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RESUMEN

La distrofia muscular de Duchenne es una enfermedad hereditaria ligada
al cromosoma X, la cual causa degeneracion muscular progresiva debido a
mutaciones en el gen DMD. Este gen posee varios promotores que expresan
diferentes distrofinas. La Dp71 esta presente principalmente en el cerebro y se
ha descrito que pacientes con mutaciones localizadas en la regién codificante
para Dp71, que afectan significativamente la expresion de la proteina, presentan
un cuadro severo de retraso mental. Esta distrofina presenta una variedad de
isoformas que difieren en varios exones, asi como en su localizacion celular.

Con el objetivo de estudiar las funciones de las regiones de las isoformas
de Dp71, se disefi6 una proteina mutante llamada Dp71a7s-79 que presenta los
exones 63-77 y carece de los exones 78 y 79, que le confieren una regién
carboxilo terminal diferente a las demés isoformas. Esta distrofina mutante fue
transfectada en dos sistemas: uno que expresa la proteina de manera
constitutiva, generando la clona PC12 C11, la cual presenta una alta tasa de
diferenciacion, mientras que en el otro sistema, clona PC12 Tet-On B10, la
expresion de la proteina mutante es inducible, generando una alta tasa de
proliferacion.

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar en forma comparativa
ambas clonas que expresan a la Dp71la7s-79, Observando que las dos clonas
presentan una alta tasa de proliferacion, determinada por curvas de crecimiento,
en donde la clona PC12 Tet-On B10 mostré mayor proliferacion celular, asi como
la expresion incrementada de marcadores moleculares de procesos
proliferativos, como FAK, Ciclina B y PCNA. Sin embargo, solo la clona PC12
C11 present6 una alta tasa de diferenciacion de acuerdo al andlisis morfométrico,
con mayor cantidad de neuritas y de mayor longitud y el incremento en la
expresion de marcadores moleculares como B 1l tubulina y HspB1, presentes en
el proceso de diferenciacién. En conclusién, se observé que la presencia de los
exones 63-77 es suficiente para producir una alta tasa de proliferacion y

diferenciacion celular en la linea PC12.
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SUMMARY

Duchenne muscular dystrophy is a hereditary disease linked to the X
chromosome. Mutations in the DMD gene cause progressive muscle
degeneration. This gene has different promoters encoding for a diversity of
proteins called dystrophins. Dp71 is highly expressed in the brain and it has been
reported that DMD patients with mutations located in Dp71 coding region, which
significantly affect protein expression, show a severe mental retardation. Dp71
presents a variety of isoforms that differ in several exons as well as in their cellular
distribution. With the aim of studying the different functions of the Dp71 regions,
we generated a Dp71 mutant protein called Dp71a7s-79, which has exons 63-77
but lacks the exons 78 and 79; therefore, has a different carboxy terminal end that
the other Dp71 isoforms. This dystrophin mutant was transfected in a constitutive
system, the clone PC12 C11 that has a high rate of differentiation, and in an
inducible system; the clone PC12 Tet-On B10, showing a high proliferation rate.
This study aimed to evaluate both clones overexpressing Dp71a7s-79. It was found
that both clones have a high proliferation rate, according to the growth curves.
PC12 Tet-On B10 clone showed the highest cell proliferation rate and the higher
expression of molecular markers involved in proliferation (FAK, cyclin B and
PCNA), while PC12 C11 clone showed a high differentiation rate. According to
the morphometric analysis, more and longer neurites were observed. A higher
expression of differentiation molecular markers as -1l Tubulin and HspB1 was
also observed.

In conclusion, it was observed that the expression of exons 63-77 induces a high

rate of PC12 cell proliferation and differentiation.
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1. INTRODUCCION

1.1. Distrofia muscular
Las distrofias musculares son un grupo de desoOrdenes hereditarios

heterogéneos que comparten caracteristicas clinicas y que se caracterizan por
desarrollar debilidad muscular progresiva que afecta a musculos de las
extremidades, axiales y faciales en grados variables (Emery, 2002).

Existen varios tipos de distrofias musculares, pero destacan dos por la
severidad en la que se ve afectado el individuo que la padece. La distrofia
muscular de Duchenne (DMD) y la distrofia muscular de Becker (DMB), son
desérdenes causados por mutaciones en el gen DMD el cual codifica para una
proteina de citoesqueleto de 427 kDa llamada distrofina (Dp427). La mayoria de
las mutaciones en el gen DMD conducen a la ausencia completa de la distrofina,
mientras que la presencia de niveles bajos de la proteina truncada se encuentra
en los pacientes con DMB (Ahn & Kunkel, 1993; Kunkel et al., 1986; Monaco,
Bertelson, Liechti-Gallati, Moser, & Kunkel, 1988).

La DMD es una enfermedad recesiva ligada al cromosoma X, que produce
desgaste progresivo del musculo, afectando a 1 de cada 3500 nifios. Los
individuos que padecen esta enfermedad se ven forzados a usar silla de ruedas
antes de cumplir 12 afios, su esperanza de vida es de alrededor de 20 afios, y
generalmente fallecen debido a fallas respiratorias (Ahn & Kunkel, 1993; Hugnot
et al., 1992). Sumado a estos desérdenes, también pueden ocurrir mutaciones
en los genes que codifican para los componentes del complejo de proteinas
asociadas a la distrofina (DAPC), las cuales causan otras formas de distrofia
muscular como la distrofia muscular congénita y la distrofia muscular del anillo
0seo (Blake, Weir, Newey, & Davies, 2002; Davies & Nowak, 2006).

Los primeros sintomas de la DMD se observan generalmente entre los 2 'y
5 afos de edad, cuando el sujeto presenta marcha de pato, dificultad para subir
escaleras, dificultad para correr y retraso al caminar. Posteriormente se observa
el comienzo de la pseudohipertrofia de los musculos de la pantorrilla, hay
debilidad en las extremidades y se presenta el signo de Gower (el uso de los
brazos para ponerse de pie estando en posicion recostado). Eventualmente la
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fuerza de las extremidades inferiores disminuye, conduciendo a la dependencia
a unasilla de ruedas. La mayoria de los pacientes mueren en su segunda década
de vida, debido a complicaciones respiratorias por la debilidad en los musculos
intercostales e infecciones respiratorias, también puede presentarse disfuncion
cardiaca o cardiopatias (Blake et al., 2002).

Los pacientes con BMD y DMD presentan a menudo discapacidades
cognitivas lo cual sugiere que la deficiencia de la distrofina también causa
alteraciones en la funcion cerebral (Blake & Kroger, 2000; Dubowitz & Crome,
1969). Se ha propuesto que la distrofina Dp71 esté involucrada en el retraso
mental que padece uno de cada tres pacientes con DMD (Hugnot et al., 1992).

