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RESUMEN

La proteina Dp71 es codificada por el gen de Distrofia Muscular de
Duchenne (DMD) y es un miembro de la familia de distrofinas. Esta proteina es
el primer producto del gen DMD detectado en células embrionarias y es la mas
abundante en cerebro y retina. Dp71 mantiene funciones importantes en el
Sistema Nervioso Central (SNC). Su ausencia ha sido asociada con
proliferacion neuronal lenta, disminucion en la capacidad de diferenciacion, asi
como retraso mental en pacientes con DMD. El transcrito de Dp71 sufre
procesamientos alternativos en los exones 71-74 y 78. Las proteinas
resultantes se agrupan de acuerdo a su C-terminal (CTD). Se ha sugerido que
esta region es responsable de la diferencia en localizacion y funcion de las
diferentes isoformas. La mayoria de la informacién que se tiene a la fecha
corresponde a las isoformas del grupo Dp71d, el cual se encuentra
mayormente expresado en cerebro y contiene el exéon 78. Este grupo incluye
isoformas que difieren en el procesamiento del exén 71 (Dp71a) o 71 a 74
(Dp71c). Se desconoce si estos procesamientos pueden darle a cada isoforma
diferentes funciones. El objetivo principal de este estudio fue la caracterizacion
de células PC12 que sobreexpresan Dp71a y Dp71c. Para ello, se utilizaron
clonas PC12 Tet-On transfectadas de manera estable con las secuencias de
las proteinas Dp71a y Dp71c, cuya expresiéon es inducida con Doxiciclina
(DOX). La expresion de las proteinas Myc/Dp71a o Myc/Dp71c se evalud por
Western blot usando un anticuerpo anti-Myc y por medio de RT-PCR. La
localizacion de las proteinas recombinantes es similar a lo reportado en un
estudio previo. La proliferacién de las células PC12 Tet-On se modifica por la
sobreexpresion de Myc/Dp71a y Myc/Dp71c de manera diferente ya que
Myc/Dp71a acelera la proliferacién, mientras que Myc/Dp71c la hace mas
lenta, ambas en comparacion con el control. En caso contrario, la
sobreexpresion de Myc/Dp71c aumenta la produccion de neuritas y Myc/Dp71a
la disminuye. Este estudio demuestra que estas isoformas tienen funciones

diferentes asi como la importancia de estudiar su funcion de manera individual.



ABSTRACT

Dp71 protein is coded by Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) gene
and is a member of the dystrophin family. This protein is the first DMD gene
product detected in embryonic stem cells and the most abundant in adult brain
and retina. Dp71 preserves Central Nervous System important functions. Its
absence has been associated with slower neural growth, absence of
differentiation and cognitive impairment in DMD patients. Dp71 transcript
undergoes alternative splicing for exons 71-74 and 78 and the resulting protein
isoforms are grouped according to its unique C-terminal (CTD). It has been
suggested that this region is responsible for the different localization and
function. Most of the information obtained to date corresponds to Dp71d group,
carrying exon 78, which has been described to be highly expressed in brain.
This Dp71 group includes isoforms that differ in the splicing of exon 71 (Dp71a)
or 71 to 74 (Dp71c). The CTD region of these proteins contains 13 hydrophilic
amino acids present in all dystrophin family. It is unknown if these further
splicing could confer each isoform different functions. The aim of the present
study was the characterization of PC12 cells overexpressing Dp71a and Dp71c.
For this, stably transfected clones PC12 Tet-On/Dp71a and PC12 Tet-
On/Dp71c, which are induced with Doxycycline (DOX) were used. Myc/Dp71a
or Myc/Dp71c expression was evaluated by western blot using anti-Myc
antibody and RT-PCR. Recombinant protein localization was similar to that
described before. Proliferation of PC12 Tet-On cells is modified by
overexpression of Myc/Dp71a and Myc/Dp71c in different ways: proliferation is
increased with Myc/Dp71a while Myc/Dp71c made it slower, both in comparison
to control clone. On the contrary, overexpression of Myc/Dp71c improves
neurite outgrowth and Myc/Dp71a decreases this capacity. This study
demonstrates that these two isoforms play diffetent roles and it is importat to

study each one individually.
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1. INTRODUCCION

1.1. DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

Las distrofias musculares son un grupo de enfermedades que se
caracterizan por la atrofia progresiva del musculo esquelético, lo cual produce
en los pacientes que la padecen dependencia a silla de ruedas, dolor severo y
muerte prematura (Ginee 2014)  De este grupo de padecimientos, la Distrofia
Muscular de Duchenne (DMD) es la segunda enfermedad mas comun en
paises Occidentales en la que sdlo participa un gen (Emey 2003): g yn trastorno
recesivo ligado al cromosoma X causada por mutaciones en el gen de la
distrofina que, hasta el 2011, afecta a 1 entre 5,000 hombres (Mendell 2013)

Las mutaciones encontradas en este gen son principalmente deleciones
0 mutaciones puntuales, sin embargo existen también en menor proporcion
inserciones, duplicaciones o translocaciones. Estas mutaciones provocan
cambios en el marco de lectura del transcrito de distrofina que resulta en la
ausencia de su expresion en todo el cuerpo (Gintiee 2014) | o5 modelos animales
que carecen de distrofina debido a las distintas mutaciones dentro del gen que
la codifica desarrollan, entre otras complicaciones, aumento en la
susceptibilidad del musculo al dafio en respuesta a la actividad fisica o heridas
y aumento de necrosis en miofibras (Bullfield 1984) - fanotipos caracteristicos de
DMD.

En los ultimos afos, el estudio del papel de la distrofina en los diferentes
sistemas y las consecuencias de su ausencia ha sido de gran importancia para
el entendimiento de las complicaciones clinicas que presentan los pacientes
con DMD asi como para el desarrollo de herramientas de diagnostico y

tratamientos efectivos.

1.1.1 ALTERACIONES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL EN DMD

La causa principal de mortalidad entre los pacientes con DMD es el paro
cardiaco o respiratorio por la degeneracion del musculo; sin embargo, debido a
que la distrofina se expresa en todo el cuerpo, muchos sistemas importantes

presentan alteraciones por su ausencia, como es el caso del Sistema Nervioso
Central (SNC).



Desde el descubrimiento de la enfermedad, deficiencias cognitivas
aparentemente no progresivas se observaron en los pacientes que la padecian
(Duchenne 1868)  Se sabe que el déficit cognitivo que presentan un numero
considerable de pacientes con DMD es parte del fenotipo del padecimiento
(Daoud 2009): glrededor de un tercio de los pacientes con DMD presentan retraso
mental, cuyo nivel varia desde leve hasta severo (Coton 2001) Existe una amplia
heterogeneidad clinica en lo que respecta al déficit cognitivo de los pacientes
con DMD: generalmente se presenta con problemas de fluidez verbal y
memoria a corto plazo presente en pacientes jovenes (Cyunik 2008)  dificultad para
la lectura y lenguaje (®ilard 1998)  asi como mayor incidencia del trastorno del
espectro autista, déficit de atencion e hiperactividad y desorden obsesivo-
compulsivo (Hendriksen 2008) ' Estos padecimientos psicosociales y cognitivos tienen
un impacto importante en la calidad de vida de los pacientes, especialmente en
edad escolar (Snow 2013) y son completamente independientes a la presencia de
trastornos musculares o al ambiente en el que se desarrollan (B1ard 1992) como lo
demuestra un estudio reciente en el que se han descubierto mutaciones en el
gen de la distrofina que causan déficit cognitivo sin presentar trastornos
musculares (De Brouwer 2014)_

Autopsias realizadas a pacientes con DMD revelaron patologias
derivadas del déficit de distrofina en el cerebro tales como: gliosis, pérdida
neuronal, heterotopias y adelgazamiento cortical, sin embargo estas patologias
son, al igual que los trastornos cognitivos, heterogéneas entre los pacientes
(Jagadha 1988) Debido a esta heterogeneidad, los mecanismos que provocan los
trastornos neuronales presentes en estos pacientes son menos entendidos que
los implicados en anomalias en musculo (Blake 2000, Daoud 2009)

Una de las razones por las cuales el estudio de los mecanismos
moleculares implicados en el déficit cognitivo y las neuropatologias en
pacientes con DMD es dificil es la diversidad de las isoformas de distrofina que
se expresan en el cerebro (Culligan 2001, Romo-Yaiez 2007) | cual se relaciona con la
heterogeneidad en la ocurrencia y severidad de los trastornos cognitivos
(Hendriksen 2015) - Conclusiones tanto de estudios clinicos como de estudios
realizados en modelos animales coinciden en la hipotesis de que cada una de
las isoformas de la distrofina expresadas en el cerebro contribuye de alguna

manera en las alteraciones cognitivas y de comportamiento en pacientes con



DMD. Por consiguiente, es importante determinar el papel especifico de cada
una en el tejido cerebral para asi entender el papel que juegan en el desarrollo

de trastornos neuronales y cognitivos en estos pacientes (Perronet 2010).

1.2 DISTROFINA

El gen de la Distrofia Muscular de Duchenne es el mas grande
identificado a la fecha, constituye 1.5% del cromosoma X y 0.1% del genoma
humano completo. La secuencia de este gen comprende 79 exones los cuales
codifican para una proteina de 427 kDa denominada distrofina (Koenig 1987)

La estructura de la distrofina consiste en cuatro dominios (Figura 1): la
region N-terminal de unién a actina (NTD) que también se conoce como
dominio de union a actina 1 (ABD1), una estructura tipo varilla compuesta por
24 repetidos de triple hélice superenrollada tipo espectrina (1-24), intercalados
por 4 regiones tipo bisagra (H1-H4) ricas en prolina, una regidn rica en cisteina
(CR) con motivos de unién a calcio y una region C-terminal (CTD) (Koenig 1988)
Los primeros 3 repetidos de la estructura tipo varilla le confieren la capacidad
de unirse a la membrana celular Evast 2007) de| 11 al 17 forman un segundo
dominio de union a actina (ABD2) (Rybakova 199) vy se ha reportado que los
repetidos 16 y 17 tienen sitios de union al 6xido nitrico sintetasa neuronal
(NNOS) (Lai 2009),

. ' i
NTD -'Bm:!;-.,-i Pk Hz 4 5 6 7 8 9/1011112 131415116 17 18 13 H3 2021222324I.ﬁ4 CR CTD

Wil —— et -|

Dominio varilla

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de la Distrofina. Se muestran
los cuatro dominios que conforman a la distrofina: regién amino terminal (NTD),
dominio tipo varilla formados por repetidos tipo espectrina (1-24), region rica en
cisteina (CR) y regién C-terminal (CTD), asi como los dominios tipo bisagra (H1-H4).
Los sitios de unién a actina (ABD1 y ABD2), 6xido nitrico sintetasa neuronal (nNOS),
distroglicano (DG), sintrofina (Syn) y distrobrevina (Dbr) se encuentran sefalados en la
parte superior de la figura.

Al final de la region de repetidos tipo espectrina se encuentra un dominio
conservado denominado WW, el cual se ha descrito como un moédulo de union

a proteinas que se encuentra en moléculas de senalizacion y regulatorias. Este



dominio se une a sustratos ricos en prolina, y es el sitio de unién con la region
citoplasmatica del distroglicano (DG) junto con el dominio tipo bisagra 4 (H4)
(Blake 2002)

En la regién CTD se encuentran dos dominios conservados de hélices
superenrrolladas, los cuales han sido identificados como dominios de
interaccion proteina-proteina (Blake 1995) ‘mientras que la region CR contiene dos
motivos de mano EF que permiten la union a Ca*? intracelular (Koenig 1988)
ademas de un dominio de dedos de zinc denominado ZZ (Ponting 1996). agtgg
regiones se han determinado como responsables de la asociacién de la
distrofina con las proteinas extracelulares, membranales y citoplasmaticas que
forman parte del complejo de proteinas asociadas a distrofina (DAPC), como
distroglicano (DG), sintrofina (Syn) y distrobrevina (Dbr) (Suzuki 1994)

A pesar de que la distrofina de tamafio completo fue descubierta hace
mucho tiempo, su funcién exacta aun se desconoce (Blake 2000) Fn 1990, se
descubrié que forma parte de un complejo de glicoproteinas unido a la
membrana Easti 1990) 3| que se le dio el nombre de DAPC, el cual se encuentra
constituido por diferentes isoformas de las proteinas: distroglicanos,
sarcoglicanos, sintrofinas, distrobrevinas (®ake 2002) v xijdo nitrico sintetasa
neuronal (ta 2009 en donde la distrofina funciona como un andamio

macromolecular (Waite 2009) (Figura 2).

Extracellular matrix

1 {
i!!'ll |“

Nl ”'._'

Figura 2. Complejo de Proteinas Asociadas a Distrofina. La distrofina se encuentra
asociada con actina, oxido nitrico sintetasa neuronal (nNOS), sintrofina (Syn),
distroglicano (DG) y distrobrevina (Dbr) a través de los dominios de su estructura. Los



repetidos tipo espectrina 1 a 3 le confieren la capacidad de unioén a la bicapa lipidica
McGreeve 2015

Este complejo interactua tanto con la matriz extracelular como con el
citoesqueleto, por lo que constituye un vinculo fisico entre estas dos
estructuras Waite 2009) Djversos estudios proveen evidencia de que la distrofina,
como parte del DAPC, protege a la membrana plasmatica muscular
(sarcolema) contra el dafio mecanico que se presenta durante la contraccion o
estiramiento del musculo (Ervasti 2007, Waite 2009) | 5 pérdida de este complejo o de
alguno de sus componentes, como sucede en la DMD, conduce al
desensamble de proteinas importantes para la estructura de la membrana
celular y, por lo tanto, al desarrollo de los trastornos musculares observados en
este tipo de enfermedades.

Ademas de la funcién mecanica atribuida a la distrofina, otros estudios
demuestran que participa en la transduccion de sefales desde la matriz
extracelular hacia el citoesqueleto de actina, ya que es el blanco para cinasas
dirigidas a prolina y serina-treonina tanto in vivo como in vitro puesto que en su
extremo CTD posee sitios potencialmente fosforilables (Rando2001) - Agimismo, se
encontré que agrupa canales de calcio y participa en el mantenimiento en la
homeostasis intracelular de este ion (Carlson 1998)

De manera similar que en musculo, se ha propuesto que la ausencia de
distrofina en el SNC contribuye al desarrollo de neuropatologias o déficit
cognitivo en los pacientes con DMD, ya que también forma parte de los DAPC
en este tejido (Blake 199) ademas de que se expresa en muchas regiones
cerebrales responsables de las funciones de aprendizaje y memoria (Snow 2013),
La complejidad de los DAPC en el cerebro es mayor que en el musculo debido
a la expresion diferencial y especifica de las isoformas de la distrofina en
diferentes regiones (Gorecki 1992)  Aynado a esto, se han descrito proteinas cuya
expresion es exclusiva en cerebro como B-distrobrevina, e-sarcogicano y las y
sintrofinas que también forman parte del DAPC (Hendriksen 2015) 'Fn consecuencia,
en el tejido cerebral existen diferentes complejos, denominados “tipo DAP”, que
incluso difieren entre neuronas y glia (Waite 2009)

En cuanto a su funcién en el SNC, la distrofina se encuentra asociada

con la membrana postsinaptica de las neuronas, en niveles elevados en



densidades postsinapticas (PSD), lo cual sugiere un papel en la estructura y
funcion de la sinapsis (Blake 2000) y es necesaria para el agrupamiento de
receptores GABAA a-1 y a-2 que se forman en sinapsis inhibitorias en algunas
regiones del cerebro (Knuesel 1999) |ncluso se ha observado que diferentes
complejos tipo DAP se encuentran selectivamente involucrados con la sinapsis
o la formacion de la barrera hematoencefalica (Perronet 2010),

La regulaciéon del gen de la distrofina es muy compleja y en ésta
participan al menos 7 promotores que generan productos independientes y
tejido-especificos (Sadoulet-Puccio 1996) | 5 transcripcion del gen completo esta
controlada por 3 promotores independientes que se expresan de manera
diferencial en musculo (Dp427-M), corteza cerebral e hipocampo (Dp427-B) o
células de Purkinje (Dp427-P), mientras que los promotores internos generan
proteinas mas cortas (Gorecki 1992) Estas proteinas difieren tanto en estructura
como en patrones de expresion (en diferentes tejidos y etapas del desarrollo) y
son nombrados segun su peso molecular: Dp260 (retina), Dp140 (cerebro y
rindn), Dp116 (células de Schwann), Dp71 (ubicua, excepto musculo
esquelético) (Blake 1992, Byers 1993, Lidov 1995, D'Souza 1995) y Dp40 (cerebro, musculo,
pulmén, higado) (Tinsley 1993)

A pesar de que todas las isoformas de la distrofina se han detectado en
el SNC, sdélo mutaciones que afectan la expresion de las proteinas cortas
(Dp116, Dp71, Dp40) se han relacionado con el déficit cognitivo (-enk 1993)  Pgr
otro lado, se encontré que la severidad en este padecimiento esta relacionada
directamente con la expresion de las distrofinas Dp71 y Dp40, ya que pacientes
que presentan mutaciones que afectan a todas las distrofinas excepto estas
dos presentan un coeficiente intelectual normal y, por el contrario, una
expresion reducida o nula de Dp71 agrava su severidad. También se ha
reportado que en ratones que carecen de Dp71 y Dp40, la organizacion
sinaptica es anormal y la transmisién glutamatérgica incrementa, la plasticidad
sinaptica en el hipocampo esta reducida, y presentan alteraciones en el

comportamiento (Paoud 2009),

1.3 FORMAS CORTAS DE LA DISTROFINA
El promotor que da origen al transcrito de Dp71 y Dp40 (también

llamada apo-distrofina-3) se encuentra en el intron 62 (Lederfein 1993, Tinsley 1993) 'y, g|



extremo 3’-UTR de Dp40 se genera a partir de un sitio de poliadenilacion
alternativo en el intron 70 (Tinsley 1993),

Estas isoformas presentan diferencias estructurales importantes con
respecto a las demas de la familia (Figura 3): Dp71 posee la region CTD asi
como la CR comunes en la familia y necesarias para la unién a DAPs, pero
carece de la region NTD vy los repetidos tipo espectrina (Blake 1992)  Dp4Q
comparte el dominio CR y los primeros 48 aminoacidos del extremo CTD (Tinsley
1993) La region NTD de ambas distrofinas posee un nuevo motivo compuesto
por 6 residuos de aminoacidos que sirven para la unidn a la actina del

citoesqueleto (Blake 1992)
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Figura 3. Isoformas Dp71 y Dp40 y complejos tipo DAP que forma Dp71 en diferentes
tejidos. A) Representacion esquematica de la estructura proteica de la isoforma Dp71.
La presencia de 6 aminoacidos nuevos en la regién NTD crea un sitio de unién a
actina. Los sitios de unién a distroglicano (DG), sintrofinas (Syn) y distrobrevinas (Dbr)
se conservan asi como el extremo CTD y la region rica en cisteinas. B)
Representacion esquematica de los DAPC en neuronas y glia con la distrofina Dp427
y Dp71, respectivamente B'ake 1999)  C) Representacion esquematica de los complejos
tipo DAP en retina y nucleo de células PC12, respectivamente (Medificado de Tadayoni 2012)

Se conoce poco de la expresidn de Dp40 ya que el anticuerpo utilizado
para su deteccion no es especifico, pues reconoce los primeros 15

aminoacidos tanto de Dp71 como de Dp40. Sin embargo, estudios recientes



sugieren que interactua con las proteinas presinapticas sintaxina 1A y SNAP25
(Tozawa 2012) - ademas de que se demostré que se expresa mayormente en el
cerebro después del nacimiento en células neuronales (Fuiimoto 2014)

Dp71 es el producto del gen DMD con niveles mas elevados de
expresion en cerebro y retina (Lederfein 1992) 'Eg g| primer producto detectable de
este gen durante el desarrollo y en células madre embrionarias (Rapaport 1992) y, g
expresion se ve aumentada gradualmente desde la etapa de embrion hasta la
de adulto (ung 1993, Sarig 1999) " g5 como durante la diferenciacion del SNC (Sarig
1999).

