs y OLs, induciendo la diferenciacién de los
OPCs y la expresion de genes mielinizantes en los OLs (Bercury & Macklin,
2015). APC/C-Cdh1 coordina la sinaptogénesis durante el desarrollo
postnatal, y la plasticidad sindptica en el adulto. La falta de Cdh1 induce
la acumulacion de Rock2, provocando la pérdida de sinapsis en la
corteza y el hipocampo, y consecuentemente, deterioror cognitivo y
neurodegeneracion (Bobo-Jiménez et al., 2017). Ademds, la diana de
Cdh1, FMRP (J. Huang et al., 2015}, estd implicada en la regulacion de
proteinas sindpticas (Kazdoba et al., 2014), y su estabilizacion altera la
plasticidad sindptica (J. Huang et al., 2015). Por tanto, la disfuncidn
sindptica puede ser un proceso complementario a la alteracion de la
homeostasis lipidica que potencia la hipomielinizacion causada por la

ausencia de Cdhl.

Nuestros resultados demuestran que el complejo APC/C-Cdhl es
esencial para la formaciéon y compactacion de la vaina de mielina, ya
que regula la homeostasis lipidica cerebral. Por ello, mutaciones
patogénicas en Cdhl estdn implicadas en la fisiopatologia de los
frastornos del neurodesarrollo que cursan con alteraciones en la
sustancia blanca, como la disgénesis del cuerpo calloso e
hipomielinizacién. Por tanto, identificamos a Cdhl como una nueva
diana molecular a considerar para el establecimiento de futuras terapias

en el fratamiento de enfermedades hipomielinizantes.
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CONCLUSIONES
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A la luz de los resulfados obtenidos en el presente trabajo de Tesis

Doctoral, podemos concluir que:

1.

Cdhl es esencial para la mielinizacién vy, especialmente, la
formacion del cuerpo calloso, durante el desarrollo postnatal del
sistema nervioso central. Asi, la deficiencia de Cdhl induce
hipomielinizacién y provoca la disgénesis del cuerpo calloso,
mimetizando, asi, las alteraciones encefdlicas en la sustancia

blanca causadas por la mutacién p.Asp187Gly en humanos.

El complejo APC/C-Cdhl regula la proliferacion postnatal de los
precursores de oligodendrocitos y, con ello, la expansién del
linaje oligodendroglial, sin afectar a su capacidad de diferenciar
a oligodendrocitos. La falta de Cdhl promueve la proliferacién
de estos precursores e induce cambios morfoldgicos que podrian
ser compatibles con un estado de senescencia, especialmente a
los 21 dias de vida. Sin embargo, Cdhl no es esencial para la
oligodendrogénesis, ya que los progenitores son capaces de

diferenciar a oligodendrocitos en ausencia de Cdhl.

Cdhl regula la homeostasis lipidica cerebral. La falta de Cdhl
altera el metabolismo lipidico, reduciendo los niveles de los
principales componentes estructurales de la vaina de mieling,
como son los esfingolipidos y las galactosilceramidas, esenciales
para la sintesis y mantenimiento de la mielina. Asi, APC/C-Cdhl
regula la homeostasis lipidica y, con ello, la mielinizacién

postnatal del sistema nervioso central.
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Conclusion final:

Nuestros resultados describen, por primera vez, que APC/C-Cdhl es
esencial para la mielinizacion y desarrollo del cuerpo calloso, durante el
desarrollo postnatal del sistema nervioso central. Asi, Cdhl regula, por un
lado, la proliferacién de los progenitores de los oligodendrocitos vy, por,
otro, la homeostasis lipidica cerebral, que son procesos fundamentales
para la formacién y empaquetamiento de la vaina de mielina alrededor
de los axones. Estos resultados sitUan a Cdh1 en la etiopatogenia de los
frastornos del neurodesarrollo que cursan con hipomielinizacion o
disgénesis del cuerpo calloso, a menudo asociadas con hidrocefalia,
epilepsia o trastornos del espectro autista, que son patologias causadas
por mutaciones patogénicas de Cdhl en humanos. Por tanto, nuestro
modelo puede proporcionar una herramienta potente para investigar la

fisiopatologia de estas neuropatologias.
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