Si la mutacion causante de la distrofia permite la expresion de una proteina
truncada, sin cambio en el marco de lectura, se produce una forma pequefa pero
funcional de la distrofina, este escenario causa la BMD. En cambio, si la mutacion
afecta el marco de lectura de la proteina, entonces se puede producir un codon
de paro y una terminacién prematura, produciéndose una proteina trunca
pequefia, lo que genera niveles bajos de la distrofina o inestabilidad de la misma,
resultando el fenotipo de la DMD (Blake et al., 2002; Emery, 2002).

1.2. Distrofina: Gen y Proteina
El gen DMD esta localizado en el cromosoma X y es a la fecha el gen

humano mas largo, con aproximadamente 2.5 Mb de secuencia genémica. El gen
estd compuesto por 79 exones y codifica para una familia de 7 proteinas
diferentes. La longitud del transcrito es de aproximadamente 14 Mb y la proteina
codificada por este transcrito fue llamada distrofina debido a que su pérdida
causa la distrofia. (Ahn & Kunkel, 1993; Marquez et al., 2003; Muntoni, Torelli, &
Ferlini, 2003).

En cuanto a la funcion de las distrofinas se ha reportado que junto con las
demas proteinas pertenecientes al DAPC, conectan el citoesqueleto a la matriz
extracelular (Ervasti, 2007), protegen a las fibras musculares de dafio mecéanico
en la contraccidn y su ausencia hace susceptibles a estas células a dafio y
necrosis (Le Rumeur, Winder, & Hubert, 2010). La distrofina también juega un

papel en procesos de sefializacion y se relaciona con la modulacién del tono
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adrenérgico por nNOS (Brenman, Chao, Xia, Aldape, & Bredt, 1995; Ricotti et al.,
2015).

El transcrito de DMD de longitud completa se expresa a partir de tres
promotores situados en el extremo 5 del gen, que se regulan de manera
independiente y son nombrados de acuerdo al tejido con mayor expresion. El
promotor B3 se expresa principalmente en neuronas corticales e hipocampo, el
promotor P se expresa en células de Purkinje y masculo esquelético y el promotor
M se expresa principalmente en musculo esquelético, cardiomiocitos y en
pequefias cantidades en células gliales (Blake et al.,, 2002; Boyce, Beggs,
Feener, & Kunkel, 1991; Klamut, Gangopadhyay, Worton, & Ray, 1990). Dentro
del gen se encuentran cuatro promotores cada un usa un primer exén unico entre
los exones 30, 45, 56 y 63, para generar los productos proteicos Dp260, Dp140,
Dp116 y Dp71/Dp40 (Figura 1) (Boyce et al., 1991; Byers, Lidov, & Kunkel, 1993;
Chelly et al., 1990; D'Souza et al., 1995; Gorecki et al., 1991; Klamut et al., 1990;
Lidov, Selig, & Kunkel, 1995; Nudel et al., 1989)

La distrofina de longitud completa es una proteina de citoesqueleto de 427
kDa y es miembro de la familia de proteinas (B-espectrina/a-actina. Esta familia
se caracteriza por un dominio de unién a actina en su extremo amino terminal,
seguido por un numero variable de unidades repetidas conocidas como repetidos
tipo espectrina. En general la proteina contiene 4 regiones distintas: la region
amino terminal, una region central, un dominio rico en cisteina y un dominio
carboxilo terminal (Ahn & Kunkel, 1993). El dominio central esta compuesto por
24 unidades repetidas que son similares a repetidos de triple hélice de espectrina,
se cree que estos repetidos dan a la molécula una estructura tipo rodillo flexible,
similar a la B-espectrina. Los repetidos estan interrumpidos por 4 regiones ricas
en prolina, la dltima region esta unida a un dominio WW, el cual es un modulo de
union que presentan proteinas de regulacion y sefalizacion. También se ha
observado que este dominio se une a sustratos ricos en prolina de manera
analoga al dominio homaélogo src 3 (SH3). El dominio WW media la interaccién
entre B-Distroglicano y distrofina, ya que el dominio citoplasmatico del B-

Distroglicano es rico en prolina; sin embargo, este dominio completo no parece
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requerirse para la interaccion con el Distroglicano, ya que la isoforma Dp71 posee
solo una parte del dominio WW y aun asi se une a B-Distroglicano (Blake et al.,
2002; Rybakova, Amann, & Ervasti, 1996).

El dominio WW separa al dominio central de la region rica en cisteina y el
dominio carboxilo terminal. La region rica en cisteina consiste de dos motivos EF
que son similares a los que posee a-actina y pueden unir Ca?*. El dominio ZZ es
también parte del dominio rico en cisteina y contiene un nimero conservado de
residuos de cisteina que forman sitios de coordinacion para cationes divalentes
como el Zn?*. Este dominio se une a calmodulina de manera dependiente de
calcio, y no parece ser necesario para la interaccion entre la distrofina y el -
Distroglicano (Blake et al., 2002; Macias et al., 1996; Ponting, Blake, Davies,
Kendrick-Jones, & Winder, 1996).

El dominio carboxilo terminal contiene dos regiones de polipéptidos que
forman a hélices y cada una de ellas tiene 7 repetidos conservados similares a
los encontrados en zippers de leucina, esta regidén forma un sitio de unién para
distrobrevina y modula la interaccion entre sintrofina y otras proteinas asociadas
a distrofinas (Blake et al., 2002; Burkhard, Stetefeld, & Strelkov, 2001; Sadoulet-
Puccio, Rajala, & Kunkel, 1997). En la figura 1 se muestra un esquema de la
estructura de la distrofina y los promotores antes descritos.