A diferencia de Dp427 y Dp40 que sélo se expresan en neuronas, la
proteina Dp71 se expresa tanto en neuronas como en glia. En estas células, se
encuentra formando parte de complejos tipo DAP (Figura 3B) de manera
similar a lo determinado para la Dp427 (Blake 1999) g incluso se comprobd que es
necesaria para estabilizar las DAPC dentro del nucleo de células PC12 (Vilarreal-
Silva 2010) (Figura 3C). Se han descrito cambios en la composicion de estos
complejos durante procesos como la diferenciacion celular, por lo que se
sugiere que cada complejo tiene una funcion especifica y diferente en las
distintas fases celulares (Romo-Yaiez 2007)

Diversos estudios han comprobado la participacion de Dp71 en el
desarrollo y maduracidon del sistema nervioso. Esta proteina presenta niveles
de expresion elevada en las terminaciones de las extensiones de astrocitos
perivasculares (Blake 199) |og cuales mantienen la funcion de la barrera
hematoencefalica. En estas estructuras astrociticas ha sido asociada con el
mantenimiento homeostasis de iones y agua, ya que participa en la
concentracion de canales de agua AQP4 (Waite 2012) v de potasio Kir4.1 (Connors
2004) Otros procesos en los que Dp71 se ha visto involucrado son: adhesion
celular, arquitectura nuclear (Tadayoni 2012) " division celular y estructura nuclear
(Villarreal-Silva 2010) ' mjtosis y ciclo celular (Vilareal-Siva 2011) v g |g organizacion de la

sinapsis glutamatérgica en el hipocampo (Paoud 2009, Waite 2012)

1.3.1 ISOFORMAS DE LA DISTROFINA Dp71.
Los transcritos de Dp71 sufren procesamientos alternativos que generan
una amplia diversidad de productos (Austin 2002)  Feener (1989) fye el primero en

identificar la presencia de estos procesamientos, los cuales ocurren en los



exones 71-74 y/o 78. Como se muestra en la figura 4, los productos formados
se clasifican en tres grupos (Aagén 2016): g| grupo Dp71d, posee el exon 78 e
incluye a las isoformas Dp71, Dp71a (sin exén 71) y Dp71c (carece de los
exones 71-74); Dp71f, deriva de la exclusion del exdon 78 e incluye a Dp71b
(contiene el exén 71), Dp71ab (carece ademas exon 71) y Dp71a110 (carece los
exones 71-74) (Austin 2000). y Dp71e, que carece de los exones 78-79 y en su
lugar retiene 34 pb del intron 77 e incluye a Dp71e (ausencia del exén 71) y

Dp71ec (sin los exones 71-74) (Saint Martin 2012)
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Figura 4. Isoformas de la Distrofina Dp71. A. Clasificacion de las isoformas de Dp71
de acuerdo a su extremo 3. Los sitios de unién a B-distroglicano, Syn y Dbr se
encuentran sefialados. B. Region C-terminal de los 3 grupos de las isoformas de la
Dp71. El cambio de aminoacidos hidrofilicos (azul) a hidrofébicos (naranja) se
encuentra sefalado Modificado de Aragén 2016.

Las proteinas resultantes de los tres grupos poseen regiones CTD
unicas y diferentes entre si (Figura 4B): como resultado de la ausencia del
exén 78 el marco de lectura se ve alterado y los ultimos 13 aminoacidos
hidrofilicos presentes en la isoforma Dp71 completa y el grupo Dp71d son
reemplazados con 31 aminodacidos hidrofébicos (Dp71f) (Lederfein 1992) " mjentras
que la retencidn de 34 pb del intrébn 77 causa un cambio en el marco de lectura
que permite la traduccién de 29 pb de este intrén y genera un codén de paro

prematuro que detiene la traduccién de los exones 78 y 79 (Dp71e). Como



consecuencia, esta proteina posee un CTD de 10 aminoacidos de caracter
principalmente hidrofilico (SaintMartin2012) | 5 delecidn del exon 71 o del 71-74 no
cambia el marco de lectura. Sin embargo, esta ultima da como resultado la
pérdida del sitio de union a sintrofina (Dp71c, Dp71a110, Dp71ec) (Tadayoni 2012) "yq
que el dominio codificado por los exones 74 y 75 es la regién de hélice
superenrrollada cuya funcion es la interaccidén con a- y B-sintrofinas. Ademas,
esta region ha sido involucrada en la heterodimerizacion de las distrofinas (Blake
1995)

La mayoria de las funciones conocidas de la proteina Dp71 han sido
determinadas considerandola una sola proteina, sin tomar en cuenta las
diferentes isoformas producidas. Sin embargo existen evidencias de que estas
isoformas se distribuyen de manera diferente dentro de la célula, tanto en
células no diferenciadas como durante la diferenciacion neuronal (Gonzalez 2000,
Mérquez 2003) - incluso si forman parte del mismo grupo, lo cual sugiere que cada
una desarrolla una funcion especifica (Aragn 2016)  Eg jmportante explorar el
papel de cada isoforma en los procesos en los que ya se ha relacionado a
Dp71 dentro del SNC para ampliar el conocimiento que se tiene acerca de esta
proteina.

El desarrollo de modelos celulares representa una estrategia util para
identificar la funcion de genes y proteinas, debido a su rapida disponibilidad,
proliferacion y relativamente facil manipulacion genética en comparacién con
tejidos u organismos enteros (Tadayoni 2012) F| modelo empleado para el estudio
de las diferentes isoformas de la Dp71 en los ultimos afios ha sido la linea
celular PC12.

1.4 CELULAS PC12

La linea celular de feocromocitoma adrenal (denominada PC12) fue
clonada de un tumor subcutaneo de médula adrenal de ratas blancas en 1976
(Green 1976)  Estas células conservan la pluripotencia de su progenitor primitivo
para diferenciarse en células cromafines o neuronas simpaticas (Ravni 2006)

El factor de crecimiento neuronal (NGF) promueve su diferenciacion
hacia neuronas simpaticas (Ravni 2006): desarrollan membranas excitables que
pueden secretar catecolaminas y comienzan a formar sinapsis con células

musculares en co-cultivo (Guroff 1983) nor ello son una herramienta primordial
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para estudiar division y ciclo celular, diferenciacién neuronal y crecimiento de
neuritas en el desarrollo del sistema nervioso (Green 1976, Ravni 2006)

Recientemente se determiné que esta linea celular sélo expresa los
productos mas cortos del gen DMD, y entre ellas, solo se ha descrito la
expresion a nivel de mRNA de las isoformas Dp71a, Dp71c, Dp71ab, Dp71e y
Dp71ec (Saint Martin 2012, Aragon 2016) gsj como Dp40 (Aragen 2015) cyyos patrones tanto

de expresion como de localizacion cambian durante su diferenciacion con NGF
(Méarquez 2003, Aragon 2016)_

1.4.1 PROLIFERACION DE LAS CELULAS PC12

En condiciones de cultivo estandar, las células PC12 tienen una
apariencia redonda, contienen vesiculas cromafines, fluorescencia de
catecolaminas y en general las caracteristicas de células cromafines adrenales
de las cuales derivan (Guroff 1983)  FEstas células proliferan lentamente bajo
condiciones normales de cultivo, se multiplican de forma logaritmica, con un
tiempo de division de 96 horas para células con pasajes tempranos y de 48 a
72 horas en pasajes tardios (Greene 1982)

La mayoria de las células son parecidas a las de glandulas adrenales
embrionarias de rata mas que de adulto. El espectro de maduracion se refleja
en los granulos secretores que varian en tamafio, numero y morfologia, lo cual
puede estar relacionado en parte con la replicacion que se esta llevando a
cabo (Greene 1982)_

Se ha demostrado que las células PC12 sobreexpresan marcadores de
proliferacion como lo son PCNA (Antigeno nuclear de proliferacion celular) y
del ciclo celuar como ciclinas y cdk’s (Sun2014) en presencia de un estimulante

del crecimiento celular.

1.4.2 DIFERENCIACION DE CELULAS PC12

La diferenciacion de las células PC12 con NGF se caracteriza por
cambios dinamicos que producen moléculas para regular la plasticidad
neuronal, la organizacion del citoesqueleto y el metabolismo de los lipidos
(Rodriguez-Mufioz 2008) - Estos cambios son el resultado de la unién de NGF al
receptor tropomiosina cinasa A (TrkA) presente en las células PC12, lo cual

activa la via de senalizacion de MAP cinasas en donde estan involucradas las
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proteinas Raf, MEK y ERK. Esta unién promueve la fosforilacion rapida y
sostenida de ERK, que es lo que ocasiona la diferenciacion (Leon 2014),

El NGF provoca un arresto del ciclo celular en la fase Go/G4 (Rudkin 1989) ¢
induce la sobreexpresion de Ciclina D, la cual inhibe la sintesis y replicacion de
DNA (Marampon 2008) 'nroduce el aumento en los niveles de la proteina asociada a
microtibulos 2 (MAP2) (Fischer 1991) y g|||-tubulina (°shi 1989) ambos marcadores de
diferenciacion neuronal y altera la regulacion postranscipcional de otro
marcador NF-L (neurofilamento de cadena ligera) (Pandey 2015) - Ademas, la matriz
nuclear de estas células sufre cambios en su composicion y organizacion
espacial para adaptarse a la arquitectura nuclear de las nuevas condiciones
fisiologicas de las células especializadas (Rodriguez-Mufioz 2008)

Al suspender el tratamiento con NGF, la creacion de las ramificaciones
cesa, la division celular se retoma y las células vuelven a presentar la
morfologia de célula tipo cromafin, lo cual indica que los efectos del NGF son

1.4.3 SISTEMA TET-ON

A la fecha, uno de los mejores y mas utilizados sistemas inducibles de
regulacion génica para eucariotas es el llamado Tet-Off/On (Shaikh 2006) que esta
basado en Tn10, el operdn de respuesta a tetraciclina (Tet) de Escherichia coli.

Este sistema fue desarrollado por Gossen y colaboradores en 1992, y se
compone de dos unidades de expresion: un plasmido regulador, el cual
contiene un transactivador controlado por tetraciclina (tTA), capaz de unirse al
farmaco regulador (Doxiciclina, DOX), para mediar la activacién del gen de
interés y un segundo plasmido llamado de respuesta que contiene el gen de
interés bajo el control del promotor minimo del citomegalovirus humano IE
(Pcmv) combinado con la secuencia TetO y el elemento de respuesta a Tet
(TER) (Shaikh 2006, Zhu 2002)_

El transactivador controlado por tetraciclina (tTA) fue generado
fusionando el dominio de unién a DNA del operdn de resistencia a tetraciclina
(TetR) codificado en la Tn10 de Escherichia coli, con el domino de activacién
de la transcripcion de la proteina VP16 del Herpes simplex virus. El sistema
Tet-On (Figura 5) contiene una mutante del transactivador (rtTA) con un

cambio de 4 aminoacidos, el cual sélo en presencia de DOX, se une a tetO y
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Pcmv y activa la transcripcion del gen blanco (¢hu 2002, Stieger 2009) de manera

dependiente de la dosis administrada (Wang 2005)
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Figura 5. Esquema representativo de la regulacién del sistema Tet-On. El TRE esta
localizado rio arriba del PminCMV el cual se encuentra silenciado en ausencia de
activacion. rtTA se une a TRE sdlo en presencia de DOX, permitiendo la transcripcion
del gen de interés. (Clontech Laboratories, Inc.)

El sistema Tet-On ha sido ampliamente utilizado tanto in vitro como in
vivo (Wang 2005) En |os Ultimos afios, se ha utilizado en lineas celulares de retina,
cerebro, musculo y otros 6rganos (Stieger2009) asi como de cancer cervicouterino
y neuroblastoma (Shaikh 2006, arg g| estudio de diversas enfermedades, incluso
se han desarrollado modelos animales con este sistema (Stieger 2009, Zhu 2002)

Transfectantes estables de células PC12 con este sistema fueron
generadas por primera vez simultaneamente por Jornvall y Wyttenbach en
2001. Son un modelo muy util para estudios in vitro que permite un buen
control en la expresion de genes (Krawezyk 2014) | g5 células PC12 Tet-On han
sido utilizadas para el estudio de genes involucrados en viabilidad (Wang 2011)
sefalizacion celular, crecimiento de neuritas (Uren 2014, Krawezyk 2014) y transporte de
mRNA (De Diego 2002)_

Recientemente en nuestro grupo de trabajo se crearon modelos de
células PC12 Tet-On que expresan de manera estable plasmidos con las
diferentes isoformas de Dp71 fusionadas con el epitope de c-Myc en el

extremo NTD, utilizando el plasmido pTREZ2pur-Myc (Figura 6), con la finalidad
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de conocer el papel de cada una de las isoformas en el contexto neuronal y asi
avanzar en el conocimiento de las bases moleculares implicadas en el

funcionamiento del SNC.
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Figura 6. Plasmido pTRE2pur-Myc. A. Diagrama del plasmido pTRE2pur-Myc. Este
plasmido permite la expresion del gen de interés fusionado a una etiqueta de Myc.
Contiene un sitio multiple de clonaciéon (MCS) rio abajo del promotor de respuesta a
tetraciclina, el cual contiene el elemento de repuesta a Tet (TRE). B. Secuencia del

sitio multiple de clonacion.
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

La primera evidencia de que la proteina Dp71 esta involucrada en la
diferenciacién de las células PC12 se encontré en 1996. Cisneros (19%) observé
el aumento de Dp71 tanto a nivel de mRNA como de proteina durante la
diferenciacion de estas células, lo cual correlaciona con el aumento del
marcador de diferenciacion MAP2. Esto sugiere que el aumento de la
expresion de Dp71 podria estar relacionado con los cambios que ocurren
durante el crecimiento de neuritas.

En 2003, Marquez utilizé anticuerpos especificos para detectar los dos
grupos de isoformas descritos a la fecha, Dp71d y Dp71f. Sus estudios
revelaron que solo Dp71f incrementa durante la diferenciaciéon neuronal, no asi
Dp71d. Asimismo, describieron que la localizacién intracelular de los dos
grupos de isoformas es distinta en las células PC12 y que dicha localizacién
cambia durante la diferenciacion.

Un afo mas tarde, utilizando un vector antisentido para Dp71, se
describid que el silenciamiento de toda la familia Dp71 disminuye la capacidad
de diferenciacion de las células PC12 tanto con NGF como con AMPc. De
manera interesante, la sobreexpresion de Dp71d (Dp71a), pero no de Dp71f
(Dp71b), devuelve a las células esta capacidad (Acosta 2004)  Debido a que el
grupo Dp71d se ha encontrado mayormente en nucleo y unida a la matriz
nuclear (Rodriguez-Mufioz 2008)  gstos resultados sugieren que Dp71d media
respuestas nucleares necesarias para la diferenciacion (Acosta 2004),

Diversos estudios posteriores en células PC12 han demostrado que
ambos grupos participan en funciones diferentes debido probablemente a su
localizacion y a que forman complejos tipo DAP cuya composicion es diferente
entre si (Cerna, 2006, Romo-Yafez 2007, Villarreal-Silva 2010) y en algunos de ellos cambia la
composicion cuando las células son diferenciadas (Romo Yafiez 2007)

Ya que estos dos grupos difieren Unicamente en la presencia o ausencia
del exén 78, nuestro grupo de estudio se dio a la tarea de evaluar el papel de
los ultimos dos exones de la proteina por medio de la creacidon de una mutante
denominada Dp71Ar7s-79, la cual carece de los exones 78 y 79. Se demostré que
la transfeccién estable de las células PC12 con dicha proteina estimula el

crecimiento neuritico, incluso en ausencia de NGF. Ademas, se determiné que
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la presencia de la mutante regula la expresién de las proteinas Dp71
enddgenas: disminuye Dp71d y aumenta Dp71f (Aagén 2011)  Todos estos
estudios sugieren que la proteina Dp71 juega un papel importante durante la
diferenciacién y que los grupos de isoformas desarrollan funciones diferentes e
independientes sobre este proceso.