0 500 1000 1500 2000 2500 kb
[3 R 8,

IT 'f IT (I [ 1 nillllTIIIIlII Ir IIIIrII el II;II Ll |

Dpa278 Dp260 Dp140 Dp116
Dpd27™

Dpa27P ﬂ

s B e

Figura 1. Representacién esquematica de la organizacién del gen de la DMD. El gen DMD
se localiza en el locus Xp21 del cromosoma X. Los diferentes promotores generan isoformas de
longitudes variables, que en general presentan una regiébn amino terminal, repetidos tipo
espectrina, una regién rica en cisteina y un extremo carboxilo terminal (Muntoni et al., 2003).
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Se sabe que la distrofina se une al sarcolema del masculo por un complejo
de al menos 10 proteinas. Este complejo se extiende desde la membrana y se
une por el citoesqueleto de actina, a la ldmina basal del masculo, por lo que
podria corresponder a un puente que conecta el interior de la fibra muscular con
el exterior. A su vez este complejo puede disociarse en tres complejos diferentes;
el complejo distroglicano, el complejo sarcoglicano-sarcospan y el complejo de
distrofina citoplasmatica, como se muestra en la figura 2 (Davies & Nowak, 2006;
Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1992; Michele & Campbell, 2003).

| C%(% Laminin

Collagen
. o)

Dystroglycans

Extracellular
matrix Sarcolemma Caveolin-3

Intracellular .
(Sarcoplasm) Syntrophlnsl

a-Dystrobrevin
C terminus

Cysteine-

Cytoskeletal rich domain

F-actin

Spectrin
| repeats

Dystr'ophin

Figura 2. Complejo de proteinas asociadas a distrofina (DAPC) en el sarcolema. Las
distrofinas son capaces de asociarse a una gran cantidad de proteinas en la membrana celular y
forman un complejo que varia de acuerdo al tejido en el que se encuentre; sin embargo, se puede
clasificar en tres grupos, el conjunto sarcoglicano-sarcospan, el grupo distroglicano y el grupo de
proteinas citoplasmaticas (Davies & Nowak, 2006).

En cerebro se ha observado que el complejo de DAPC comprende a- y B-
Distroglicano, p2-sintrofina y distrobrevina. En particular B-Distroglicano es la
proteina mas abundante en este complejo, y se asocia intracelularmente con
distrofina y extracelularmente con a-Distroglicano, formando un enlace continuo
entre la matriz extracelular y el citoesqueleto (Austin, Howard, D'Souza, Klamut,
& Ray, 1995; Rosa, Ceccarini, Cavaldesi, Zini, & Petrucci, 1996).

Se ha reportado que B-Distroglicano y sintrofina se unen a Grb2, que es
un mediador de la via de sefalizacion de Ras, sugiriendo un papel importante en
la transduccion de sefiales. Grb2 a su vez recluta a la cinasa de adhesion focal
(FAK) al DAPC. Por otro lado, la sintrofina también se une a la sintasa neuronal
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de oxido nitrico (NNOS), canales de Na*, SAPK3, calmodulina y cinasa diacil
glicerol ¢ (Brenman et al., 1995; Yang et al., 1995).

En el cerebro se han encontrado mdultiples complejos de proteinas
asociadas a distrofina, la diversidad de estos complejos se debe a la presencia
de las diferentes isoformas de las distrofinas y de las DAPs, un ejemplo de ello
es la presencia de proteinas como [B-distrobrevina y y-sintrofina en el DAPC
neuronal, las cuales no se expresan en complejos musculares. Se cree que la
Dp427 se expresa Unicamente en células neuronales, ya que se ha encontrado
en diferentes poblaciones de neuronas incluyendo células piramidales y de
Purkinje. Ademas, se ha asociado en sinapsis excitatorias e inhibitorias como el
complejo GABA-ar-Dp71. También interactia con proteinas que modulan la
organizacién de los complejos de sefializacién y sinapsis glutamatérgicas, la
pérdida de Dp71 afecta la maduracion sinéptica (Blake, Nawrotzki, Loh, Gorecki,
& Davies, 1998; Daoud et al., 2009; Lidov, Byers, Watkins, & Kunkel, 1990; Waite,
Brown, & Blake, 2012).

El complejo Dp71-DAPC se asocia con proteinas claves en sefializacion
como FAK, c-Scry Grb2 que se conocen por contribuir en el crecimiento neuritico,
morfogénesis de dendritas y plasticidad sinaptica (Lauri, Taira, & Rauvala, 2000;
Moeller, Shi, Reichardt, & Ethell, 2006; Robles & Gomez, 2006).

1.3. Distrofina Dp71
La distrofina Dp71 se transcribe a partir de un promotor localizado entre

los exones 62 y 63 del gen DMD y es el producto de este gen que se expresa en
niveles mas altos en el cerebro (Austin et al., 1995; Bar et al., 1990). La expresién
de esta distrofina se ha observado en células pluripontentes embrionarias y es el
primer producto del gen DMD detectable durante el desarrollo. Ademas, se ha
observado que la Dp71 se expresa en vasos sanguineos en el cerebro, en
terminaciones perivasculares de astrocitos y en cultivos de astrocitos y de células
gliales de Miiller en retina, lo que sugiere que Dp71 tiene un rol en la barrera
hematoencefalica (Aleman et al., 2001; Dalloz et al., 2003).

Su funcion se asocia con eventos morfogenéticos y de diferenciacion

terminal de diferentes tejidos y 6rganos, incluyendo el sistema nervioso central y
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periférico, nodulos linfaticos, pulmones y vasos sanguineos, entre otros
(Anderson, Head, Rae, & Morley, 2002; Lumeng, Hauser, Brown, & Chamberlain,
1999; Ricotti et al., 2016; Sarig et al., 1999). También juega un papel importante
en procesos de adhesion y proliferacion de células neuronales (Enriquez-Aragon
et al., 2005; Herrera-Salazar et al., 2016; J. Tan et al., 2015).

En cerebro de ratones Dp71-null, la pérdida de Dp71 causa la reduccion
del nimero de sinapsis maduras, densidad sinaptica reducida y alteracion de la
morfologia de la zona activa post-sinaptica. Por otro lado el comportamiento de
los ratones Dp71-null revela una reduccién en el instinto exploratorio, inhibe el
reflejo del miedo y afecta el aprendizaje y la memoria, ademas participa en la
reactividad emocional del animal, el cual pierde la curiosidad (Daoud et al., 2009).

Esta isoforma es el producto mas abundante del gen DMD en cerebro, se
ha descrito que pacientes con mutaciones localizadas en la region codificante
para Dp71, que afectan significativamente la expresion de la proteina, presentan
un cuadro severo de retraso mental (Bresolin et al., 1994).

Dp71 es el producto estructuralmente mas heterogéneo de las isoformas
de la distrofina, tiene un amino terminal Unico de siete amino&cidos y contiene el
dominio rico en cisteina y el carboxilo terminal de la distrofina, region crucial para
la union con los complejos de proteinas asociadas con distrofina, y carece del
dominio tipo espectrina 'y del amino terminal comun (Bar et al., 1990; Cox, Phelps,
Chapman, & Chamberlain, 1993; Hugnot et al., 1992).