Hasta el 2011, no se habia comprobado que la proteina Dp71 fuera
importante para la proliferacion celular. Villarreal-Silva observo la disminucion
en la proliferacion de las células PC12 que expresaban el antisentido contra
Dp71. Sus resultados revelaron que la ausencia de este grupo de proteinas
afectaba la transicién de la fase Go/G1 a la S, asi como la expresion de
proteinas importantes para la mitosis: p-distroglicano y Ilamina By,
disminuyéndola. A la fecha no existen estudios en los que se determine si este
efecto se debe a algun grupo particular de isoformas de Dp71.

En adicién a lo anterior, se encontré que células PC12 Tet-On que
expresan de manera estable a la mutante Dp71A7s.79 proliferan 3 veces mas
rapido en comparacion con las células control (células transfectadas con el
vector vacio) y no responden a NGF. En este caso, la presencia de la mutante
aumenta la expresion de Dp71a endogena, asi como de PCNA y FAK (Herera-
Salazar  tesis de doctorado)  Estos resultados refuerzan la importancia del estudio
individual de las isoformas de la distrofina Dp71.

Para abordar esta problematica, nuestro grupo de estudio transfecté de
manera transitoria células PC12 Tet-On con cada una de las isoformas que se
expresa de manera enddégena en esas células (Dp71a, Dp71c, Dp71ab, Dp71e
Dp71ec y Dp40). Estas proteinas estan unidas a un epitope de c-Myc para
facilitar su deteccion y estudio. Utilizando estas células se determin6é que cada
isoforma presenta una localizacién celular diferente y que ésta cambia durante
la diferenciacion solo para algunas de ellas (Argn 2016) Dado los resultados
obtenidos en este estudio se transfectaron células PC12 Tet-On de manera
estable para poder conocer el papel de cada una, independientemente del
grupo al que pertenezca.

Ademas de lo ya descrito en células PC12, se han realizado estudios en
diferentes tejidos humanos en donde se determina que la expresion de los dos
grupos de isoformas conocidos hasta la fecha es diferente tanto a nivel de

mMRNA como de proteina y que esto podria estar relacionado con el crecimiento
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celular y diferenciacion (Austin 1995) ya que ademas existe expresion diferencial
durante el desarrollo neuronal (Ceccarinni 1997),

Un estudio realizado en células cultivadas in vitro confirma la expresion
diferencial de los grupos de isoformas Dp71d y Dp71f en compartimentos
intracelulares y en diferentes tipos de neuronas. El grupo Dp71d se encuentra
mayormente expresado en neuronas GABAérgicas, mientras que el grupo
Dp71f en glutamatérgicas, ambas del hipocampo de rata. Esto sugiere que
cada grupo de isoformas tiene un papel diferencial en la sinapsis (Redriguez-Mufioz
2015 En nuestro grupo de estudio recientemente se describid que a pesar de
que Dp71 se encuentra mayormente expresada en cerebro y retina, las
distribucion de los grupos de isoformas es también diferencial tanto a nivel de
MRNA como de proteina: Dp71d se expresa en mayor medida en cerebro y
Dp71f en retina de ratdon (Gonzalez 2014, Aragon 2016 en preparacion)

A pesar de que existen diversos estudios de Dp71d, en ellos no se
diferencian las isoformas que lo conforman: Dp71, Dp71a y Dp71c. No
obstante, varios trabajos reafirman que cada una de estas isoformas pueden
tener funciones diferentes, ya que sélo Dp71a se ha encontrado asociada a la
matriz nuclear (Rodriguez-Muiioz 2008) v |g5 jsoformas Dp71A110 y Dp71c son las
primeras expresadas durante el desarrollo embrionario (Ceccarini 1997) v gon |as

Unicas expresadas en algunos tipos celulares, como las plaquetas (Austin 2002)
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3. JUSTIFICACION

La importancia de la distrofina Dp71 en el funcionamiento del SNC es
ampliamente reconocida y sigue siendo explorada. Algunos estudios
demuestran que este grupo de proteinas es importante para el crecimiento y
diferenciacion de células neuronales. Por otro lado, su ausencia esta asociada
con trastornos neuronales y gliales presentes en pacientes con DMD; sin
embargo, no se han determinado los procesos moleculares responsables de
estos efectos.

El transcrito de Dp71 da origen a varias isoformas que presentan
diferente expresion y localizacion celular, lo cual sugiere que cada una de ellas
tiene una funcién particular en todos los procesos en donde se involucra esta
proteina.

Estudiar la participacién de cada isoforma, de manera individual, en
estos procesos, comenzando por aquellas de las cuales se tiene mayor
informacion y son mas abundantes en el cerebro, es importante y necesario

para ampliar el conocimiento de las funciones de la familia Dp71.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:
Caracterizar a las células PC12 Tet-On que sobreexpresan de manera

estable a las isoformas de la distrofina Dp71ay c.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Comprobar la expresion de Dp71a y Dp71c en las células PC12 Tet-On, a
nivel de mRNA vy proteina.

2. Determinar la localizacion de las proteinas recombinantes Dp71a y Dp71c
en las células PC12 Tet-On transfectadas de manera estable.

3. Analizar la capacidad de proliferacion de las células PC12 Tet-On/Dp71a
y Dp71c y determinar la expresion de marcadores de proliferaciéon (PCNA,
Ciclina B, FAK).

4. Analizar la capacidad de diferenciacion de las células PC12 Tet-
On/Dp71a y Dp71c y determinar la expresion de marcadores de

diferenciacion (BllI-tubulina, enolasa).
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5. METODOLOGIA

5.1 CULTIVO Y COSECHA DE CELULAS PC12 TET-ON

Las clonas de las células PC12 Tet-On transfectadas de manera estable
con el plasmido pTRE2pur-Myc (células control) (Herrera-Salazar 2016) - h TRE2pur-
Myc/Dp71a o pTREZ2pur-Myc/Dp71c fueron cultivadas en medio selectivo
(medio completo): 85% de medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM),
suplementado con 10% de suero de caballo inactivado, 5% de suero fetal
bovino sin tetraciclina, 100 U/ml de penicillina, 1 mg/ml de estreptomicina, 250
ng/ml de micostatina, 150 pg/ml de geneticina (G418), 350 ng/ml de
puromicina, a 37°C en una atmoésfera humeda con 5% de CO:2. El medio de
crecimiento se cambid dos veces por semana.

La cosecha se llevd a cabo despegando las células de la caja de cultivo,
las cuales se centrifugaron a 5,000 rpm por 5 min, se desecho6 el medio de
cultivo y posteriormente se lavo la pastilla celular con PBS (15 mM KH2PO4,
15mM K2HPO4, 154 mM NaCl pH 7.4). La pastilla fue guardada a -20 °C para

su posterior analisis.

5.2 INDUCCION CON DOXICICLINA

El nimero correspondiente de células de las clonas de PC12 Tet-
On/Dp71a y Dp71c fueron sembradas en las cajas de cultivo adecuadas para
cada caso en medio completo. Posteriormente se adicion6 DOX a la
concentracion final correspondiente durante 16 a 24 horas. Una vez

transcurrido el tiempo, fueron cosechadas para su posterior analisis.

5.3 EXTRACCION DE DNA GENOMICO

Se obtuvo DNA gendmico de cada una de las clonas seleccionadas de
las células PC12 Tet-On/Dp71a y Dp71c. La extraccidon se realizé por medio
del método Fenol-Cloroformo. Se afadieron 500 pl de buffer de lisis (500 mM
Tris-HCI pH 8.0, 100 mM de EDTA y 0.5% de Sarcosyl) y 5 yl de RNAsa A (10
mg/ml) a la pastilla celular previamente cosechada y se incubé a 37°C durante
una hora. Se agregaron 5 ul de Proteinasa K (20 mg/ml) y se incubd a 65 °C
durante una hora. Se adicioné a la suspension 1 vol de Fenol saturado con

Tris-HClI pH 8, incubando a temperatura ambiente durante 5 min vy
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posteriormente se adicioné medio vol de cloroformo, incubando 5 min a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 12,000 rpm por 5 min, se recupero la
fase acuosa y se lavd con 1 vol de cloroformo. Se centrifugd a 12,000 rpm por
5 min y el sobrenadante se pasd a un tubo para proceder a purificar el DNA
precipitando con medio vol de acetato de amonio 7.5 M y 2 volumenes de
etanol absoluto frio durante toda la noche a -20 °C. Se centrifugd a 4°C por 15
min a 12,000 rpm y la pastilla de DNA purificado se lavo con etanol al 70% y
centrifugd a 12,000 rpm por 15 min. Se decanté y dejé secar por 5 min a
temperatura ambiente. Al final de la purificacion se solubilizé la muestra de
DNA en agua destilada estéril y se verifico la presencia del mismo en un gel de

agarosa al 0.8%. El DNA se guardé a -20 °C para su posterior analisis.

5.4 EXTRACCION DE RNA

Se extrajo RNA de las clonas seleccionadas de las células PC12 Tet-
On/Dp71a y Dp71c tanto sin induccién como con induccion de DOX. Se utilizd
el método de Trizol. La pastilla celular se disolvié en 1 ml Trizol mezclando con
una pipeta. Se incubd por 5 min a temperatura ambiente y se centrifugd para
remover todos los componentes celulares. Se agregaron 200 ul de cloroformo
por cada ml de Trizol usado en homogenizacién, se mezclé con vortex por 15
segundos e incubd a temperatura ambiente por 5 min. Las muestras fueron
centrifugadas a 12,000 rpm por 15 min a 4 °C y se recupero la fase acuosa. El
RNA fue precipitado afiadiendo 500 pl isopropanol por cada ml de Trizol usado
en homogenizacion. Se incubd a temperatura ambiente por 10 min y centrifugd
a 12,000 rpm por 15 min a 4 °C. La pastilla de RNA se lavé con 1 ml etanol al
75% frio, mezclé en vortex y centrifugé a 12,000 rpm por 1 min a 2-8 °C,
removiendo el alcohol restante al final de la centrifugacion con pipeta. EI RNA
se disolvié en agua libre de RNAsas y se analizé en gel de agarosa 1% tefido
con bromuro de etidio. Los extractos de RNA se almacenaron a -20 °C para su

posterior analisis.

5.5 TRANSCRIPCION REVERSA ACOPLADA A PCR (RT-PCR)

La transcripcion reversa se realizé utilizando el Kit SuperScript™ I
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante con los siguientes
componentes: 1 pl iniciadores ‘random’, 5 ug de RNA total libre de DNA, 1 ul de
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mezcla de dNTP (10 mM de cada uno) y agua libre de RNAsas hasta completar
10 ul de reaccion. La mezcla se calentd a 65 °C por 5 min y posteriormente se
colocé en hielo por 2 min. Se afadieron 10 pl de una mezcla que contiene: 2 pl
de buffer RT 10 x, 4 pyl de MgCl2 25 mM, 2 pl de DDT 0.1 M, 1 pl de RNasa
OUT 40 U/ul y 1 ul de SuperScript Ill RT 200 U/ul y se incubd a 55°C durante
60 min seguido por una incubacion de 5 min a 85°C. Se agrego6 a la reaccién
final 1 ul de RNasa H y se incub6 a 37°C durante 20 min. La reaccion final se
almacend a -20°C para su posterior analisis.

La cantidad relativa de producto se calculé midiendo la intensidad del
fragmento de interés y dividiéndolo entre la intensidad del producto de actina
con ayuda del programa Image J. Los resultados fueron graficados y

analizados con el programa GraphPad.

5.6 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las reacciones de PCR para corroborar la presencia de las isoformas
Dp71a o Dp71c en los extractos de DNA o cDNA de las clonas seleccionadas
se llevaron a cabo con los siguientes componentes: 5 pl de buffer PCR 10X,
3.5 pl de MgCl2 25 mM, 1 ul de dNTPs (2 mM c/u), 1 ul del iniciador Exén 69F
(5-CATGGTAGAGTACTGCACTCCG-3’) o} Exon 77F (5'-
CTCCCCAGGACACAAGCACAG-3"), 1 I del iniciador pTRE2 3 (5'-
AACAATCAAGGGTCCCCAAACT-3’), 2 ul de producto a amplificar, 0.3 ul de
Taq DNA Polimerasa (2 U/ul) y el vol de agua estéril para completar un 50 pl.
La reaccion se realizé en el termociclador Veriti (Applied Biosystems) con las
siguientes condiciones: 95 °C por 2 min, 35 ciclos de 95 °C 30 seg y 68 °C 3
min para el Exon 69F y 26 o 28 ciclos de 95 °C, 60 °C y 72 °C por 30 seg cada
uno, para el Exéon 77F y una temperatura final de 72 °C por 7 min.

Para verificar la calidad y cantidad del cDNA, se amplificd la secuencia
de actina utilizando los iniciadores Actin 1 (5-
TTGTAACCAACTGGGACGATATGG -3) y Actin 2 (5'-
GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG -3’) con las condiciones: 95 °C por 5 min,
24 ciclos de 95 °C, 60 °C y 72 °C por 30 seg cada unoy 72 °C por 7 min. Los
productos amplificados se guardaron a -20 °C para su posterior analisis.

Una alicuota de cada reaccion de PCR fue analizada por electroforesis
en gel de agarosa al 1.2% con buffer TBE (45 mM Tris-borato, 1mM EDTA).
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Los geles fueron tefidos con bromuro de etidio y los productos de PCR se
evaluaron mediante el tamafo de fragmento: 1,020 y 729 pb para Dp71ay
Dp71c respectivamente con el Exén 69F y 181 pb para ambos con el Exén
77F.

5.7 PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR

Se corrid un gel de agarosa al 1.5% cargando la reaccion de PCR, se
cortaron las bandas de los fragmentos correspondientes y se colocaron en la
camara de electroelucion durante 1.5 horas a 100 V. Al término del corrimiento
se recupero el DNA en el buffer de electroelucién (acetato de amonio 7.5 M,
buffer de carga de DNA), el cual fue removido de la camara y transferido en
tubos nuevos, adicionando 2.5 volumenes de etanol frio y dejando precipitar
toda la noche a -20 °C. Se centrifugaron las muestras a 12,000 rpm por 15 min
y se lavo la pastilla de DNA con etanol al 70%, volviendo a centrifugar a 12,000
rom por 15 min. Se dejé secar la pastilla después de decantar y eliminar todo el
etanol restante. Las pastillas se disolvieron en 20 ul de agua destilada estéril y

se verificé la presencia de DNA en gel de agarosa al 1.5%.

5.8 SECUENCIACION

A partir de los fragmentos de DNA purificados se procedid a
secuenciarlos utilizando el kit comercial Big Dye™ Terminator (Applied
Biosystems), utilizando los siguientes componentes: 8 ul de la mezcla
“Terminator Ready Reaction Mix”, 800 ng del iniciador correspondiente, 50 ng
de DNA purificado y agua destilada estéril para completar 20 pl. La reaccion se
llevdo a cabo en el termociclador Veriti (Applied Biosystems) con las
condiciones siguientes: 94 °C por 5 min, 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos,
55 °C por 30 segundos y 60 °C por 4 min y una temperatura final de 72 °C por
10 min.

El producto de secuenciacion se precipitd utilizando isopropanol. Para
ello, se paso la reaccion de secuenciacién a tubos de 1.5 ml, se agregaron 80
pl de isopropanol al 75% y se mezcld en vortex. Se incubd por 15 min a
temperatura ambiente y se centrifugd por 15 min a 12,000 rpm. EI
sobrenadante se elimind y se adicionaron 250 pl de isopropanol al 75%,

mezclando en vortex. Se centrifugd por 5 min a 10,000 rpm y se eliminé el
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sobrenadante. Las muestras se secaron al vacio durante 10 a 15 min y se
enviaron a procesamiento. Se recibio la secuencia de cada una, la cual fue

analizada para determinar la homologia con la secuencia esperada.

5.9 EXTRACCION DE PROTEINAS

Se obtuvo la pastilla celular de la clona 4 de PC12 Tet-On/Dp71a y
clonas 1, 4 y 5 de PC12 Tet-On/Dp71c, como se menciond anteriormente, y se
disolvié en buffer de extraccion de proteinas (560 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM
NaCl, 1% Tris X-100, inhibidor de proteasas). El extracto fue guardado a -20 °C
para su posterior analisis.

La concentracion de las proteinas se determind por medio una curva de
concentracion utilizando el método de Bradford. Se realizd una dilucion 1:5 del
reactivo de Bradford (RB, Azul Brillante de Coomassie) con agua destilada. La
curva de calibracion se realizd con concentraciones de BSA desde 0 hasta 5
pg/ml. A los puntos de la curva y las muestras se le afiadio la cantidad de agua
destilada necesaria para completar 40 yl y 180 ul de RB. La absorbancia se

midié haciendo uso del Lector de Microplacas de BioRad Mod. 680.

5.10 WESTERN BLOT

Se prepard la muestra de cada extraccion agregando buffer de carga
(50mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 4% Glicerol, 2% beta-mercaptoetanol, 0.1%
Azul de bromofenol) e hirviendo por 10 min.

Un vol equivalente a 20 — 30 ug de proteina se separd por electroforesis
en un gel de poliacrilamida-SDS al 10% (Acrilamida-bisacrilamida, Trizma 1.5
M pH 8.8, H20, SDS, APS, Temed) a 100V durante 1.5 horas. Las proteinas
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa cargada positivamente a
22 V durante toda la noche en ambiente frio. Se comprobd la transferencia de
proteinas tinendo la membrana con rojo de Ponceau. El bloqueo se llevd a
cabo con 5% de leche sin grasa en buffer TBS-T (10 mM Trizma pH 8, 150 mM
NaCl, 0.5% Tween 20) por 1 hr en agitacion. Se realizaron lavados y se incubd
durante toda la noche con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 1) a 4
°C en agitacién. Se lavdé nuevamente e incubd con anticuerpo secundario (anti-
IgG de ratdén o de conejo conjugado con peroxidasa) en una solucién de 5% de
leche sin grasa durante 2 hrs en agitacion. La deteccion basada en la reaccion
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de peroxidasa se efectud utilizando un kit de quimioluminiscencia de Perkin
Elmer, los lavados y la dilucion de los anticuerpos se llevaron a cabo en buffer
TBS-T. Todas las membranas fueron reveladas con el anticuerpo anti-B-actina
como control de carga. Para obtener la expresion relativa de cada proteina, la
intensidad de la banda fue cuantificada por escaneo de densitometria usando
el programa Image J, se obtuvo la relacién entre el valor de cada proteina y el
de su actina y se graficaron los resultados. En la tabla 1 se muestran los

anticuerpos que fueron utilizados asi como sus diluciones.

Tabla 1. Caracteristicas de anticuerpos primarios

ANTICUERPO DILUCION NATURALEZA ESPECIFICIDAD
WB: 1:1000
Anti-Myc’ IF: 1:200y [ Monoclonal ratébn | Aminoacidos 408 — 439
1:25
Anti-Actina? WB: 1:300 | Monoclonal ratén B-Actina
Anti-Grb2! WB: 1:500 | Policlonal conejo C-terminal de Grb2
Anti-PCNA3 WB: 1:1000 | Monoclonal raton PCNA
Anti-Ciclina B13 WB: 1:200 | Policlonal conejo Ciclina B total
Anti-B- WB: 1:500 | Monoclonal ratén | Ultimos 15 aminoacidos
distroglicano**® IF: 1:300 Policlonal conejo | del extremo C-terminal
Anti-Fak’ WB: 1:1000 | Policlonal conejo C-terminal de FAK
Anti-HspB1* WB: 1:500 | Policlonal conejo | Proteina HspB+ nativa
Anti-Enolasa’ WB: 1:300 | Monoclonal ratén o, B,y enolasa
Anti-Bu tubulina® | WB: 1:500 | Monoclonal raten | P! tubulina especifica
de neuronas

WB: Western Blot. IF: Inmunofluorescencia. Anticuerpos obtenidos de: '*Santa Cruz
Biotechnolgy, 2Dr. Manuel Hernandez (CINVESTAV), 3Cell Signalling Technology,

4Abcam,® Dr. Dominique Mornet y 8Covance.

5.11 ENSAYO DE RESPUESTA A DOXICICLINA

Se sembraron 500,000 células de las clonas seleccionadas de PC12
Tet-On/Dp71a y Dp71c en placas de cultivo de 12 pozos para evaluar la
respuesta del sistema Tet-On a diferentes dosis de DOX (0, 50, 100, 200, 500 y
1000 ng/ml). Las células fueron inducidas durante 24 horas. Después del
tiempo establecido, se procedié a la cosecha de células y se utilizaron 10 pl
para realizar el recuento celular en camara de Neubauer mezclando con 10 pl

de azul tripano. Se contaron las células viables en los cuadrantes grandes de la
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camara con el objetivo 40x del microscopio de inversion. El numero de células
obtenido corresponde a 1 ml de cultivo y los resultados fueron graficados en
una curva de viabilidad.

Las pastilla celular fue tratada para obtener el extracto proteico
utilizando 100 ul de buffer de extraccién y analizar la cantidad de proteina
recombinante (Myc-Dp71a o Myc-Dp71c) generada por medio de Western Blot.

Los resultados fueron graficados y analizados por estadistica.

5.12 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Se cultivaron las clonas de las células PC12 Tet-On/Dp71a y Dp71c en
portaobjetos recubiertos de poli-L-lisina durante 24 horas y con diferentes
tratamientos, segun el caso (sin induccion y con induccién con DOX y ambas
sin diferenciar y diferenciadas con 50 ng/ml de NGF). Se lavaron los
portaobjetos con buffer de citoesqueleto (CB, 10 mM MES, 150 mM NaCl, 5
mM EGTA, 5 mM MgClz, 5 mM glucosa) y la permeabilizacion y fijacion se llevo
a cabo con 0.4% de tritbn X-100 en paraformaldehido y paraformaldehido al
4% (preparados ambos en CB) durante 5 y 20 min, respectivamente. Para los
lavados posteriores se utilizd PBS. Los portaobjetos se bloquearon con 0.5%
de gelatina por 40 min y se incubaron con los anticuerpos primarios (Tabla 1)
toda la noche a 4 °C. Se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados con
fluoréforos para detectar el anticuerpo primario, incubando 1.5 hrs a
temperatura ambiente en la oscuridad y posteriormente se tifieron los nucleos
con DAPI. Después de lavar con agua destilada estéril, el montaje sobre el
portaobjeto se llevo a cabo en medio Vectashield de montaje. Las imagenes se
tomaron con el objetivo de inmersion 63x usando un microscopio confocal
Leica TCS. Para cada imagen, de 20 a 25 se escanearon secciones y se
muestra el corte ecuatorial para ver la localizacion celular de las proteinas

analizadas.

5.13 CURVA DE PROLIFERACION

Se colocaron 50,000 células de cada clona de PC12 Tet-On/Dp71a y
Dp71c estudiada en una placa de 6 pozos bajo las condiciones estandar de
cultivo y, en su caso, se indujeron con 500 ng/ml de DOX. De cada curva se

cosecharon células a 0, 3, 6 y 9 dias de crecimiento, haciendo cambio de
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medio en los dias 3 y 6 con la correspondiente induccion con DOX. De esa
cosecha, se recuperaron 10 ul para contar las células en la camara de
Neubauer como se describio anteriormente. Los datos por dia fueron
graficados para obtener la curva de crecimiento.

Se realizé un analisis morfométrico utilizando un microscopio invertido y el
programa AxioVision LE Rel. 4.7, capturando 10 campos de cada cajaa 0, 3, 6
y 9 dias de crecimiento. En este analisis se determin6 el tamano promedio de
las células y su morfologia general.

Las células fueron cosechadas al dia 9 para extraer sus proteinas y
cuantificarlas por el método de Bradfor y evaluar el nivel de marcadores

moleculares por medio de Western Blot.

5.14 CURVA DE DIFERENCIACION

Se colocaron 30,000 células de las clonas de PC12 Tet-On/Dp71a y
Dp71c en cajas p30 recubiertas con colageno, en su caso, se indujeron con
500 ng/pl de DOX y se dejaron 24 horas en medio de cultivo completo.
Después de ese tiempo se cambid el medio de cultivo por uno adicionado con
50 ng/ml de NGF 2.5S para inducir la diferenciacion de las células. Este medio
se cambio cada 3 dias, adicionando cada vez 500 ng/ml de DOX.

Se realiz6 el analisis morfométrico con microscopio invertido utilizando el
programa AxioVision LE Rel. 4.7, capturando 10 campos de cada cajaa 0, 3, 6
y 9 dias de diferenciacion. En este analisis se determinaron parametros de
diferenciaciéon como lo son el rango de diferenciacion, porcentaje o indice de
diferenciacion y promedio de longitud de neuritas. Las células fueron
cosechadas al dia 9 para extraer sus proteinas y evaluar el nivel de

marcadores moleculares por medio de Western Blot.

5.16 ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos obtenidos de todos los experimentos fueron analizados por la
prueba “unpaired Student’s t-test, utilizando el software GraphPad Prism 5. Los
valores se expresan como el promedio + desviacion estandar (SD) de 2 o0 3
experimentos independientes entre si. El criterio de significancia estadistica

usado fue P<0.05 o, en su caso, P< 0.01.

27



6. RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACION DE LA EXPRESION DE Myc/Dp71a y Myc/Dp71c
EN LAS CLONAS ESTABLES DE PC12 TET-ON/Dp71a Y Dp71c.

Con el fin de conocer el comportamiento de las clonas PC12 Tet-On
transfectadas de manera estable, se realizd la caracterizacion de una clona de
PC12 Tet-On/Dp71a (clona 4) y tres de PC12 Tet-On/Dp71c (clonas 1, 4 y 5),
en adelante mencionadas como PC12 Tet-On/Dp71a-4, Dp71c-1, Dp71c-4 y
Dp71c-5. Para esto, se procedio a la extraccion de DNA de cada una de las
clonas asi como de la clona 3 de PC12 Tet-On/pTREZ2pur-Myc (que en este
trabajo se nombrara como clona control) para verificar la secuencia
correspondiente. Se amplificaron por medio de PCR utilizando los iniciadores
Exon 69F y pTRE2 3’, los cuales cubren parte de la secuencia de Dp71 y una
parte del plasmido pTREZ2pur-Myc. Como se muestra en la Figura 7, se
obtuvieron los fragmentos deseados de 1,020 y 729 pb para Dp71a y Dp71c,
respectivamente. No se obtuvo amplificado con el ADN de la clona 3 del vector

pTRE2pur-Myc, de acuerdo a lo esperado.

Figura 7. Amplificacién de los fragmentos de DNA de Dp71a y Dp71c. El carril 1
muestra el control positivo de la reaccion utilizando el plasmido pTRE2pur-Myc/Dp71a,
mientras que en el carril 2 se muestra el control negativo de PC12 Tet-On/pTREZ2pur-
Myc. Se indica el tamafo de los fragmentos de Dp71 amplificados; 1020 corresponde
a Dp71ay 729 a Dp71c. Los fragmentos obtenidos de las clonas PC12 Tet-On/Dp71a-
4, Dp71c-1, Dp71c-4 y Dp71c-5 se muestran en los carriles 3, 4, 5 y 6,
respectivamente. MPM: Marcador de peso molecular M-DNA-100bp de Axygen. Se
muestra una imagen representativa de dos experimentos independientes.

Los fragmentos obtenidos se purificaron y secuenciaron utilizando el

oligonucledtido pTRE2 3’. El alineamiento de la secuencia tedrica del RNA
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mensajero de las distrofinas Dp71a y Dp71c con las secuencias de los
fragmentos obtenidos, mediante la reaccidon de secuenciacion muestra la
homologia entre las secuencias (Figuras 8 y 9), por lo que se confirmé que las
clonas poseen la secuencia para obtener la proteina esperada

correspondiente.

. Ex 76

DpTla_:REA GECAGTCAMACTTCAGAATCTATG T "TGAGTCCTCCCCAGGACACR 434
Dp7la clonad GECAGTCAAACTTCAGALRTCTATGGET GAGGAAGAT CTGAGTCCTCCCCAGGACACA 540

LR R R e e e R e R R R e R R e R R R

Ex 78

DpTla_:RXn AGCACAGGGTTAGAAGARGTGATGCGAGCAACTCAACAACTCCTTCCCTAGTTCAAGAGGR 494
Dp7la_clona AGCACAGGGTTAGAAGAAGTGATGGAGCALCTCAACAACTCCTTCCCTAGTTCARGAGEA 600

R R N T N TN T N R N T r N AN R AT T T TR TN RN TTNTT N T TN T oT T

Ex 79

Dp7la mBENA AGAAATGCCCCTGGAAAGCCAATGACGAGAGGACACAATGTAGCGARGCCTTTTCCACATGG 554
DpT7la_clonad AGAAATGCCCCTGGAAAGCCAATGAGAGAGGACACAATGTAGCCGGCCGCETCCACGGTTC 66

2SR i s sttt ittt Sl * * +*

Figura 8. Secuenciacion del fragmento de Dp71/pTRE2pur-Myc de las células de la
clona PC12 Tet-On/Dp71a-4. Alineamiento con la secuencia nucleotidica teérica del
MRNA de Dp71a. En negritas se muestra el numero de exdn que corresponde a cada
region de la secuencia. En amarillo se muestra parte de la secuencia reversa
complementaria del oligonucledtido rDp71dR-Not (5-
GATCTAGCGGCCGCTACATTGTGTCCTCTCTCATTGGC-3’), usado para la
construccion del vector pTRE2pur-Myc/Dp71a. En verde se encuentra indicado el
codon de paro de la secuencia. La secuencia del sitio de restriccion para Not se
encuentra subrayada. Los * representan homologia entre las pares de bases de
ambas secuencias.

.ExT76 Ex 77
Dp7lc_mRNA TCTATGGGTGAGGAAGATCTTCTEGAGTCCTCCCCAGGACACARGCACAGGETTAGARGAN 1440
Dp7lc_clonab TCTATCGGTGAGGAAG] CTEAGTCCTCCCCAGGACACAAGCACAGGETTAGAAGANL 580
Dp7lc_clonal TCTATGGGTGAGGAAG] CTGAGTCCTCCCCAGGACACARGCACAGGETTAGAAGAN 420
Dp7lc_clonad TCTATEGGTGAGGAAGATCTTCTEGAGTCCTCCCCAGGACACAAGCACAGGETTAGAAGANL 578
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Ex 78

Dp7lc_mRNA GTEATGGAGCARCTCAACAACTCCTTCCCTAGTTCARGAGGARGARATGCCCCT 1500
Dp7lc_clonab GTGATGGAGCAACTCAACAACTCCTTCCCTAGTTCAAGAGGAAGARATGCCCCTGGARMAG 640
Dp7lc_clonal GTGATGGAGCAACTCAACAACTCCTTCCCTAGTTCAAGAGCAAGARATGCCCCTGGARAG 480
Dp7lc_clonad GTGATGGAGCAACTCAACAACTCCTTCCCTAGTTCAAGAGGAAGARATGCCCCTGGAMAG 638
R TR R T R TR T TR TR AT TR T TR T TR TR AT TR T AT T T rrd e r
Ex 79
Dp7lc mRNA CCAATGAGAGAGGACACAATGTAGGAAGCCTTTTCCACATGGCACGATGATTTGEGCAGA- 1559
Dp7lc_clonab CCAATGAGAGAGGACACAATGTAGCGGCCECGTCGAACCGATATCTCTAGGAGCTGAGARN 700
Dp7le_clonal CCAATCAGAGAGGACACAATETAGCCEGCCECGTCGACGATTCTCTAGAGCTGAGAACTCA 540
Dp7lc_clonad CCAATGAGAGAGGACACARTCTAGCGECCECGTCGACGATATCTAGAGCTGAGARCTACA 698
TR F TR TR T E T TN T AT NN NN T NN W L4

Figura 9. Secuenciacion de los fragmentos Dp71/pTRE2pur-Myc de las células de las
clonas PC12 Tet-On/Dp71c-1, Dp71c-4 y Dp71c-5. Alineamiento con la secuencia
nucleotidica tedrica del mRNA de Dp71c. En negritas se muestra el nimero de exén
que corresponde a cada secuencia. En amarillo se muestra parte de la secuencia
reversa complementaria del oligonucledtido rDp71dR-Not (5-
GATCTAGCGGCCGCTACATTGTGTCCTCTCTCATTGGC-3’), wusado para la
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construccion del vector pTRE2pur-Myc/Dp71c. En verde se encuentra indicado el
codén de paro de la secuencia. La secuencia del sitio de restriccion para Not se
encuentra subrayada. Los * representan homologia entre las pares de bases de las
tres secuencias.

Posteriormente, se verificd la expresion de las proteinas recombinantes
Myc-Dp71a y Myc-Dp71c por Western Blot, después de inducir su expresion
con 1 ng/ml de DOX y utilizando el anticuerpo anti-Myc. En la figura 10A se
observa que se obtienen las proteinas recombinantes del tamafo esperado de
71 kDa (Dp71a) y 58 kDa (Dp71c). Todas las clonas presentan una expresion
basal (fuga) de las proteinas correspondientes en ausencia de la induccion con
DOX. En la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4, asi como PC12 Tet-On/Dp71c-1 y
Dp71c-5 no se observa un incremento significativo de la expresion al inducir
con DOX (Figura 10B). La clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 muestra expresion
basal baja, en ausencia de induccion y un claro incremento de la expresién al
inducir con DOX.
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Figura 10. Expresion de las proteinas recombinantes Myc-Dp71a y Myc-Dp71c en las
clonas PC12 Tet-On/Dp71a-4, Dp71c-1, Dp71c-4, Dp71c-5. A) Western Blot en
ausencia o presencia de 1 ug/ml de DOX usando el anticuerpo anti-Myc, asi como el
control de carga de B-actina (~40 kDa). Todas las proteinas presentan los tamafios
esperados de 71 kDa (Dp71a) y 58 kDa (Dp71c). B) Grafica que muestra los niveles
de expresion relativa de las proteinas Myc/Dp71a y Myc/Dp71c normalizada con
actina. No se observa la expresion en las células control (C3). La expresion de la
proteina de la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 presenta una diferencia significativa entre
la condicién de ausencia y presencia de DOX, mientras que las demas clonas
presentan niveles de expresion similares sin y con DOX. Imagen representativa y

Expresion relativa

k3
[

grafica construida con el promedio + desviacion estandar de dos experimentos
independientes. *: P<0.05.
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Debido a los resultados observados y con el fin de utilizar la dosis éptima
de DOX a la cual se produzca la mayor cantidad de proteina recombinante en
todas las clonas, se realiz6 una curva de induccion usando las siguientes dosis
de DOX: 0, 50, 100, 200, 500 y 1000 ng/ml y se determiné la expresion relativa

de las proteinas correspondientes normalizada con la expresion de actina.

Figura 11. Induccién de la expresion de Myc-Dp71a en la clona PC12 Tet-On/Dp71a-
4. A) Deteccion de la proteina recombinante Myc/Dp71a por Western Blot, utilizando el
anticuerpo anti-Myc. Se observan bandas con un peso molecular correspondiente de
71 kDa. Control de carga: B-actina. B) Expresion relativa de la proteina Myc/Dp71a
durante la inducciéon con 0, 50, 100, 200, 500 y 1000 ng/ml de DOX. No existe
diferencia significativa en la expresion de proteina entre ninguna de las condiciones.
La imagen representa dos experimentos independientes y la grafica fue construida con
el promedio + desviacion estandar de dichos experimentos. Se indican los marcadores
de peso molecular.

En la figura 11 se muestra la curva de la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4, en
donde se observa que no existen diferencias en la expresion de Myc/Dp71a
con la induccion a las diferentes dosis de DOX. La clona PC12 Tet-On/Dp71c-1

(Figura 12) muestra un comportamiento similar, ya que a pesar de que se
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observa un aumento de expresion de la proteina Myc/Dp71c a 200 ng/ml de

DOX, éste no es estadisticamente significativo.