Dp71 sufre procesamientos alternativos en los exones 71-74y 78 en varios
tejidos generando multiples productos de Dp71. El procesamiento en los exones
71-74 no cambia el marco de lectura, mientras que el procesamiento en el exén
78 elimina los 13 aminoacidos del marco original y agrega 31 aminoacidos con
funcién aun desconocida (Austin et al., 1995). El grupo con el exon 78 intacto, el
cual es llamado Dp71d, incluye a las isoformas Dp71, Dp7la y Dp71lc. En
ausencia del exon 78 ocurre un cambio en el marco de lectura dando lugar al
grupo llamado Dp71f, que tiene tres variantes, Dp71b (si el ex6n 71 esta
presente), Dp71ab (si el exon 71 esta ausente) y Dp71a110 (carece de los exones

71-74). Por ultimo el grupo denominado Dp71e incluye a las isoformas Dp71le y
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Dp71l1ec, que poseen 34 pares de bases del intron 77, como se puede observar
en la figura 3 (Aragon et al., 2016; Saint Martin et al., 2012).

Dp7le Dp7ld Dp7I1f
Ex71-74 Ex77 Y Y M

Dp71 mRNA ATG — TAA== TAG ==TAA=AAAA
0B OB GE D E 6D @ DpTl
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[V E) LT DLSASSSLYY)

Figura 3. Esquema de las isoformas de Dp71. Se indican los codones de paro de los grupos
Dp71e (TAA), Dp71d (TAG) y Dp71f (TAA), la localizacion de los exones 71-74 (Ex71-74) y 77
(Ex77) se muestran en gris oscuro y el esquema del procesamiento alternativo de los exones 71,
71-74 y 78 en lineas punteadas. Se muestran en color gris claro los exones presentes en los tres
grupos de las distrofinas Dp71 (Dp71a, Dp71f y Dp71e) asi como en la Dp40. (Aragon et al.,
2016).

Se ha analizado la localizacion de las diferentes isoformas de Dp71 en
transfectantes transitorias de la linea celular PC12 utilizando proteinas
recombinantes que contienen una etiqueta del epitope c-Myc ligada a la Dp71.
Se report6 que las recombinantes c-Myc-Dp71a, c-Myc-Dp71ab, y c-Myc-Dp71e
se localizaron principalmente en la membrana y citoplasma celular, mientras que
c-Myc-Dp71c y c-Myc-Dp71ec se localizaron en la membrana celular de células
no diferenciadas. De manera interesante, las isoformas c-Myc-Dp71a, c-Myc-
Dp71e y c-Myc-Dp71ec se localizaron en el nucleo en células diferenciadas con
NGF (Figura 4). Adicionalmente, las isoformas se observaron en conos de
crecimiento y neuritas de las células diferenciadas, en presencia de NGF (Aragon
et al., 2016).

Ademas del estudio en las células PC12 se ha analizado la localizacion de
la Dp71 en otras lineas celulares como HEK293, donde se encontré la isoforma
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Dp7lab en el nucleo, mientras que la Dp71b se encontré en citoplasma vy
fracciones nucleares (Nishida et al., 2016). Un estudio con células HelLa, C2C12
y N1E115 reportd que la ausencia de los exones 71y 78 hacen que la Dp71 se
localice principalmente en el citoplasma, mientras que la pérdida del exén 78
produce una localizacién principalmente nuclear (Gonzalez et al., 2000).

A Dp71d Dp7If Dp7le
Dp71a Dp7lc Dp71ab Dp7le

Dp7lec

10 pm

25pum 25 pum

Figura 4. Localizacion subcelular de las proteinas recombinantes c-Myc-Dp71 expresadas
en células PC12 Tet-On. (A) Localizacién subcelular de las proteinas recombinantes c-Myc-Dp71
en células no diferenciadas (B) Localizacion subcelular de las proteinas recombinantes c-Myc-
Dp71 en células diferenciadas a los 6 dias de tratamiento con NGF. Verde: Proteinas c-Myc-
Dp71, Azul: Nucleos (Aragon et al., 2016). Las barras indican el tamafio en pym.

Se ha observado que existe una expresion diferencial entre los
componentes del DAPC en células PC12 diferenciadas y no diferenciadas. Se
reportd la presencia del complejo Dp71ab, B-Distroglicano, a1-Sintrofina, B-
Distrobrevina y a, B y y sarcoglicano en células no diferenciadas, mientras que
en células diferenciadas se encontré el complejo Dp71ab, B-Distroglicano, a1-
Sintrofina, B-Distrobrevina, nNOS y & sarcoglicano, lo que sugiere que existe

plasticidad del DAPC en el sistema nervioso de acuerdo a las necesidades de la
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célula. Por ello, se sugiere que Dp71 esta involucrada en el anclaje y/o en la
organizacion de componentes especificos de membrana (Romo-Yanez et al.,
2007).

Para estudiar el papel de los dominios de Dp71, Aragon y colaboradores
(2011) generaron la mutante Dp71Av7s-79, por delecion in vitro de los exones 78 y
79. La secuencia de DNA de esta distrofina mutante fue clonada en el vector
pcDNA4/HisMax-TOPO-TA, el cual permite agregar una bandera que codifica
para el epitope “Xpress” en el extremo amino de la proteina de interés como se

observa en la figura 5 (Aragon et al., 2011).

pcDNA4/HisMax"-
TOPO®
5274 bp

Figura 5. Caracteristicas del vector pcDNA4/HisMax©-TOPO-TA. El vector contiene
el promotor de citomegalovirus para regular la expresion del gen de interés y usa como antibiético
de seleccion Zeocina, que se afiade al medio de crecimiento para la y el mantenimiento de las

clonas (Invitrogen, 2012).

En este trabajo, Aragon y colaboradores (2011) utilizaron la linea celular
PC12 para expresar a la mutante Dp71A7s-79y estudiar su efecto. Se aislo la clona
denominada C11, la cual en presencia del factor de crecimiento neural (NGF),
mostré un nivel alto de expresion de la Dp71A7s.79. ESto mostré que los exones
63 al 77 son capaces de estimular el proceso de diferenciacion neuronal y de
regular la expresion de isoformas de Dp71 endogenas. Esta mutante se

esquematiza en la figura 6 (Aragon et al., 2011).
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Figura 6. Composicién de los exones de la mutante Dp72147s-79. @) Comparacion de Dp71A7s.
79 con otras isoformas de Dp71. b) Distroglicano: B-Dg, Sintrofina: Syn, Distrobrevina: Db. b)
Comparacion de las secuencias carboxilo terminal de Dp71A7s-70 con otras isoformas de Dp71. 1:
Exo6n Unico de Dp71, H: Etiqueta de Histidinas, X: Epitope Xpress fusionado a Dp71Ars-79 (Aragon
etal., 2011).