Figura 12. Curva de induccion con DOX de la clona PC12 Tet-On/Dp71c-1. A)
Western Blot para la identificacion de la proteina recombinante Myc/Dp71c utilizando
anticuerpo anti-Myc. Se obtienen bandas al peso correspondiente de 58 kDa. Control
de carga: B-actina. B) Expresion relativa de la proteina Myc/Dp71c en relacion con las
dosis administradas de DOX. No existe diferencia significativa en la expresién de
proteina entre ninguna de las condiciones. Imagen representativa y grafica construida
con el promedio + desviacion estandar de dos experimentos independientes.

Por el contrario, como se muestra en la figura 13, las células de la clona
PC12 Tet-On/Dp71c-4 si presentan aumento en la expresion de la proteina
Dp71c en relacion con la dosis administrada de DOX. La expresion maxima de
la proteina se alcanza con la adicion de 500 ng/ml de DOX, en donde se
obtiene alrededor de 100 veces mas que sin DOX y dos veces mas que la
dosis anterior de 200 ng/ml; asimismo, no existe diferencia estadisticamente
significativa con el nivel de expresién obtenida con 1000 ng/ml.

En lo que respecta a la clona PC12 Tet-On/Dp71c-5 (Figura 14), la

expresion de la proteina recombinante observada a las diferentes dosis no
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presenta diferencias, comportamiento similar a las clonas PC12 Tet-On/Dp71a-
4 y Dp71c-1. Considerando estos resultados y debido a que la cantidad de
DOX usada en todas las clonas debe de ser la misma para que los resultados
puedan ser comparados, se determiné utilizar 500 ng/ml de DOX como dosis

de induccion de todas las clonas analizadas para los posteriores experimentos.

Figura 13. Curva de induccion con DOX de la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4. A)
Western Blot para la identificacion de la proteina recombinante Myc/Dp71c utilizando
anticuerpo anti-Myc. Se observan bandas al peso correspondiente de 58 kDa. Control
de carga: Grb2. B) Expresion relativa de la proteina Dp71c en relacién con las dosis
administradas de DOX. Se observa un claro aumento de la expresion de Myc/Dp71c
conforme las dosis de DOX aumentan. La maxima expresion se obtiene con 500 ng/ml
de DOX y no se observa diferencia significativa al administrar una dosis de 1000
ng/ml. La imagen es representativa y la grafica fue construida con el promedio +
desviacion estandar de dos experimentos independientes.

Se obtuvo ademas la viabilidad celular de todas las clonas con las
diferentes dosis de DOX a 24 horas de exposicidén. Los resultados mostraron
que ésta oscila entre 95.6 a 97.9% para PC12 Tet-On/Dp71a-4, 93.8 a 96.8%,
96.5 a 99.0% y 97.5 a 99.2% para las clonas 1, 4 y 5 de PC12 Tet-On/Dp71c
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respectivamente. En ningun caso se presentaron diferencias significativas en la

viabilidad entre ninguna de las dosis.

Figura 14. Curva de induccién con DOX de la clona PC12/Dp71c-5. A) Western Blot
para la identificacion de la proteina recombinante Myc/Dp71c utilizando anticuerpo
anti-Myc. Control de carga: B-actina. Imagen representativa y grafica construida con el
promedio + desviacion estandar de dos experimentos independientes. B) Expresion
relativa de la proteina Myc/Dp71c de acuerdo a las dosis administradas de DOX. No
existe diferencia significativa en la expresion de la proteina recombinante entre todas
las dosis de DOX administradas.

Por medio de un ensayo de RT-PCR semicuantitativo se analizd la
presencia de mRNA en cada una de las clonas anteriormente mencionadas,
usando los iniciadores Ex77F y pTRE2 3’. Como primer paso se realizé una
curva de amplificacion para determinar los ciclos de PCR a los cuales no se
presentara saturacion en ninguna de las reacciones. Para actina se eligieron 24
ciclos, mientras que para la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 se determinaron 28
ciclos y para las clonas PC12 Tet-On/Dp71c-1, Dp71c-4 y Dp71c-5, 26 ciclos
(Figura 15).
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Figura 15. Curva de amplificaciéon de las clonas PC12 Tet-On/Dp71a-4, Dp71c-1,
Dp71c-4 y Dp71c-5. Se indican los fragmentos de Dp71 amplificados a 26, 28 y 30
ciclos. Los fragmentos tienen un tamano de 181 pb. MPM: Marcador de peso
molecular. Se muestra una imagen representativa de dos experimentos
independientes de las clonas Dp71a-4 y Dp71c-4.
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Figura 16. Niveles de mRNA de la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 A) Fragmentos
esperados de 181 pb del mMRNA de Dp71a, asi como el fragmento del gen de actina.
En el carril 1y 2 se muestra el amplificado de Dp71a sin y con DOX, respectivamente.
B) Expresiéon relativa del mRNA de Dp71a, normalizada con actina. No existe
diferencia significativa entre ninguna de las condiciones. La imagen es representativa
y la grafica representa el promedio = desviacion estandar de dos experimentos
independientes.
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En la figura 16 se observa que la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 no muestra
diferencias significativas de la expresion del mensajero sin o con induccion con
DOX. Por otro lado, tanto la clona PC12 Tet-On/Dp71c-1 como la Dp71c-4 si
presentan diferencias significativas en la expresion del mensajero (Figura 17),
siendo mas evidente en la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4, lo cual concuerda con
la expresidn proteica. La clona PC12 Tet-On/Dp71c-5 no presenta diferencia en
la expresion del mensajero entre las dos condiciones. La comparacion de la
expresion del mensajero entre todas las clonas PC12 Tet-On/Dp71c en la
condicion de induccién con DOX revela que la expresion mas alta del

mensajero, se obtiene en la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4.
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Figura 17. Niveles de mRNA de las clonas PC12 Tet-On/Dp71c-1, Dp71c-4 y Dp71c-
5. A) Fragmentos esperados de 181 pb del mRNA de Dp71c asi como el fragmento
del gen de actina. Los carriles 1, 3 y 5 muestran el amplificado de Dp71c sin DOX,
mientras que los carriles 2, 4 y 6 corresponden a los fragmentos amplificados con
DOX. B) Expresion relativa del mRNA de Dp71c normalizada con actina. Las clonas
Dp71c-1y Dp71c-4 presentan diferencias significativas las condiciones sin y con DOX.
Esta diferencia es mayor en la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4. La clona PC12 Tet-
On/Dp71c-5 no presenta diferencia significativa entre ambas condiciones. Existe
diferencia significativa entre las tres clonas en la condicion de induccién con DOX. La
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mayor expresion se obtiene con la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 inducida con DOX. La
imagen es representativa y la grafica representa el promedio + desviacion estandar de
dos experimentos independientes. *: P<0.05, **: P<0.01.

6.2 INMUNODETECCION DE MYC Y B-DISTROGLICANO EN LA CLONA
CONTROL.

Ya que la clona control contiene al plasmido pTREZ2pur-Myc, el cual a
pesar de no contener ninguna construcciéon de la distrofina Dp71 si expresa la
proteina de bajo peso molecular Myc (aproximadamente 1,202 Da), las células
de dicha clona fueron procesadas de la misma manera que las células de todas
las clonas anteriormente mencionadas, por medio de inmunofluorescencia
indirecta, y se obtuvieron imagenes para determinar la localizacion tanto de la
proteina Myc, como de B-distroglicano utilizando anticuerpos especificos contra
estas proteinas (Tabla 1). La marca de Myc se observdo en verde, B-

distroglicano en rojo y los nucleos se tifieron con DAPI en azul.

Figura 18. Localizacion del péptido Myc y B-distroglicano en células de la clona control
no diferenciadas y diferenciadas a 9 dias con NGF en presencia de DOX. Las células
PC12 Tet-On crecidas en cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina fueron fijadas y
marcadas para la inmunodeteccién de Myc y B-distroglicano. Imagenes de una sola
seccion ecuatorial Z. A) Localizacion de Myc en células PC12 Tet-On/Myc no
diferenciadas. B) Localizaciéon de Myc en células PC12 Tet-On/Myc diferenciadas a 9
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dias con NGF. En los primeros paneles se observa la localizacion de B-distroglicano
(rojo), en los segundos de Myc/ (verde) y en el tercero el “Merge” de ambas marcas
con tincion de DAPI (azul) para el nucleo. Las imagenes son representativas de 2
experimentos independientes. La barra blanca representa la escala de 10 um

Se utilizé la dosis de 500 ng/ml de DOX tanto en células no diferenciadas
como en diferenciadas. En células no diferenciadas la marca del anticuerpo
anti-Myc (verde) se encuentra distribuida en toda la célula con una intensidad
muy baja y B-distroglicano (rojo) se encuentra de manera uniforme en periferia,
citoplasma y nucleo (Figura 18A). En células diferenciadas durante 9 dias con
NGF la marca de Myc esta ausente en la mayoria de las células, mientras que
B-distroglicano se distribuye igual que en células no diferenciadas y también en

las neuritas (Figura 18B).

6.3 LOCALIZACION CELULAR DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES
Myc/Dp71a y Myc/Dp71c

Una vez comprobado que las clonas seleccionadas (PC12 Tet-On/Dp71a-
4, Dp71c-1, Dp71c-4 y Dp71c-5) tienen la capacidad de expresar a las
proteinas recombinantes Myc/Dp71a y Myc/Dp71c, se procedio a determinar su
localizacion y colocalizacién con B-distroglicano como lo indicado para la clona
control. La marca de las proteinas recombinantes Myc/Dp71a y Myc/Dp71c se
muestra en verde, B-distroglicano en rojo y los nucleos se tifieron con DAPI en
azul.

En cada clona sin diferenciar se utilizaron tres concentraciones de DOX
(0, 500 y 1000 ng/ml), para determinar si la dosis del antibidtico producia
cambios en la concentracién y/o la localizacion de la proteina recombinante. En
la figura 20 se muestran imagenes de la localizacion de las proteinas
recombinantes de todas las clonas estudiadas en células PC12 Tet-On no
diferenciadas.

En las células de la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 no diferenciadas,
Myc/Dp71a se encuentra distribuida de manera uniforme en citoplasma y
periferia, en donde colocaliza con B-distroglicano (Figura 19 A-C). La
colocalizacion se observa en mayor medida en células con una menor

concentracion de Myc/Dp71a y en la periferia celular.
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Figura 19. Localizacion de las proteinas recombinantes Myc/Dp71a y Myc/Dp71c en
células PC12 Tet-On no diferenciadas. Las células PC12 Tet-On de todas las clonas
(PC12 Tet-On/Dp71a-4, Dp71c-1, Dp71c-4 y Dp71c-5), crecidas en cubreobjetos
cubiertos con poli-L-lisina, fueron fijadas y marcadas para la inmunodeteccion de

39



Myc/Dp71a, Myc/Dp71c y pB-distroglicano con los anticuerpos anti Myc y LG5
respectivamente. En los primeros paneles se observa la localizacion de 3-distroglicano
(rojo), en los segundos la localizacion de de Myc/Dp71a o Myc/Dp71c (verde) y en los
terceros el “Merge” de ambas marcas con tincion de DAPI (azul) para el nucleo. (A-L)
Imagenes de una sola seccion ecuatorial Z. Las dosis utilizadas de DOX fueron 0
(A,D,G,J), 500 (B,E,H,K) y 1000 (C,F,I,L) ng/ml. A-C) Localizacién de Myc/Dp71a en
las células de la clona PC12/Tet-On/Dp71a-4. D-L) Localizacién de Myc/Dp71c en las
células de la clona PC12 Tet-On/Dp71c-1 (D-F), Dp71c-4 (G-l) y Dp71c-5 (J-L). Las
imagenes son representativas de 2 experimentos independientes. La barra blanca
representa la escala de 10 um.

Se observa una mayor fluorescencia en las interacciones entre células, lo
cual sugiere una concentracién mas alta de la proteina en estos sitios (Figura
19 A,B). La localizacion de Myc/Dp71a en el nucleo es escasa en la mayoria de
las células y moderada en otras. No se observan cambios en la concentracion
o localizacién de la proteina a las diferentes dosis.

La distribucion de la proteina Myc/Dp71c en las células no diferenciadas
de las tres clonas seleccionadas es semejante: mayormente en la periferia en
todas las dosis utilizadas (Figura 19 D-L). La baja expresion de la proteina
Myc/Dp71c es evidente en la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 que no fue inducida
con DOX, en donde incluso la mayoria de las células no expresan la proteina
(Figura 19G).

Hay pocas células en las que la proteina Myc/Dp71c se encuentra en el
citoplasma y solo en el caso de la clona PC12 Tet-On/Dp71c-5 se observa
colocalizacion con B-distroglicano en la periferia de algunas células tanto a 500
como a 1000 ng/ml de DOX (Figura 19 K,L). En la clona PC12 Tet-On/Dp71c-5,
se observa la particularidad de que forma cumulos de células en un alto
porcentaje en donde la concentracién de la proteina es mayor en la periferia
del cumulo y no en la membrana de las células de manera individual, como
seria de esperarse (Figura 19 J-L).

Una vez que se determin6é que no habia diferencias en la localizacién de
la proteina recombinante a la dosis de 500 ng/ml del inductor en comparacion
con 1000 ng/ml (recomendada por el fabricante), se procedié a analizar la
localizacion en células diferenciadas con NGF usando solamente 500 ng/ml.

En células de la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 (diferenciadas durante 9

dias con NGF,) la localizacion de la proteina en citoplasma y periferia es similar
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a lo encontrado en células no diferenciadas (Figura 20A). Myc/Dp71a se
encuentra a lo largo de las neuritas en las pocas células cuya morfologia indica
diferenciacion. Estas neuritas son gruesas y largas. La cantidad de
fluorescencia en nucleo de las células diferenciadas aumenta con respecto a
las células no diferenciadas, sin embargo en la mayoria de las células no logra
igualar la cantidad observaba en citoplasma y periferia. La colocalizaciéon con
B-distroglicano se mantiene tanto en el citoplasma como en la periferia, siendo

mas evidente en ésta ultima (Figura 20A).
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Figura 20. Localizacion de las proteinas recombinantes Myc/Dp71a y Myc/Dp71c en
células PC12 Tet-On diferenciadas a 9 dias con NGF. Las células PC12 Tet-On de
todas las clonas (PC12 Tet-On/Dp71a-4, Dp71c-1, Dp71c-4, Dp71c-5) crecidas en
cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina fueron fijadas y marcadas para la
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inmunodeteccion de Myc/Dp71a y Myc/Dp71c. Solamente las células de la clona PC12
Tet-On/Dp71a-4 fueron marcadas para la inmunodeteccién de B-distroglicano. (A-D)
Imagenes de una sola seccidon ecuatorial Z en donde se aprecian las neuritas. A)
Localizacion de Myc/Dp71a en la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4. En el primer panel se
observa la localizacion de B-distroglicano (rojo), en el segundo de Myc/Dp71a (verde)
y en el tercero el “Merge” de ambas marcas con tincion de DAPI (azul) para el nucleo.
B-D) Localizacion de Myc/Dp71c en células de las clonas PC12 Tet-On/Dp71c-1 (B),
Dp71c-4 (C) y Dp71c-5 (D). En los primeros paneles se observa el nucleo tehido con
DAPI (azul), en los segundos la localizacion de Myc/Dp71c (verde) y en los terceros el
“Merge” de ambas imagenes. Las imagenes son representativas de 2 experimentos
independientes. La barra blanca representa la escala de 10 um.

La localizacion de Myc/Dp71c cambia durante la diferenciacion a 9 dias
en presencia de NGF, ya que a pesar de que la marca del anticuerpo esta
presente mayormente en la periferia celular, su distribucion en el citoplasma y
nucleo es mas evidente en la mayoria de las células (Figura 20 B-D). Ademas
se encuentra a lo largo de las neuritas, las cuales son mas delgadas y
ramificadas en las clonas PC12 Tet-On/Dp71c-1 y Dp71c-4, en comparacion a
las observadas en células PC12 Tet-On/Dp71a (Figura 20). En las clonas PC12
Tet-On/Dp71c-1 y Dp71c-4, existen cumulos de proteina a lo largo de su
membrana y en las neuritas, en donde parecen coincidir con varicosidades y
conos de crecimiento axonal (Figura 20B,C).

La mayoria de las células de la clona PC12 Tet-On/Dp71c-5 no presentan
una morfologia de diferenciacion. Las pocas células diferenciadas presentan
neuritas largas y gruesas, comparables con las encontradas en la clona PC12
Tet-On/Dp71a-4. La localizacion de la proteina Myc/Dp71c en esta clona
coincide con la distribucidon observada en células diferenciadas. Ademas, el
crecimiento en cumulos continua presente como en las células no

diferenciadas (Figura 20D).

6.4 CAPACIDAD DE PROLIFERACION DE LAS CLONAS DE PC12 TET-
ON/Dp71ay Dp71c.

Se sabe que la expresion de familia de proteinas Dp71 es necesaria para
el crecimiento de las células PC12 (Vilarreal-Siva 2011) ' nor esto se decidio realizar
curvas de proliferacion con el fin de conocer el efecto que tiene la
sobreexpresion de las proteinas analizadas en este proceso y compararlas con
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la clona control. Cada clona se analizé en ausencia y presencia de DOX en una
dosis de 500 ng/ml. Se realizdé un analisis morfométrico y se contd el numero
de células a los dias 3, 6 y 9 después de iniciada la curva de crecimiento, como
se menciona en la seccion de métodos.

La figura 21 muestra las graficas de proliferaciéon asi como imagenes
representativas del crecimiento celular a los dias mencionados. En todas las
clonas de PC12 Tet-On las células crecen adheridas a la placa de cultivo y
forman aglomerados. Esta caracteristica se presenta en mayor medida al dia 9
en la clona control, PC12 Tet-On/Dp71a-4 y Dp71c-5; sin embargo, en esta
ultima los aglomerados se conforman de un menor numero de células.

En lo que respecta a la proliferacion, la adicion de DOX actua de manera
similar en la clona control y en la clona PC12 Tet-On/Dp71c-1, ya que el
numero de células en ambas es mayor cuando se adiciona DOX en
comparacion con la condicion sin DOX, y esta diferencia es significativa (Figura
21 A, D). A pesar de ello, la viabilidad de las dos condiciones oscila entre 96 y
98%. La clona PC12 Tet-On/Dp71c-1 crece significativamente mas lento que la
clona control.

Por otro lado, la proliferacién de PC12 Tet-On/Dp71a-4 es mucho mayor
que en las demas clonas, lo cual se ve reflejado en el numero de células
contadas al dia 9. Sin embargo, esta clona se ve afectada por la adicion de
DOX, pues el numero de células contadas es significativamente menor que sin
DOXy la viabilidad celular al dia 9 llega a un maximo de 93%, comparado con
97 - 99% obtenido sin DOX (Figura 21C). Las figuras 21 E y F muestran que el
crecimiento celular de las dos clonas restantes (PC12 Tet-On/Dp71c-4 y
Dp71c-5) no se modifica por la adicion de DOX, puesto que el numero de
células es similar en ambas condiciones, asi como su viabilidad (97-99%). El
numero de células contadas de ambas clonas al 9 dia es mucho menor a las
contadas en cualquiera de las demas clonas.

Se observan pequefias diferencias en la morfologia de las clonas y la
adicion de DOX no produce modificaciones (Figura 21A). La clona control
crece aplanada, con un tamano celular promedio que permanece constante a
lo largo de los dias monitoreados (3.8 um). Existen pocos cumulos de células
en el dia 3 y un numero considerable estan estiradas y presentan neuritas, lo

cual no se observa en los dias 6 y 9, en donde es claro que existe proliferacion
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ya que los cumulos celulares son mas abundantes, de mayor tamafo y se

cuentan mas células por campo (Figura 21A).
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Figura 21. Ensayo de proliferacién celular de las clonas PC12 Tet-On/Dp71a-4,
Dp71c-1, Dp71c-4, Dp71c-5 y control. Se sembraron 50,000 céllulas de cada clona en
cajas de 6 pozos cultivadas con medio DMEM. El niumero de células se determiné por
conteo directo de células viables con azul de tripano. (A) Imagenes representativas del
crecimiento celular a los dias 3, 6 y 9 en presencia de DOX. (B, C, D, E, F) Curvas de
proliferacion sin y con 500 ng/ml de DOX. Existe diferencia significativa entre ambas
condiciones en las clonas control, PC12 Tet-On/Dp71c-4 y Dp71c-1. La barra blanca
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representa una escala de 15 um. Las graficas representan el promedio + desviacion
estandar de 3 experimentos independientes. *: P<0.05, **: P<0.01.

Desde el dia 3, el numero de células de la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 es
considerablemente mayor que las demas clonas (Figura 21C), se observan
cumulos de células con espacios entre si, los cuales desaparencen conforme
pasa el tiempo hasta llegar a cubrir casi toda la placa al dia 9, por lo cual no es
posible contarlas (Figura 21A). Su morfologia es aplanada y el tamano
promedio aumenta con los dias, de 3.7 a 4.3 um. Semejante a lo que se
observa en la clona control, algunas células estan estiradas y con neuritas de
tamano pequefio; sin embargo en esta clona a diferencia del control este tipo
de células estan presentes en los tres dias monitoreados (Figura 21A).

Las clonas PC12 Tet-On/Dp71c-1, Dp71c-4 y Dp71c-5 muestran ligeras
diferencias entre si: las células son mas pequefias en las clonas PC12 Tet-
On/Dp71c-4 y Dp71c-5 (3.4 um en promedio) y su tamafio se mantiene
constante en el tiempo, mientras que las de la clona PC12 Tet-On/Dp71c-1 son
mas grandes y su tamafio va en aumento (de 3.8 a 4.5 um), esto parece estar
relacionado con su capacidad de proliferacion, ya que las células pequefas
crecen de manera mas lenta (Figura 21A). Tanto la clona PC12 Tet-On/Dp71c-
1 como Dp71c-5 presentan una morfologia ligeramente aplanada y forman mas
cumulos, en contraste con la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 que crece en forma
redonda (Figura 21A). Visiblemente hay un mayor numero de células en la
clona PC12 Tet-On/Dp71c-1 al dia 9 que en sus pares, pero este numero es
mucho menor a lo observado tanto en la clona control como en la Dp71a-4
(Figura 21 B-D).

Con el fin de conocer las diferencias o similitudes en la proliferacion de las
clonas, se realizd6 una comparacion separando las condiciones sin y con DOX
(Figura 22) y se obtuvieron datos estadisticos al dia 9, ya que en ese dia las
diferencias son mas claras. En la condicion sin DOX la proliferacién de la clona
PC12 Tet-On/Dp71a-4 es significativamente mayor que la clona control, esto
no sucede con DOX en donde el numero de células es menor. En comparacion
con la clona control y con PC12 Tet-On/Dp71a-4, la tres clonas PC12 Tet-

On/Dp71c proliferan de manera mas lenta en ambas condiciones. Esta
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caracteristica se manifiesta de manera mas clara en las clonas PC12 Tet-
On/Dp71c-4 y Dp71c-5.
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Figura 22. Analisis de la proliferacion celular de las clonas PC12 Tet-On/Dp71a-4,
Dp71c-1, Dp71c-4, Dp71c¢-5 y control. Se sembraron 50,000 células de cada clona en
cajas de 6 pozos y se cultivaron con medio DMEM. ElI niamero de células fue
determinado por conteo directo de las células viables utilizando azul de tripano. A)
Ensayo de proliferacion en ausencia de DOX. B) Ensayo de proliferacién en presencia
de 500 ng/ml de DOX. C) Analisis comparativo al dia 9 de proliferacion sin y con DOX.
Existe diferencia significativa entre las clonas control, PC12 Tet-On/Dp71a-4, Dp71c-1,
Dp71c-4 y Dp71c-4 en la condicién sin DOX. Solamente se presentan diferencias
significativas con DOX entre la clona control con las clonas de Dp71c. Las graficas
representan el promedio + desviacion estandar de 3 experimentos independientes. *:
P<0.05, **: P<0.01.

En base a los experimentos anteriores se decidié seleccionar una clona
representativa para cada isoforma para determinar marcadores moleculares:
PC12 Tet-On/Dp71a-4 y Dp71c-4. Ya que la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4
requiere de la adicion de DOX para inducir la expresion de la proteina
correspondiente, los experimentos realizados con ambas clonas se realizaron

con 500 ng/ml del antibidtico.
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6.5 MARCADORES MOLECULARES DE PROLIFERACION.

Una vez caracterizado el comportamiento del crecimiento celular en
ambas clonas, se procedié a determinar si estas diferencias estan relacionadas
con el aumento o disminucion de marcadores moleculares de proliferacion
como son PCNA vy Ciclina B. El primero es un cofactor de las DNA polimerasas
que se expresa durante la replicacion del DNA (Moldoban 2007) * mijentras que el
segundo corresponde a un marcador del ciclo celular, especifico de la fase Ge-
M (Yan 1995) | 5 expresidn de ambas proteinas se ha visto modificada durante
cambios en la proliferacion de las células PC12 (Mark 1997)

Adicionalmente se determiné la expresion de B-distroglicano puesto que
es conocido que esta estrechamente relacionado con Dp71 formando los
complejos tipo DAP y su expresion se modifica de acuerdo a la proliferacion de
las células PC12 (Villarreal-Silva 2010, Aragon 2011, Herrera-Salazar 2016)_ En un estudio previo
se encontré que las células PC12 Tet-On/Dp71a7s-79 cuya proliferacion se
encuentra acelerada debido a la expresion de una mutante de Dp71 expresan
3 veces mas FAK, una tirosina cinasa importante para la adhesion y la
progresion del ciclo celular (Herera-Salazar 2016) - nhor |o que también se decidio
incluirla en el presente trabajo.

Todos los marcadores fueron analizados en células en 9 dias de cultivo
en presencia de 500 ng/ml de DOX y en ausencia o presencia de NGF. Como
se muestra en la Figura 23A, FAK aumenta en todas las clonas en presencia
de NGF y el aumento es mas evidente en la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4. Este
aumento fue corroborado en la cuantificaciéon (Figura 23E).

La expresiéon de Ciclina B1 disminuye al contacto con NGF tanto en la
clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 como en la Dp71c-4 (Figura 23C). La clona que
tiene una menor cantidad de esta proteina sin NGF es la control, sin embargo
una vez adicionado el NGF, el decremento de su expresion mas importante se
observa en la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4.

PCNA se encuentra elevado en ausencia de NGF tanto en la clona de
PC12 Tet-On/Dp71a-4 como en la Dp71c-4 en comparacion con el control y su
expresion disminuye durante la diferenciacion lo cual es mas evidente en la
clona PC12 Tet-On/Dp71a-4. Contrario a lo esperado, PCNA se ve aumentado

en la clona control en presencia de NGF (Figura 23B).
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De manera interesante, la expresion de p-distroglicano es mayor en la
clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 en la condicion sin NGF y disminuye una vez
adicionandolo. Aun asi, la expresion de esta proteina se mantiene elevada con
respecto a las demas clonas. Tanto en el Western como en la cuantificaciéon se
observa que la menor cantidad de B-distroglicano se obtiene en la clona control
(Figura 23E).
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Figura 23. Analisis de la expresion de proteinas relacionadas con proliferacion. A)
Western Blot para el analisis de las proteinas FAK, Ciclina B, PCNA y B-distroglicano.
El marcador de peso molecular se muestra a la izquierda. B) Expresion relaviva de
PCNA C) Expresion relativa de Ciclina B. D) Expresion relativa de B-distroglicano. E)
Expresion relativa de FAK. La expresion relativa de todas las proteinas se obtuvo
normalizando con Grb2. Imagenes representativas de dos experimentos. Las gréaficas
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representan el promedio + la desviacion estandar de 2 experimentos independientes. *
= P<0.05, ** = P<0.01.

6.6 CAPACIDAD DE DIFERENCIACION DE LAS CLONAS DE PC12 TET-
ON/Dp71ay Dp71c.

Otro proceso para el cual la familia de las isoformas Dp71 ha demostrado
ser escencial en las células PC12 es la diferenciacion con NGF (Acosta 2004) por
este motivo, se evalud la capacidad de diferenciacién mediante el analisis de la
formacion de neuritas expresion de marcadores de diferenciacion de las clonas
PC12 Tet-On/Dp71a-4, Dp71c-1, Dp71c-4, Dp71c-5 y control. Cada clona se
analizé en ausencia y presencia de DOX a una dosis de 500 ng/ml. Como se
indica en la seccidon de métodos, se realizd para cada clona un analisis
morfométrico que incluye porcentaje y rango de diferenciacién y promedio de
longitud neuritica a los dias 0, 3, 6 y 9 dias de tratamiento con NGF y se
comparé con la clona control.

El rango de diferenciacion se definié de acuerdo a lo descrito por Bai (B
1991) como: 0 = sin cambio en la morfologia, 1 = extension de una o mas
neuritas de menos de un cuerpo de largo, 2 = extension de una o mas neuritas
entre uno y dos cuerpos celulares, 3 = al menos una neurita de mas de dos
cuerpos celulares de largo. En la figura 24 se muestran células representativas
de cada rango.

Figura 24. Diferenciacion de células PC12 Tet-On con NGF. Se sembranos
aproximadamente 30,000 células en una caja de cultivo cubierta con colagena y se
adiciond NGF (50 ng/ml) durante 9 dias. Las células fueron fotografiadas usando un
microscopio invertido y el programa AxioVision LE Rel 4.7. El rango de diferenciacion
fue determinado como se describe en la metodologia. Los numeros indican el rango
de diferencacion de cada célula.
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El porcentaje de diferenciacion se calculd en todos los dias contando
manualmente la totalidad de células de cada campo y obteniendo el porcentaje
de células diferenciadas (considerando todas las células con neuritas como
positivas) respecto al total de células observadas. El promedio de longitud de
las neuritas se determind midiendo el largo de cada neurita y se calculo el
promedio de longitud de todas las neuritas, si una neurita tenia ramificaciones,
so6lo se contod la rama mas larga.

Todas las clonas poseen caracteristicas morfolégicas muy similares en el
dia 0: células en su mayoria redondas, sin proyecciones neuriticas. A partir del
dia 3 las diferencias son evidentes, por lo que se procedié a hacer el analisis
anteriormente mencionado a partir de este dia. En la figura 25 se muestran
imagenes representativas de las células PC12 Tet-On a 3 dias de
diferenciacion con NGF de cada clona en presencia o ausencia de DOX, asi
como las graficas correspondientes de los parametros analizados.

La morfologia de las células diferenciadas (Figura 25A) varia, ya que las
células que sobreexpresan la proteina Myc/Dp71c son en su mayoria de forma
aplanada y estrellada, correspondiente a neuronas multipolares, mientras que
tanto en la clona control como en la PC12 Tet-On/Dp71a-4 se observan células
alargadas similares a las denominadas neuronas bipolares y muy pocas
neuronas estrelladas. Debido a que las células de la clona PC12 Tet-
On/Dp71c-5 crecen en cumulos donde no se pueden distinguir de manera
individual, no se pudo realizar el andlisis al dia 3. Sin embargo, si se observa
que la mayoria de las células no tienen neuritas.

Un mayor porcentaje de células pertenecientes a las clonas PC12 Tet-
On/Dp71c-1 y Dp71c-4 forman neuritas con respecto a la clona PC12 Tet-
On/Dp71a-4 y la clona control (60-80% vs 20-30%, Figura 25B) y la diferencia
de porcentajes es estadisticamente significativa. A pesar de que las células de
la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 se encuentran en su mayoria aplanadas y con
un aspecto correspondiente a diferenciacion temprana, alrededor del 80% no
tiene crecimiento neuritico (Figura 25D).

Las neuritas de las clonas con sobreexpresion de Myc/Dp71c son mas
delgadas y largas (8-12 um vs 4-6 um, Figura 25C), sin embargo solamente se
observan diferencias significativas al comparar la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4

con el control. El 25% de las células de esta clona tienen neuritas mayores a
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dos cuerpos celulares, comparado con el 15% en la clona PC12 Tet-On/Dp71c-

1 y menos del 10% en las clonas restantes.

Clena control

Dp71c clona 1 Dp71aclona 4

Dp71c clona 4

Dp7ic clona 5

DOXICICLINA B.

Porcentaje de
diferenciacidn

1

Promedio longitud
neuritica (pm)

Porcentaje de células

HERE

2

Porcentaje de células
= o

3

g

o T it
Conired DpTied DpTict

Control Dp.']“l-l opTict up;r
3 sinDOX B3 Do

M

Control DpTied Dpficl  Dpficd

]

s

Sin DOX

Contral Dpfiad  DpTiei  DpTicd

Dox

DpTicd

El Co<alcuempe
El Entre 1 y 2 cuerpos
Il > 2 cuerpos

Figura 25. Diferenciacion de las clonas PC12 Tet-On/Dp71a-4, Dp71c-1, Dp71c-4,
Dp71c-5 y control durante 3 dias con NGF. Las células se sembraron en cajas de
cultivo p30 cubiertas con colagena A) Imagenes de las células diferenciadas durante 3
dias con NGF. B) Porcentaje de células con neuritas. Las clonas PC12 Tet-On/Dp71c-
1y Dp71c-4 presentan diferencia significativa con el control, tanto sin como con DOX.
C) Promedio de longitud neuritica. Se observa diferencia significativa en la clona PC12
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Tet-On/Dp71c-4 tanto sin como con DOX comparado contra el control. D) Rango de
diferenciacion. Este rango fue calculado segun lo descrito en la seccién de
metodologia. Al comparar cada clona en ausencia o presencia de DOX, no se
observan diferencias significativas. Las imagenes son representativas de 2
experimentos independientes. Las graficas se construyeron con el promedio +
desviacion estandar de 2 experimentos independientes. *= P <0.05. La barra blanca
representa la escala de 15 um

En ningun caso se modifica la morfologia ni se observan diferencias
significativas en ninguno de los parametros analizados de las células PC12
Tet-On con la adicion de la dosis de 500 ng/ml de DOX, por lo que se decidio
hacer los analisis posteriores solamente en la condicién de presencia de DOX.

En el dia 6 la clona control no presenta diferencias en el promedio de
diferenciacion o de longitud neuritica con la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4
(Figura 26 B,C), sin embargo un porcentaje ligeramente mayor de células de la
clona control tiene neuritas de tamano mayor a 1 cuerpo celular. En ambas
clonas la morfologia celular es predominantemente bipolar.

La morfologia de las clonas PC12 Tet-On/Dp71c-1, Dp71c-4 y Dp71c-5 se
mantiene aplanada y multipolar y el porcentaje de diferenciacion es
significativamente mayor que la clona control. En la clona PC12 Tet-On/Dp71c-
5, se observan neuritas que salen de los cumulos de células indistinguibles los
cuales siguen presentes en todo el cultivo, pero las pocas células aisladas
presentan las mismas caracteristicas de sus pares (Figura 26A). En las clonas
PC12 Tet-On/Dp71c-1 y Dp71c-4 poco mas de 40% y 60% de células tienen
neuritas mayores a un cuerpo celular y 20% y 25% mayores a dos cuerpos,
respectivamente (Figura 26D). A pesar las similitudes morfolégicas, en la clona
PC12 Tet-On/Dp71c-5 alrededor de un 75% de las células contadas no poseen
neuritas o éstas son menores a un cuerpo celular, similar a lo encontrado en la
clona control y la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 (Figura 26D).