DpTla

En el estudio de la mutante Dp71A7s-79 Se observd que la proteina se
localizé mayoritariamente en la periferia celular, sugiriendo que los exones 78-79
pueden participar en la regulacién de la localizacién nucleo/citoplasma de las
isoformas de Dp71 (Aragon et al., 2011). Con respecto a la accion del NGF en
las células que expresan esta mutante se observo que se estimula el proceso de
diferenciacion de las células transfectadas, con lo que se confirmo que los exones
68-77 son suficientes para inducir la estimulacién de la diferenciacién y no se
requiere de los exones 78 y 79 (Aragon et al., 2011).

Para continuar con el estudio de la mutante Dp71A7s-79 Se construyo la
clona PC12 Tet-On que contiene un sistema de expresion inducible de la
mutacion con doxiciclina. Las caracteristicas de ambos vectores se presentan en
la tabla 1. Con esta estrategia se logro obtener la clona PC12 Tet-On B10, la cual
fue seleccionada por tener la menor expresion de la proteina sin el inductor y un
nivel alto de la misma en presencia de doxiciclina. Trabajos preliminares han
mostrado que con este sistema la tasa de proliferacion de las células es tres
veces mas alta que las células control (células transfectadas con el vector sin
distrofina), y que pese a la presencia de NGF, la tasa de diferenciacion es baja
y, latasa de crecimiento y extension de neuritas esta disminuida (Herrera-Salazar
et al., 2016).
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Marcador de

Proteina . Tamafo
Nombre seleccién en
expresada . (Kb)
mamiferos
pTet-On rtTA Neomicina 7.37
pTRNI|Ey2Cpur- Myc-Dp71A7s79  Puromicina 5.2

Tabla 1. Caracteristicas de los vectores contenidos en la clona B10 (Clontech, 2002, 2012).

Los estudios de localizacion celular previamente realizados muestran que,
al igual que la clona C11, en la clona B10 la proteina c-Myc-Dp71A7s-79 se localiza
en la periferia celular; sin embargo, la clona B10 también muestra localizacion de
esta proteina en el citoplasma lo que se puede atribuir a la saturacion de la
membrana por la concentracién de ésta proteina (Herrera-Salazar et al., 2016).

1.4. Células PC12
La linea celular PC12 proviene de un feocromocitoma adrenal de rata, que

tiene la capacidad de diferenciarse a un fenotipo neuronal en respuesta al NGF.
Esta linea celular presenta 40 cromosomas homogéneos y muy cercanos al
estado diploide. Estas células acumulan pequefias vesiculas en las neuritas y en
sus terminaciones dendriticas. Como respuesta al tratamiento con NGF. También
son capaces de sintetizar neurotransmisores como dopamina y catecolamina,
entre otros (Greene & Tischler, 1976).

Las células diferenciadas por estimulo del NGF cesan su division celular,
presentan extensiones de neuritas, se vuelven eléctricamente excitables,
expresan marcadores neuronales y producen microvesiculas tipo sinapticas. Al
retirar el estimulo de NGF pierden sus neuritas y revierten su fenotipo a células
cromafines (Klesse, Meyers, Marshall, & Parada, 1999).

PC12 es un excelente modelo celular para el estudio de las distrofinas
Dp71 y Dp40, ya que los transcritos de Dp260, Dp140 y Dp116 no se expresan,
siendo Dp71 y Dp40 las Unicas distrofinas expresadas en esta linea celular. A la
fecha se sabe que estas células expresan las isoformas Dp71ab, Dp71c, Dp71a,
Dp71c, Dp7le y Dp7lec (Aragon et al., 2016; Saint Martin et al., 2012), y su
expresion es regulada finamente durante la diferenciacion celular, los bajos
niveles de expresion preceden a la sinaptogénesis mientras que altos niveles de

expresion coincide con un aumento rapido del nimero de uniones sinapticas.
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También se ha observado que las isoformas se distribuyen diferencialmente en
la célula y son relocalizadas en el proceso de diferenciacion debido a las
modificaciones post traduccionales como la fosforilacidén y/o glicosilaciéon, entre

otros eventos(Aragon et al., 2016; Marquez et al., 2003).

1.5. Factor de crecimiento neural (NGF)
La familia de las neurotrofinas son factores peptidicos solubles que se

requieren para el desarrollo y diferenciacion del sistema nervioso de embriones
de vertebrados. Esta familia de factores se unen a la familia Trk de los receptores
de tirosin cinasas (RTK). Esta unién activa diversas moléculas de sefializacion
intracelulares y como resultado activa sefiales para la diferenciacion de las
neuronas sensoriales y simpaticas, con el objetivo de evitar la muerte celular, es
necesario el estimulo de las neurotrofinas para la sobrevivencia y diferenciacion
celular (Klesse et al., 1999; Santos, Verveer, & Bastiaens, 2007).

El factor de crecimiento neural es un miembro de esta familia y se une con
alta afinidad al receptor Trk A en la superficie de las células PC12, resultando en
la dimerizacion y transfosforilacion del mismo. En su estado fosforilado se une a
una gran variedad de moléculas activando diferentes vias de sefializacion como
Ras, PI3K, PLCy, etc. (Klesse et al., 1999; Lee & Juliano, 2004).

La via Ras se activa con la induccion de NGF en células PC12, estimulando
la cascada de cinasas Raf-l, B-raf, MAP cinasa, MEK y cinasas reguladoras de
sefales extracelulares (ERK 1 y ERK 2), quienes al fosforilarse se traslocan al
nacleo permitiendo el crecimiento de neuritas (Sun et al., 2006). En células PC12
se ha observado que el NGF induce la diferenciacion celular a través de la
activacion transitoria de la via Ras-ERK; sin embargo, esta activacion es
insuficiente para observar el crecimiento de neuritas, el NGF ademas induce la
activacion sostenida de M-Ras-ERK, ambas vias de sefalizacién son capaces de
activar la diferenciacion celular, como se muestra en la figura 7 (Sun et al., 2006).
La activacion con NGF es suficiente para producir neuritogénesis en células
PC12, se ha observado un aumento en los niveles del transcrito y de la proteina
Dp71 en presencia al NGF (Marquez et al., 2003), sugiriendo que la Dp71 tiene
un papel en la funcién y desarrollo neuronal. Se ha reportado que la expresion
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de la proteina Dp71 se incrementa en paralelo con el desarrollo cerebral,
indicando que la Dp71 juega un papel relevante en el desarrollo del sistema
nervioso central (Jung, Filliol, Metz-Boutigue, & Rendon, 1993; Moizard et al.,
2000).
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Figura 7. Viade sefializacion de la diferenciacién celular inducida por NGF en células PC12.
El NGF es captado por el receptor celular TrkA, que induce la activacion de las proteinas Ras, M-
Ras y Rap 1 quienes activan una cascada de sefializacion que producen la diferenciacién y
adhesién celular (Sun et al., 2006).