Las diferencias entre la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 con las demas
clonas se hace mas evidente en el dia 9 de diferenciacion (Figura 26 A). La
mayoria de sus células, a pesar de estar aplanadas, no presentan neuritas. De
manera interesante, en las células que si tienen neuritas, su longitud promedio

es muy similar a lo observado en la clona control (Figura 26C).
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Figura 26. Diferenciacion de las clonas PC12 Tet-On/Dp71a-4, Dp71c-1, Dp71c-4,
Dp71c-5 y control durante 6 y 9 dias con NGF en presencia de 500 ng/ml de DOX. Las
células se sembraron en cajas de cultivo p30 cubiertas con colagena A) Imagenes
representativas de las células diferenciadas durante 6 y 9 dias con NGF en presencia
de DOX. B) Porcentaje de células con neuritas. Al dia 6 sélo se observan diferencias
signiticativas al comparar las clonas PC12 Tet-On/Dp71c-1 y Dp71c-4 con el control.
Al dia 9 todas las clonas presentan diferencias significativas con el control. C)
Promedio de longitud neuritica al dia 6 y 9 de diferenciacion. Solamente se observan
diferencias significativas entre las clonas PC12 Tet-On/Dp71c-1, Dp71c-4 y Dp71c-5
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con el control D) Rango de diferenciacion; fue calculado segun lo descrito en la
seccion de metodologia. Se observa que la clona PC12 Tet-On/Dp71c-1 aumenta la
cantidad de neuritas mayores a 2 cuerpos celulares, las demas permanecen
constantes al dia 6 y 9. Las imagenes son representativas de 2 experimentos
independientes. Las graficas se construyeron con el promedio + desviacion estandar
de 2 experimentos independientes * =P <0.05, ** =P<0.01. La barra blanca representa
la escala de 15 um

Una caracteristica importante de la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 es que a
pesar de la adicion de NGF, su proliferacion parece continuar, ya que se
observa una mayor cantidad de células por campo desde el dia 6 (Figura 20A).
Como se observa en la Figura 27, en los ensayos de inmunofluorescencia se
aprecia un numero importante de nucleos cuya morfologia concuerda con
células en metafase o anafase. En ninguna otra clona se observd este
fenobmeno, por lo que parece que solamente con la sobreexpresion de
Myc/Dp71a muchas células continuan el ciclo celular.

Tanto el porcentaje como la longitud de las neuritas de la clona PC12 Tet-
On/Dp71c-1 aumenta ligeramente en el dia 9 y se mantiene la diferencia
encontrada con la clona control (Figura 26 B, C). Los resultados obtenidos
parecen indicar que la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 alcanza su maximo de
diferenciacion en el dia 6, ya que el porcentaje de células con neuritas y el
porcentaje encontrado de células con neuritas mayores a 1 o0 2 cuerpos
celulares es similar en el dia 6 y el 9 (Figura 26 B,D). En contraste, el
porcentaje de las células de la clona PC12 Tet-On/Dp71c-1 que presentan
neuritas mayores a 1 cuerpo celular si aumenta (40% al dia 6 vs 55% al dia 9),
igualando a lo encontrado en la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 en el dia 9 (Figura
26D).

El promedio de la longitud de las neuritas de la clona PC12 Tet-
On/Dp71c-5 (Figura 26C) es comparable con las clonas que sobreexpresan la
misma isoforma, sin embargo el porcentaje de diferenciacion, aun cuando es
mayor que la clona control, no alcanza las dimensiones observadas en sus
pares y el porcentaje de células con neuritas menores a 1 cuerpo celular se
mantiene (alrededor de 75%) (Figura 26B).
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En concordancia con lo anterior, se decidid seleccionar a las clonas PC12
Tet-On/Dp71a-4 y Dp71c-4 para determinar los marcadores de diferenciacion,

utilizando 500 ng/ml de DOX para la induccion de ambas clonas.

Figura 27. Morfologia nuclear de las células de la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4
diferenciadas con NGF durante 9 dias. Las células PC12 Tet-On crecidas en

cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina fueron fijadas y marcadas para la
inmunodeteccion de Myc (verde). Imagenes de una sola seccién ecuatorial Z. Se
utilizé DAPI para tefir los nucleos (azul). Las flechas blancas sefialan nucleos
celulares en metafase/anafase, lo que indica division celular. Imagenes
representativas de varios campos de 2 experimentos independientes. La barra blanca
representa la escala de 10 um.
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6.7 MARCADORES MOLECULARES DE DIFERENCIACION.

Al igual que en proliferacion, marcadores moleculares de la diferenciacion
de células PC12 como lo son B tubulina y enolasa fueron analizados para
determinar si su expresion es diferente en las clonas estudiadas. B tubulina es
una de las principales subunidades de los microtubulos, los cuales son
importantes en la diferenciacion neuronal: participan en la formacion de
neuritas, transporte intracelular y la integridad estructural (Aletta 199) y gy, tubulina
esta restringida solamente a neuronas (Joshi 1989)

La enolasa especifica de neuronas es un indicador de neuronas maduras
y es ampliamente usado en células PC12 ya que su presencia en cantidades
elevadas ha sido relacionada con diferenciacion (Marangos 1980) - Agimismo en un
estudio donde las células PC12 que expresan la mutante de Dp71a7s79
presentan un mayor porcentaje de diferenciacion su expresion se encontro
elevada a 6 dias de diferenciacion con NGF (Aragon 201) En estas mismas
células, un estudio reciente reveld que la expresion de la proteina de choque
térmico HspB1 se encuentra aumentada y ayuda e incrementa la formacién de
neuritas (Merino-Jiménez 2016)  nor |o que resultd interesante también analizar su
expresion.

Tanto en el Western Blot como en el analisis cuantitativo se muestra que
los niveles basales de B tubulina no se modifican con la adicién de NGF en las
clonas PC12 Tet-On/Dp71a-4 y Dp71c-4 (Figura 28). Sin embargo, sin la
adicion de NGF se observa que esta proteina esta expresada en menor medida
en la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 con respecto al control y en mayor medica
en la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4. Una vez adicionado el NGF, los niveles de
B tubulina en la clona control alcanzan un nivel mayor que en las clonas
restantes (Figura 28B).

A pesar de que la expresion de enolasa en la condicién sin NGF es menor
en la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 comparada con otras clonas, una vez
adicionado el NGF se aumenta de manera significativa. Tanto en la clona
control como la PC12 Tet-On/Dp71a-4 dicha expresion es constante sin o con
NGF (Figura 28C).

La expresion de la proteina HspB1 sigue un patron similar a pu tubulina,

ya que también se encuentra elevado en la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 y
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disminuido en la PC12 Tet-On/Dp71a-4, la cual es la unica que se modifica de
manera significativa al adicionar NGF. A pesar de ello, el nivel de expresion no

se iguala a lo encontrado en las otras dos clonas incluso sin NGF (Figura 28D).
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Figura 28. Analisis de la expresion de proteinas relacionadas con diferenciacion. A)
Western Blot para el andlisis de las proteinas B tubulina, HspB1 y Enolasa. El
marcador de peso molecular se anota a la izquierda. B) Expresion relativa de Bu
tubulina. C) Expresion relativa de HspB1. D) Expresion relativa de Enolasa. Imagenes
representativas de dos experimentos independientes. La expresion relativa de todas
las proteinas se obtuvo corrigiendo contra Grb2. Las graficas representan el promedio
+ la desviacion estandar de 2 experimentos independientes. * =P<0.05.

De manera adicional, se determiné el comportamiento de las clonas
seleccionadas en condiciones de diferenciacién para saber si existen cambios
en la presencia de la proteina recombinante y si pasando los dias de cultivo la
expresion se modifica. En la figura 29 se aprecia que solamente Myc/Dp71a
tiene un ligero aumento cuando se agrega NGF, sin embargo esta diferencia no
es significativa. La proteina recombinante Myc/Dp71c se mantiene constante a
lo largo de los dias y con presencia de NGF, mientras que en la clona control,

como se espera, no existe presencia de ninguna distrofina recombinante.
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Figura 29. Expresion de las proteinas recombinantes Myc/Dp71a y Myc/Dp71c en las
clonas PC12 Tet-On/Dp71a-4 y Dp71c-4. A) Western Blot en ausencia o presencia
NGF y con DOX usando el anticuerpo anti-Myc, asi como el control de carga de Grb2.
B) Expresion relativa de las proteinas Myc/Dp71a y Myc/Dp71c corregida contra Grb2.
No se observa expresion en la clona control. No existen diferencias significativas
Imagen representativa y grafica construida con el promedio + desviacién estandar de
dos experimentos independientes. *: P<0.05.
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7. DISCUSION

Las isoformas de Dp71 han sido estudiadas y asociadas con diversos
procesos importantes para la linea celular PC12 como diferenciacion (Cisneros
1996, Marquez 2003, Acosta 2004, Aragén 2011) - proliferacign (Vilareal-Siva 2011, Herrera-Salazar 2016) y
adhesion (Enriquez-Aragén 2004, Cema 2006)  en donde los efectos de los grupos de
isoformas conocidos a la fecha son evidentemente diferentes. En ninguno de
estos estudios se ha determinado si existen diferencias entre las isoformas que
pertenecen al mismo grupo debido principalmente a la falta de anticuerpos
especificos para cada una.

Con el proposito de conocer las diferencias de localizacion y funcion entre
isoformas se planteo el presente proyecto en el que se analizé el efecto de la
sobreexpresion de dos isoformas de Dp71 pertenecientes al grupo Dp71d
(Tadayoni 2012) " | cual tiene mayor expresion en el cerebro (Gonzalez M, 2014) " con
ayuda de un sistema de expresion inducible con DOX y la adicion de una
bandera de c-Myc. El presente estudio nos permitié determinar que a pesar de
que las isoformas Myc/Dp71a y Myc/Dp71c poseen el mismo CTD, las
caracteristicas que confiere su sobreexpresion a las células PC12 Tet-On son
diferentes.

El primer paso para la realizacion de este trabajo fue crecer las clonas de
PC12 Tet-On transfectadas de manera estable con los plasmidos
pTRE2purMyc, pTRE2pur-Myc/Dp71a y pTRE2pur-Myc/Dp71c. En el caso de
PC12 Tet-On/Dp71a solo se contd con la clona 4, mientras que de PC12 Tet-
On/Dp71c se eligieron las clonas 1, 4 y 5. Todas estas clonas expresan las
proteinas correspondientes tanto en ausencia como en presencia de DOX
(Figura 10); sin embargo la expresion basal de la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4
es mucho menor. Lo anterior puede deberse a que el sitio donde se inserto6 el
plasmido en las clonas con expresion basal alta es mas accesible a la unién de
otros factores transcripcion y por lo tanto requieren menores cantidades de
DOX para expresar las prpoteinas recombinantes.

Se realizaron curvas de dosis-respuesta en donde solamente PC12 Tet-
On/Dp71c-4 mostré induccion de la expresion conforme a lo esperado del

sistema Tet-On (Figura 13). A la dosis de 500 ng/ml se obtuvo la mayor
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cantidad de proteina y no se encontraron diferencias con la dosis recomendada
por el fabricante de 1000 ng/ml. Tomando en cuenta que se ha demostrado
que la DOX es toxica desde 200 ng/ml (Emak. 2003) y que en este estudio se
requirié que todas las clonas se analizaran en las mismas condiciones, con el
fin de que los resultados fueran comparables, se determind utilizar 500 ng/mi
para todas las clonas en los experimentos posteriores.

Aragon y colaboradores (2016 determind en células PC12 Tet-On
transfectadas de manera transitoria la localizacion de las proteinas
recombinantes de las isoformas que se expresan de manera endégena en las
células PC12. Ya que en este estudio se trabajé con células transfectadas de
manera estable y que la dosis de DOX se disminuyd con respecto a lo que
indica el fabricante, era importante determinar si la localizacion de las
isoformas permanecia igual a lo descrito previamente. Como se muestra en la
figura 19, se comprobo6 que de la misma forma que en las células transfectadas
de manera estable, la proteina Myc/Dp71a localiza en la periferia celular y
citoplasma y Myc/Dp71c principalmente en periferia en las células PC12 Tet-
On no diferenciadas (Aragon 2016)  En correspondencia a lo observado por
Marquez y colaboradores (?%03) Myc/Dp71a se encuentra expresada en niveles
altos en las uniones célula-célula. Myc/Dp71c se encuentra también en el
citoplasma de algunas células, esto puede ser resultado de la expresidon de una
cantidad elevada de proteina debido a la transfeccién estable, por lo que la
membrana se satura y el resto se mantiene en el citoplasma, similar a lo
observado en la clona B10 que sobreexpresa a la proteina mutante Dp71A7s-79
(Herrera-Salazar 2016)_

Lo que respecta a las células diferenciadas a 9 dias con NGF, en la figura
20 se muestra que a pesar de que en general se mantiene la localizacion
descrita por Aragén (2918) existen diferencias evidentes. Contrario a lo que se
observa en otros estudios (Gonzélez 2000, Mérquez 2003, Aragén 2016) ~ \Myc/Dp71a no
aumenta considerablemente en el nucleo de las células diferenciadas, ya que a
pesar de que esta presente en este organelo, no llega a igualar la cantidad en
citoplasma, periferia y neuritas. Es importante resaltar que durante este analisis
fue dificil encontrar células de PC12 Tet-On con morfologia de diferenciacion.

Por otra parte, Myc/Dp71c se observa en mayor medida en nucleo y

citoplasma, asi como en la periferia en células diferenciadas comparado a lo
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observado por Aragén y colaboradores (?°'6) en donde se describe una
localizacion casi exclusivamente periférica (Figura 19). Esto parece indicar que
al haber una mayor cantidad de esta isoforma de lo habitual, ésta se localiza en
el nucleo de la misma manera que Dp71a ya que ambas isoformas poseen
regiones importantes en comun: Los dominios EF1/EF2 (localizados en los
exones 65 y 67, respectivamente), identificados como posibles moduladores de
la localizacion periférica, citoplasmatica o nuclear de Dp40 y, por lo tanto de
Dp71 (Aragon, 2015): |35 serinas y treoninas en los exones 75 (S3538), 76 (S3616,
S3624) y 79 (T3685) identificadas como posibles sitios de fosforilacion y
probables responsables de la localizacion nuclear de Dp71a (Calderilla-Barbosa 2006) y,
la region ZZ, la cual ha sido identificada como la region responsable de la
localizacion nuclear de Dp71d (Suarez-Sanchez 2015). gunado a esto, ambas
isoformas comparten la region CTD la cual es sugerida por varios estudios
como la responsable de la funcién de cada isoforma (Aleméan 2001, Aragon 2011). gjn
embargo, es necesario profundizar en este resultado. Myc/Dp71a y Myc/Dp71c
colocalizan con B-distroglicano de manera similar a lo observado por Aragoén et
al, 2011. Todos estos resultados dan la certeza de que se trabajé con clonas
que reflejan lo que sucede de manera general en las células PC12.

Se ha demostrado que Dp71 es una proteina escencial para el
mantenimiento del SNC y los procesos en los que se ha visto involucrada
especificamente (proliferacion, diferenciacion, adhesién) son de suma
importancia para el correcto funcionamiento de este sistema (Navaro 2014)
Durante la diferenciacion de células PC12 ya estd determinado que existen
variaciones entre los grupos de isoformas de Dp71 (Mérquez 2003, Acosta 2004, Aragén
2015, Aragon 2016) mjegntras que en la proliferacion solamente se ha estudiado el
efecto del silenciamiento de toda la familia (Vilarreal-Siva 2011) y |3 sobreexpresion
de la mutante Dp71A7s.7g (Herrera-Salazar 2016) En ninguno de los dos procesos se
conoce si alguna isoforma en particular es responsable de los fenénemos
observados. Debido a ello, se decidié analizar el efecto de la sobreexpresion
de dos de las isoformas pertenecientes al grupo Dp71d (Dp71a y Dp71c), del
cual se tiene mayor informacion en la literatura y que se encuentra en niveles
mas altos en el cerebro.

La sobreexpresion de la proteina recombinante Myc/Dp71a confiere a las

células PC12 Tet-On la capacidad de proliferar de manera mas rapida en
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comparacion con el control en ausencia de DOX. La presencia de DOX parece
ser toxica solamente en esta clona, ya que la viabilidad celular disminuye hasta
un 93%. Sin embargo, no esta bien definido si este efecto es solamente por la
adicion del antibiético o si la sobreexpresion de Myc/Dp71a esta causando
sensibilidad en las células PC12 Tet-On. Sin DOX el numero de células de la
clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 al noveno dia de cutivo llega casi a los 3.5
millones cuando en la clona control se cuentan solamante 2.5 millones.

El efecto que confiere la sobreexpresion de Myc/Dp71c resulta contrario a
lo observado con Myc/Dp71a ya que en las tres clonas seleccionadas de PC12
Tet-On/Dp71c la proliferacion esta disminuida: el conteo de la clona PC12 Tet-
On/Dp71c-1 no el millon y medio de células mientras que las clonas PC12 Tet-
On/Dp71c-4 y Dp71c-5 solamente se cuentan alrededor de medio millon de
células al dia 9 de cultivo. La diferencia entre los efectos en las clonas no se
debe a la cantidad de proteina, ya que a pesar de que las clonas PC12 Tet-
On/Dp71c-1 y Dp71c-5 tienen la misma cantidad en ausencia y presencia del
inductor, la proliferacion de la clona PC12 Tet-On/Dp71c-5 es mas lenta. Por
otro lado, en ausencia de DOX la cantidad de proteina en la clona PC12 Tet-
On/Dp71c-4 es significativamente menor, sin embargo los efectos en la
proliferacion son los mismos sin y con DOX.

Una posible explicacion es el lugar en donde se encuentra el plasmido
que contiene la secuencia de Dp71c, ya que posiblemente la clona PC12 Tet-
On/Dp71c-1 presenta caracteristicas diferentes que la hacen menos propensa
al efecto de desaceleracion del crecimiento. Por otro lado, es posible que no
todas las células de la clona PC12 Tet-On/Dp71c-1 expresen de la misma
manera a Myc/Dp71c, por lo que pueden existir algunas células con
crecimiento normal.