1.6. Sistema Tet-On
El sistema Tet-On es un sistema inducible de expresion de genes para células

de mamifero y es usado para incrementar los niveles de proteinas de interés en
la célula. Este sistema ha sido ampliamente usado en el estudio de proteinas con
funciones represoras, reguladoras, tirosin fosfatasas, de unidon a RNA, etc.
(Clontech, 2012). EIl sistema Tet-On contiene elementos de regulacion de

Escherichia coli, en donde la proteina represora Tet controla negativamente el

operon de resistencia a tetraciclina, en el transposén Tnl10. TetR bloquea la
transcripcion de estos genes por su union a la secuencia del operador de tet
(tetO) en ausencia del agente inductor. Un componente importante de este
sistema es la proteina reguladora de tipo reversa del represor Tet (rTetR) la cual
tiene 4 cambios de aminoacidos, un carboxilo terminal de 127 aminoacidos del
dominio de activacion del virus herpes. Lo anterior convierte al represor en un

activador transcripcional, produciéndose una proteina hibrida conocida como
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transactivador, controlado por tetraciclina (rtTA), que contiene genes de
resistencia a neomicina. Un segundo componente es el plasmido de respuesta el
cual expresa el gen de interés bajo el control del elemento de respuesta a
tetraciclina (TRE), este consiste en 5 repetidos directos de 42 pares de bases,
conteniendo a tetO localizado rio arriba del promotor de citomegalovirus
(PminCMV). Ambos componentes deben estar transfectados en la misma célula
para que el sistema funcione, donde rtTA se une a TRE y activa la transcripcion
en presencia de doxiciclina. La doxiciclina es una tetraciclina sintética que
funciona como molécula inductora en este sistema, cuando la doxiciclina se une
a la proteina Tet-On produce un cambio conformacional que le permite
interaccionar con el operador tet localizado en el promotor. Este sistema esta
finamente regulado y es muy especifico, ademas se ha probado en una gran

variedad de células eucariéticas (Clontech, 2012; Urlinger et al., 2000).
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Figura 8. Regulacion de genes en el sistema Tet-On, mapa del vector Tet-On y plasmido
pTRE2pur-Myc para la expresion de la proteina Dp71A7s.79. El represor reverso de Tet (rTetR)
fue creado con cuatro cambios de aminoacidos que hacen que la proteina responda a doxiciclina,
Como resultado de estos cambios el dominio rTetR de rtTA se une a TRE y activa la transcripcion
en presencia de doxiciclina. El plasmido pTRE2pur-Myc presenta la secuencia TRE, el promotor
de citomegalovirus y el sitio de multiclonacion donde se inserta la proteina de interés; mientras
que el plasmido pTet-On expresa la proteina rtTA que en conjunto con la doxiciclina induce la
expresion de la proteina de interés. Pcvv: Promotor de Citomegalovirus, rtTA: Transactivador tet
reversa (Clontech, 2012).
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2. JUSTIFICACION

Se ha reportado que la presencia de los exones 63-70 y 72-77 incrementa
el crecimiento de neuritas y la proliferacion en la clona PC12 C11 mientras que
en la clona PC12 Tet-On B10 se observa exclusivamente una tasa de
proliferacion alta .Por lo anterior, en el presente trabajo se estudid de manera
comparativa a las clonas PC12 C11 y PC12 Tet-On B10, que expresan a la
distrofina Dp71a7s-79, con el propdsito de contribuir al conocimiento de los
mecanismos moleculares que participan en los procesos de diferenciacion y

proliferacion.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Estudiar comparativamente a las lineas celulares PC12 Tet-On clona B10 y

PC12 clona C11, que expresan de manera estable a la distrofina Dp71A7s-79.

3.2. Objetivos particulares

1. Verificar la presencia de DNA, mRNA y proteina Dp71A7s-79 €n las lineas
celulares PC12 Tet-On B10y PC12 C11.

2. Evaluar la tasa de proliferacion de las lineas celulares PC12 Tet-On B10
y PC12 C11.

3. Evaluar la tasa de diferenciacion de las lineas celulares PC12 Tet-On
B10y PC12 C11.

4. Determinar la localizacion celular de la distrofina Dp71A7s-79 en las lineas
celulares PC12 Tet-On B10 y PC12 C11.
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Caracterizar a las lineas celulares - PCR
PC12 Tet-On B10y PC12 C11 * RT-PCR

 Secuenciacion

(DNA, mRNA y proteina Dp71Azq.7) Te

» Curvas de crecimiento

» Expresién de marcadores de
proliferacion (PCNA, Ciclina B, FAK)

Evaluar la tasa de proliferacion de

PC12 Tet-On B10y PC12 C11

Evaluar la diferenciacion de PC12 | .,':3”%5 fe giffrer;:ia;ifé? cincién
Tet-On B10y PC12 C11 xpresioén de marcadores de diferenciacié

(BIll Tubulina, NSE, HSPB1)

Determinar la localizaciéon celular de «Inmunofluorescencias dirigidas a las
la distrofina Dp71A,5.,9 PC12 Tet-On proteinas cMyc-Dp71A,5.44 Y Xpress-
B10y PC12 C11 Dp71Azg.79

Figura 9. Diagrama general de trabajo.

En este proyecto se plante6 analizar de manera comparativa a la clona PC12
CllyalaclonaPC12 Tet-On B10, ambas sobreexpresan a la proteina Dp71a7s-
79. En ensayos previos se observé que las dos clonas presentan diferentes
caracteristicas fenotipicas. La clona PC12 C11 presenta una alta tasa de
diferenciacion en comparaciéon con la clona PC12 Tet-On B10 que presenta una
alta tasa de proliferacion. Como primer paso en la caracterizacion de ambas
clonas se planteo llevar a cabo la verificacion de la expresion del DNA, transcrito
y proteina Dp71a7s-79 €en cada una de las clonas por medio de ensayos de Western
Blot, extraccion de RNA total, RT-PCR, y secuenciacién. A continuacion, se
evalué la tasa de proliferacion y diferenciacion de cada clona utilizando curvas
de crecimiento y analisis de la morfologia celular, evaluando el tamafio y nimero
de neuritas. Finalmente se evaluo la expresién de los marcadores de proliferacion
PCNA, FAK 'y Ciclina B y marcadores de diferenciacién como {3 Ill Tubulina, NSE
y HSPB1. Por ultimo, se determind la localizacion de la distrofina mutante en cada

una de las clonas en estudio.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cultivos celulares
Se usaron las células PC12, PC12 Tet-On transfectadas con el vector

vacio clona (c3), en adelante “Vector Control (VC)”, PC12 Tet-On clona B10, en
adelante B10, PC12 Tet-On, en adelante Tet-On y PC12 clona C11, en adelante
C11. La clona B10 (Herrera-Salazar et al., 2016) y C11 (Aragon et al., 2011) se
transfectaron con los plasmidos pTRE2pur-Myc y pcDNA4/HisMaxTOPO que
expresan a la proteina Dp71A7s-7o.

Las células PC12 se sembraron en medio DMEM (Gibco), suplementado
con 5% de suero fetal bovino (Gibco), 100 U/ml de penicilina (Gibco), 1 mg/ml de
estreptomicina (Gibco) y 0.25 ug/ml de micostatina (Gibco), a 37°C en una
atmésfera himeda con 5% de COz. La clona C11 fue cultivada en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle) suplementado con 10% de suero inactivado de
caballo (Gibco), 5% de suero fetal bovino (Gibco), 100 U/ml de penicilina (Gibco),
1 mg/ml de estreptomicina (Gibco), 200 pg/ml de Zeocina (Invitrogen) y 0.25
pug/ml de micostatina (Invitrogen) a 37°C en una atmésfera humeda con 5% de
CO:a.

Las células B10, que fueron transfectadas con el vector pTRE2pur-
Myc/Dp71a7s-79, ¥ la clona c3 transfectada con el vector control VC, se
mantuvieron con medio de crecimiento DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) suplementado con 10% de suero de caballo inactivado (Gibco), 5% de
suero fetal bovino libre de tetraciclinas (Clontech), 100 U/ml de penicilina (Gibco),
1 mg/ml de estreptomicina (Gibco), 150 pg/ml de geneticina (Invitrogen) y 350
ng/ml de puromicina (Clontech), a 37°C en una atmoésfera humeda con 5% de
CO2. La clona Tet-On fue cultivada en el mismo medio sin puromicina. La
induccién de la expresion de Dp71A7s-79 se realizd adicionando 500 ng/ml de

doxiciclina al medio de acuerdo a los requerimientos del sistema.

5.2. Extraccion de DNA gendmico
La extraccion del DNA gendémico de las clonas antes mencionadas se

realiz6 usando cultivos de células confluentes, las células se removieron
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mecanicamente y se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos, posteriormente se
hicieron dos lavados con 1 ml de PBS (KH2PO4 15 mM, K2HPO4 15 mM, NaClz
154 mM a pH7.2).

A continuacion, las células se resuspendieron en 500 ul de buffer de lisis
(Tris-HCI 500 mM a pH8, EDTA 100 mM a pH8, Sarcosyl 0.5%) adicionado con
RNAsa A, a una concentracion final de 0.1 pg/ul y se incubaron a 37°C por 1 h.
Al término de la incubacién se agrego6 Proteinasa K a una concentracion final de
100 pg/ml y se incubaron las muestras a 65°C por 1 h. Posteriormente se
adicionaron 500 pl de fenol saturado con Tris-HCI pH 8 y se incubé la mezcla por
5 min, agitando por inversion ocasionalmente. Al término se adicionaron 250 pl
de cloroformo y se incubd la mezcla por 5 min, posteriormente se centrifugd a
12,000 rpm por 10 min y se recupero la fase acuosa, este paso se realizo 2 veces.

Para la purificacion del DNA se precipitd la fase acuosa con 250 pl de
Acetato de amonio 7.5 M y 500 ul de etanol absoluto frio, a 20°C toda la noche.
Posteriormente, se centrifugd a 14,000 rpm a 4°C por 15 min, se decantd el
sobrenadante y a la pastilla se le adicionaron 500 pl de etanol al 70%. Se
centrifugd de nuevo a 14,000 rpm por 15 min, el sobrenadante se decantd y la
pastilla se dej6é secar para luego ser resuspendida en agua desionizada. Se
mezclé 1 ul de DNA total con 1 pl de buffer de muestra BXG 6x (Azul de
bromofenol 0.25%, Xilen cianol 0.25%, Glicerol 30%) y se verificd su integridad
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (Gibco), tefiido con bromuro de
etidio en buffer TBE 0.5x (Tris-Borato 45 mM, EDTA 1 mM). El extracto de DNA

fue almacenado a 20°C. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

5.3. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA
El RNA total se extrajo de cultivos celulares confluentes usando Trizol

(Invitrogen) a temperatura ambiente por 5 minutos, después se adicionaron 200
ul de cloroformo por cada ml de Trizol, se agité la muestra 15 segundos por
inversion y se dej0 reposar a temperatura ambiente de 2 a 3 minutos.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm por 15 minutos a
4°C, terminado el tiempo de centrifugacion se extrajo la fase acuosa y se
adicionaron 500 pl de isopropanol al 100% por cada ml de Trizol, dejando reposar
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10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se centrifugé 10 minutos a
12,000 rpm a 4°C y se decant0 el sobrenadante, se adicion6 1 ml de etanol frio
al 75% y se centrifugd a 7,500 rpm, después se decantd el sobrenadante y el
precipitado se resuspendié en agua. Se mezcld 1 ul de RNA total con 1 ul de
buffer de muestra BXG 6x y se verificd su integridad mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio en buffer TBE 0.5x y se
almaceno a -80°C hasta su uso. El cDNA fue sintetizado con el kit “SuperScript Il
Reverse Transcriptase” a partir del RNA total obtenido anteriormente se realizo
la siguiente mezcla: 10.5 pl RNA total, 4 yl Buffer DNasa 10x y 4 pyl DNasa (1
u/ul), esta mezcla se incubé 20 min a temperatura ambiente y después de la
incubacion se inactivo con 1.5 ul EDTA 25 mM a 70°C por 10 min. Posteriormente
se tomaron 7 pl de RNA libre de DNA, 1 ul oligonucleétidos “random primers”, 1
MIANTP mix (10 mM de cada uno) y 3 ul H20. Esta mezcla se calent6 a 70°C por
5 min y terminada la incubacion se trasfirio a hielo rapidamente. Se adicionaron
a la mezcla 4 pl de Buffer First-Strand 5x, 2 ul DTT 0.1M, 1 ul RNasa OUT (40
U/ul) y 1 I RT SuperScript Il, esta mezcla se incubd a 42°C por 60 min, y a 70°C
por 15 min. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

5.4. PCR
Las reacciones de PCR usadas en este trabajo se realizaron usando 25 pl

de la siguiente mezcla: 2.5 ul Buffer PCR 10x, 1.75 pl MgCl2 50mM, 0.15 ul Taq
DNA Polimerasa (2 U/ul), 0.5 yl dNTP mix (10 mM de cada uno), 0.5 pl
oligonucledtido forward, 0.5 ul oligonucledtido reverse, 17.1 ul H20 y 2 ul DNA.
Los experimentos se realizaron en un termociclador Applied Biosystems. Se
verifico la presencia del DNA correspondiente a la distrofina Dp71a7s-79 con los
oligonucledtidos Xpress Forward y BGH reverse para la clona C11 y su control la
clona PC12, mientras que para las clonas B10 y VC se usaron los
oligonucleétidos pTRE 2 5’ forward y pTRE 2 3’ reverse. Se verifico la presencia
del RNA correspondiente a la distrofina Dp71A7s-79 con los oligonucleotidos Exon
77 forward y BGH reverse para la clona C11 y su clona control PC12, mientras
gue para las clonas B10 y su vector control se usaron los oligonucle6tidos Exén
77 forward y pTREZ2 3’ reverse. Para la clona B10 se usaron células inducidas y
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sin inducir y se cuantifico la expresion relativa del mMRNA en el ciclo 28. Se usaron
los iniciadores Actina 1 forward y Actina 2 reverse para amplificar la secuencia
de B-actina como control de carga. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado.