En cuanto a morfologia, las células de las clonas seleccionadas presentan
diferencias relacionadas con el tamano y la forma, lo cual parece indicar que la
morfologia se relaciona con la capacidad de proliferacion ya que en la clona
PC12 Tet-On/Dp71a-4 en donde las células son mas aplanadas y grandes, la
proliferacion es mas rapida (Figura 21A, C), mientras que en las células de las
clonas de PC12 Tet-On/Dp71c que son mas pequenas y muy redondas, la
proliferacion esta disminuida (Figura 21A, D-F).
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Una vez que se adiciono el factor de crecimiento neuronal se observa que
las células de la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 no tienen la capacidad de formar
neuritas (Figuras 25 y 26) e incluso parecen ser resistentes al NGF, pues sus
nucleos se ven condensados al dia 9 de diferenciacion (Figura 27) lo cual
coincide con células en metafase o anafase. En los ensayos de
inmunofluorescencia se observa que Myc/Dp71a se localiza en nucleo a una
baja concentracion en comparacion con lo observado en otros estudios (Gonzalez
2000, Marquez 2003, Aragén 2016)  |g que sugiere que esta es la razon de que las células
no se diferencien.

Nuestro grupo de trabajo ha reportado que células PC12 con
diferenciacion incrementada tienen niveles mas bajos de la proteina endogena
Dp71a (Aragén 2011) v en gquellas resistentes a NGF, dicha proteina esta elevada
(Herrera-Salazar 2016, tesis de doctorado)  Tomando en cuenta estos resultados y dado que
en el presente estudio se demuestra que la sobreexpresion de Dp71a produce
que las células PC12 Tet-On no se diferencien, se puede sugerir que los
niveles de Dp71a regulan la proliferacion celular y el crecimiento de neuritas.

Llama la atencion que en un trabajo previo se observo que la trasfeccion
de un vector que expresa a Dp71a aumenta el crecimiento neuritico comparado
con células transfectadas con un vector antisentido para las isoformas de Dp71
que perdid esta caracteristica (Ac0sta 2004). gin embargo, los resultados no pueden
compararse debido a que la secuencia usada por Acosta y colaboradores fue
obtenida de tejido humano y con la que se trabajé en este estudio es de rata.

Tomando otro enfoque, la ausencia de diferenciacion de las células PC12
Tet-On en nuestro estudio puede deberse a la cantidad de proteina, ya que es
conocido que el sistema Tet-On permite la producciéon de una mayor cantidad
con respecto a otros sistemas. Al igual que lo observado con la expresién de la
isoforma mutante Dp71A7s.79, a niveles bajos de Dp71a se favorece la
diferenciacion (Aragén 2011) mjentras que cuando se sobreexpresa se obtiene un
efecto contrario (Herrera-Salazar 2016)  Egte mismo comportamiento ha sido descrito
para diversas moléculas relacionadas con diferenciacion (Lee2004),

Adicionalmente resulta importante conocer si la sobreexpresion de
Myc/Dp71a modifica de alguna manera la via de senalizacién de respuesta a
NGF, ya que el contacto de este factor con el receptor TrkA resulta en la

activacion de vias de sefalizacion que facilitan el rearreglo del citoesqueleto
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necesario para el crecimiento de neuritas (Siera-Fonseca 2014)  nor medio de la
fosforilacién rapida y sostenida de Erk1/2 y su traslocaciéon al nucleo. Sin
embargo, cuando esta molécula es fosforilada de manera lenta y breve, el
efecto obtenido es la proliferacion celular (-e6n2014),

Por otro lado, no se conoce si la sobreexpresion de Dp71a pueda estar
modificando la expresion de las isoformas enddgenas, especialmente Dp71ab
que forma parte del complejo de adhesion (Cema 2006, Romo-Yafiez 2008) y que se ha
visto sobreexpresada en células con capacidad elevada de diferenciacion (Aragon
201). Debido a que la adhesion de las células neuronales a su sustrato es
esencial para dar movimiento y direccion a los conos de crecimiento (Renaudin
1999)  es necesario saber si la capacidad de adhesion de la clona PC12 Tet-
On/Dp71a-4 se encuentra modificada y si este efecto se debe a la
subexpresion de la isoforma Dp71f.

En contraste, las clonas que sobreexpresan Myc/Dp71c aumentan el
crecimiento de neuritas desde el dia 3 de cultivo con NGF y se mantiene hasta
el dia 9 (Figura 25 y 26). Las neuritas que se forman en estas células son muy
largas y delgadas en comparacion con las presentes tanto en la clona control
como en la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4. Los resultados de proliferacion y
diferenciacién de estas clonas parecen indicar que el crecimiento lento
derivado de la sobreexpresion de Myc/Dp71c produce el ambiente idoneo para
la diferenciacion y el crecimiento de neuritas, ya que esta isoforma se
encuentra principalmente en la membrana y por lo tanto, se puede sugerir que
forma complejos con proteinas responsables del rearreglo y formacién de
neuritas.

La clona PC12 Tet-On/Dp71c-5 presenta diferencias con respecto a las
otras clonas que expresan la misma isoforma, ya que a pesar de que su
crecimiento es también lento, la mayoria de células no produce neuritas. Las
células de esta clona crecen muy pegadas entre si, lo cual puede estar
evitando el correcto rearreglo de la membrana y su consiguiente estiramiento
para el crecimiento de neuritas. El crecimiento en cumulos parece comparable
con la morfologia que adquieren las plaguetas al momento de agregarse:
células aplanadas que extienden filopodia para adherirse mejor al sustrato
(Nachmias 1980)  Dado que el grupo de Dp71d, especialmente Dp71c, ha sido

descrito en la membrana de las plaquetas e involucrado con el proceso de
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adhesion y rearreglo del citoesqueleto en estas células (Cerecedo 2005, Cerecedo 2006)
es probable que en la clona PC12 Tet-On/Dp71c-5 la proteina Myc/Dp71c
promueva la adhesion célula/célula y al sustrado pero, a diferencia de PC12
Tet-On/Dp71c-1 y Dp71c-4, no produce el rearreglo del citoesqueleto para el
crecimiento de neuritas o este es muy poco.

La morfologia de las células diferenciadas varia segun la isoforma que
sobreexpresa: Myc/Dp71c confiere una forma estrellada multipolar, con
neuritas delgadas, semejante a una neurona motora, mientras que Myc/Dp71a,
al igual que la clona control, presentan tanto neuronas multipolares como una
morfologia de neuronas bipolares que pudieran ser del tipo sensitivo. Un
estudio reciente demostré que los grupos Dp71d y Dp71f se expresan de
manera diferencial en dos tipos de neuronas: Dp71d es mayormente
encontrada en neuronas bipolares (GABAérgicas) y Dp71f en multipolares
(glutamatérgicas), ambas del hipocampo, por lo que su expresion parece estar
relacionada con las funciones sinapticas de las neuronas (Redriguez-Mufioz 2015)

De acuerdo a lo anterior, se puede sugerir que a pesar de que Dp71a y
Dp71c se encuentran clasificadas dentro del mismo grupo, cada una tiene una
funcién especifica y por lo tanto se favorece la diferenciacion a dos tipos de
neuronas distintas. Sin embargo, es importante resaltar que las células PC12
se diferencian a neuronas simpaticas, las cuales tienen funciones diferentes a
las neuronas del cerebro

Asimismo, se debe recordar que es posible que la sobreexpresion de
Myc/Dp71c aumente la expresion proteinas enddgenas, entre ellas la isoforma
Dp71ab, del grupo Dp71f y esto induzca a las células PC12 a diferenciarse con
el fenotipo de neurona multipolar.

En correspondencia con lo encontrado a nivel macroscépico, los
marcadores de proliferacion PCNA y Ciclina B se expresan en mayor
proporcion en la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 con respecto al control y a la
clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 (Figura 25). Este resultado es interesante y es
congruente con lo obtenido por Herrera-Salazar y colaboradores (2016) en
donde en las células PC12 Tet-On que proliferan de manera acelerada se
observa el aumento considerable en la expresion de PCNA. Asi como lo
obtenido en diferentes estudios en donde los niveles de Ciclina B se

encuentran aumentados en células PC12 con proliferacion exhacerbada (Mark
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1997) y disminuidos con proliferacion lenta (Vilarreal-Silva 2011, Sema 2014) - comparadas
ambas con células control.

Sin embargo, estas mismas proteinas reducen su expresion al adicionar
NGF. Esto puede indicar que aunque en algunas células de la clona PC12 Tet-
On/Dp71a-4 la replicaciéon se encuentre disminuida en presencia de NGF, el
efecto no es uniforme, por lo que el crecimiento exhacerbado se mantiene con
las células en donde la replicacién no se encuentra afectada.

A pesar de que la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 tiene un crecimiento
marcadamente menor que la clona control, al comparar los marcadores de
proliferacion seleccionados, ninguno se encuentra modificado (Figura 24). Lo
anterior sugiere que los procesos de replicacion y mitosis no se encuentran
afectados, por lo menos a grandes razgos, y resalta la necesidad de analizar
otras proteinas involucradas en este proceso para determinar de qué manera
esta actuando la isoforma Dp71c.

La expresién de B-distroglicano no fue comparable a lo descrito por
Herrera-Salazar ?9®), ya que a pesar de que la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4
prolifera de manera acelerada, sus niveles de B-distroglicano son comparables
con la clona control. En concordancia con lo observado por Aragén 91 |a
clona con mayor capacidad de diferenciacion es la que tiene mayor expresion
de esta proteina. No obstante, como [-distroglicano es una proteina
multifuncional (Bozz 2009 no se puede tener la certeza de que otras funciones
relacionadas con ambas proteinas estén alteradas y por ello se obtienen estos
resultados.

En todas las clonas analizadas la expresiéon de FAK es uniforme entre
ellas y aumenta una vez adicionado el NGF. Estos resultados parecen
contradictorios a lo encontrado por Herrera-Salazar y colaboradores (206) en
donde la clona con proliferacién elevada posee mayor cantidad de FAK
comparada con su control. Sin embargo, es importante resaltar que en ambos
trabajos se induce la sobreexpresion de isoformas distintas de Dp71 y aun
cuando el crecimiento celular se ve aumentado con la sobreexpresién de
Dp71a de manera similar que con de Dp71Ar7s-79, los niveles de proliferacion
pueden ser diferentes asi como las vias por las cuales se produce este y otros
efectos observados en las células PC12 TetOn, y por consiguiente, el perfil de

las proteinas expresadas puede ser también diferente.
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Ademas, a pesar de que se ha demostrado que la cascada que activa
FAK es necesaria para la progresion del ciclo celular (-¢¢ 2004) también se ha
relacionado con la neuritogénesis pues su ausencia elimina puntos de
adhesion indispensables para la direccion y crecimiento de neuritas (Navaro 2014),
Esto se debe principalmente a que posee muchos sitios de fosforilaciéon que
responden a estimulos diversos y cada uno se relaciona con un proceso
diferente Mitra2005) Por |o tanto, el aumento en su expresion no es determinante
para que la maquinaria celular se dirija hacia proliferacién o diferenciacion.

Similar a lo observado a nivel morfolégico, los niveles de expresion de las
proteinas relacionadas con diferenciacion Biitubulina y HspB1 son menores en
la clona PC12 Tet-On/Dp71a-4 que en la clona control, pero los niveles de
enolasa son similares. Por otra parte, la clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 tiene los
niveles mas altos de los tres marcadores seleccionados sin la adicion de NGF.
Solamente una proteina por clona se incrementa durante la diferenciacion (B
tubulina en la clona control, HspB1 en PC12 Tet-On/Dp71a-4 y enolasa en
Dp71c-4). Con lo anterior se puede proponer que las células PC12 Tet-On ya
estan predispuestas a un fenotipo neuronal y que posiblemente exista en ellas
mas de una via que lleve al proceso de diferenciacion en la cual las diferentes
isoformas de la distrofina actuan.

Un dato importante a resaltar es el hecho de que, a pesar de que las
proteinas totales utilizadas fueron cosechadas a 9 dias de cultivo, no todas se
obtuvieron al mismo tiempo, lo que puede ocasionar que el cultivo no se
encontrara en las mismas condiciones y por lo tanto, el experimento no es
totalmente reproducible. Ademas, el control de carga utilizado es Grb2, que si
bien en el laboratorio se ha determinado que no existe cambios hasta el dia 6
de cultivo (Aragon 2016) - esto sblo se realizd en la clona PC12 con la isoforma
Dp71a7879 y, como se ha visto en este estudio, todas las clonas pueden
comportarse de manera diferente. Por ello, es importante repetir este
experimento obteniendo los extractos al mismo tiempo y utilizando como
control de carga B-actina.

En resumen, los resultados obtenidos en el presente estudio muestran
que la sobreexpresion de las dos isoformas del grupo Dp71d producen efectos
diferentes en dos de los procesos celulares mas importantes para el

mantenimiento del SNC: proliferacién y diferenciacion. Esto contribuye a la
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importancia de determinar si las funciones de las isoformas esta involucrada
con regiones tanto dentro como independientes del CTD, asi como con
factores estructurales, ya que Dp71a y Dp71c difieren en su estructura
tridimensional debido al procesamiento de los exones 71-74 en esta ultima.
Ademas, este procesamiento provoca la pérdida del sitio de unién a sintrofinas
(Ceccarinni 1997) nor lo que los efectos heterogéneos observados pueden estar
relacionados a los diferentes complejos proteicos que forman. Asimismo, se
destaca la necesidad de analizar con mayor profundidad los procesos en los
que participan estas dos isoformas, ya que se expresan en diferentes etapas
del crecimiento embrionario (Ceccarinni 1997, Schofield 1994) y gn diferentes tejidos y
tipos celulares (Austin 1995, Austin 2002, Aragon 2016 en preparacion)

Este trabajo las puertas para determinar ademas que efectos produce la

sobreexpresion de todas isoformas de Dp71 descritas hasta la fecha.
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8. CONCLUSIONES

Las clonas PC12 Tet-On/Dp71a-4, Dp7c-1, Dp71c-4 y Dp71c-5 expresan
las isofomas Dp71a y Dp71c tanto a nivel de mMRNA como de proteina.

La expresibn de las proteinas recombinantes ocurre de manera
independiente a la adicién de DOX, excepto en PC12 Tet-On/Dp71c-4 cuya
expresion es inducible con DOX, alcanzando la maxima expresion con 500
ng/ml.

En células no diferenciadas, la proteina recombinante Myc/Dp71a se
localiza en citoplasma y periferia celular y en menor cantidad en nucleo.
Esta distribucién se mantiene en células diferenciadas a 9 dias con NGF,
observandose también a lo largo de las neuritas. Ademas, colocaliza con [3-
distroglicano tanto en células no diferenciadas como en diferenciadas.

La sobreexpresion de la proteina Myc/Dp71a causa una proliferacién mas
rapida de las células PC12 Tet-On/Dp71a-4 en comparacion con la clona
control.

La mayoria de las células con sobreexpresion de la proteina Myc/Dp71a
adicionadas con NGF no presentan neuritas en comparacién con las clonas
PC12 Tet-On/Dp71c. Las células diferenciadas con NGF son, en su
mayoria, bipolares y sus neuritas son gruesas y cortas.

El nivel de las proteinas PCNA vy Ciclina B1 se encuentra elevado en la
clona PC12 Tet-On/Dp71a-4, mientras que PBu tubulina y HspB1 se
encuentran en menor proporcidn ambos comparados con los niveles
obtenidos de las clonas PC12 Tet-On/Dp71c-4 sin NGF.

En las clonas PC12 Tet-On/Dp71c-1, Dp71c-4 y Dp71c-5, la proteina
recombinante Myc/Dp71c se encuentra principalmente en la periferia
celular, con muy poca cantidad en citoplasma y nucleo en células no
diferenciadas. En células diferenciadas se localiza principalmente en
periferia y se observa a lo largo de las neuritas y citoplasma. En las clonas
PC12 Tet-On/Dp71c-1 y Dp71c-4 se observan cumulos de proteina a lo
largo de la membrana.

Las clonas PC12 Tet-On/Dp71c-1, Dp71c-4 y Dp71c-5 proliferan mas lento
que las clonas PC12 Tet-On/Dp71a-4 y control.
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10.

11.

Con la adicion de NGF, la mayoria de las células de clonas PC12 Tet-
On/Dp71c-1y Dp71c-4 son multipolares, con neuritas delgadas y de mayor
longitud que las presentes en la clona control.

La clona PC12 Tet-On/Dp71c-5 forma cumulos de células aun con la
adicion de NGF. Una menor proporcion de células de esta clona forma
neuritas, las cuales son anchas y cortas, comparadas con las de las clonas
PC12 Tet-On/Dp71c-1y Dp71c-4.

La clona PC12 Tet-On/Dp71c-4 tiene un nivel de expresion elevado de B
tubulina, comparado con la clona PC12/Tet-On Dp71a-4 y control, sin NGF
y este valor se mantiene constante con la adicién de NGF. Las proteinas
PCNA, Ciclina B1 y Enolasa son comparables en esta clona con la clona
control y el nivel de B-distroglicano es mayor tanto en células no

diferenciadas como en diferenciadas.
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9. PERSPECTIVAS

Identificar los factores que promueven un incremento en la proliferacién de
la clona PC12 Tet-On/Dp71a como respuesta a la sobreexpresion de la
isoforma Dp71a.

Identificar los factores que promueven un incremento en la diferenciacion
de las clonas PC12 Tet-On/Dp71c como respuesta a la sobreexpresion de
la isoforma Dp71c.

Identificar a las proteinas cuya expresidon esta afectada por la
sobreexpresion de las isoformas Dp71a y Dp71c, por geles
bidimensionales y espectrometria de masas.

Determinar la capacidad de adhesién para las clonas PC12 Tet-On/Dp71a
y PC12 Tet-On/Dp71c.

Determinar las proteinas que forman complejos con las isoformas Dp71a 'y
Dp71c para conocer mas acerca de su posible funcion.

Evaluar la expresion de otros marcadores de proliferaciéon, asi como
ensayos de citometria de flujo para determinar la fase del ciclo celular que
se encuentra afectadas en las clonas PC12 Tet-On/Dp71a-4 y Dp71c-4.
Caracterizar otras clonas que sobreexpresen a la isoforma Dp71a.

Obtener la secuencia completa de Myc/Dp71a y Myc/Dp71c de las clonas

Dp71a-4 y Dp71c-1 para asegurar que no existan cambios importantes.
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