En la tabla 2 se muestran las secuencias de los oligonucledtidos, los

productos esperados y las condiciones de reaccion.

DNA o mRNA Primer Secuencia 5’ a 3’ Producto Condiciones de PCR
DNA B10 pTRE2 5’ TGGCATCAATGCAGAAGCTG 2083 pb 94°C/30s, 68°C/3min
Dp71A7s.70 PTRE23  AACAATCAAGGGTCCCCAAACT P por 35 ciclos
DNA C11 é) F;\f:;rsd TATGGCTAGCATGACTGGT 2124 pb 94°C/30s, 65°C/3min
Dp71a7s7e BGH TAGAAGGCACAGTCGAGG P por 35 ciclos

mRNA B10 Exoén 77 CTCCCCAGGACACAAGCACAG 137 vb
Dp71la7s.70 pTRE2 3 AACAATCAAGGGTCCCCAAACT P 95°C/30s, 55°C/30s,
mRNA C11 Exén 77 CTCCCCAGGACACAAGCACAG 189 ob 72°C/30s por 30 ciclos
Dp71a78-7 BGH TAGAAGGCACAGTCGAGG P
ti Actinal  TTGTAACCAACTGGGACGATATGG 763 ob 95°C/30s, 60°C/30s,
B-actina Actina 2  GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG P 72°C/30s por 28 ciclos

Tabla 2. Condiciones de lareaccién de PCR para Dp71ars.79 Y B actina (Aragon et al., 2011)

5.5. Secuenciacion
Se utilizé el DNA de las clonas B10 y C11 para realizar 2 reacciones de

PCR como se indic6 anteriormente, el volumen total de las muestras se sometio
a electroforesis en geles de agarosa al 1%, se cortaron los fragmentos de DNA
del gel y se eluyeron con TBE 0.5x en 150 pl de buffer de elusién (10 ml
CH3COONHa4 7.5 M, 200 pl buffer de carga) por 1:30 h a 100 V. Al término de la
electroelucion se obtuvieron 400 ul de solucion y se precipitaron con 1 ml de
etanol absoluto toda la noche a 20°C. Posteriormente las muestras se
centrifugaron a 12,000 rpm por 15 min, se retird el sobrenadante, se agreg6 1 ml
de etanol al 70% y se volvié a centrifugar a 12,000 rpm por 15 min. Se dej6 secar
la pastilla y el precipitado se resuspendié en agua desionizada. Se mezclé 1 ul
de DNA con 1 ul de buffer de muestra BXG 6x y se verificO su pureza mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio en buffer TBE
0.5x y se almacené a -20°C. Posteriormente las muestras se sometieron a una
reaccion de secuenciacion usando el dye deoxy terminator cycle sequence kit
(Applied Biosystems) y el secuenciador ABI Prism sequencing 310 (Applied

Biosystems). Las reacciones de secuenciacion se realizaron con un volumen final
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de 20 pl; 2 ul del DNA purificado, 8 pl de la mezcla de reaccion del Kit Terminator
Ready, 4 pl de oligonucledtidos (pTREZ2 3’ para la clona B10 y BGH para la clona
C11) y 6 ul de agua. Se mezclaron cuidadosamente y se amplificaron con 40
ciclos de reacciéon a 94°C/30s 55°C/30s y 60°C/4 min.

5.6. Curva de induccion con Doxiciclina
Se cultivaron células de la clona B10 en cajas de 12 pozos, 500,000

células por pozo con 1 ml de medio como se indica en el apartado de cultivos
celulares. Las células se trataron con las concentraciones de doxiciclina; 0, 50,
100, 200, 500 y 1000 ng/ml. Se cosecharon las células a las 24 h y se realiz0 el
conteo celular, la extraccidbn de proteinas y posteriormente el Western Blot

correspondiente. El experimento se realizé por duplicado.

5.7. Extraccién de proteinas celulares
Las proteinas fueron obtenidas a partir de las células cultivadas en las

diferentes condiciones, las células fueron removidas de la superficie de la caja
Petri y se centrifugaron por 5 min a 5000 rpm para recuperarlas. Las células se
lavaron con PBS y se lisaron con buffer de lisis (50 mM de Tris-HCI pH 7.4, 150
mM de NaCl, 1% de Tritdbn 100x y 1x de inhibidores de proteasas). Los extractos
proteicos se almacenaron a 20°C para su analisis posterior. Después de la
extraccion de proteinas se determind la concentracion de proteina total por el
método de Bradford. Se utiliz6 una curva de la proteina BSA (Albumina de suero
bovino) con concentraciones conocidas de 0.5 a 5 pg/ml diluida en agua
desionizada. Se colocaron por duplicado las muestras de proteinas para
cuantificar, se ajustaron a 40 ul con agua desionizada y se agregaron 180 pl del
reactivo de Bradford. Se midi6 la absorbancia de la placa en el lector de
microplacas modelo 680 (Bio-Rad) a 595 nm, se promediaron los valores y se
calculo la concentracion de proteina de cada muestra. Todos los experimentos

se realizaron por duplicado.

5.8. Western Blot
El extracto de proteina total fue resuspendido en buffer de electroforesis

(250 mM de Tris-HCI, 10% de Dodecil sulfato de sodio (SDS), 10% de B-
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mercaptoetanol, 20% de glicerol y 0.5% de azul de bromofenol). 30 ug de proteina
fueron separados electroforéticamente en geles de poliacrilamida-SDS de 10%.
Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa a 23 mAmp
durante 18-20 horas, a una temperatura de 4°C. Al término la membrana fue
blogueada con leche baja en grasa al 5% en agitacion, durante 2 horas, y a
temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se incubaron toda la
noche con anticuerpos primarios a 4°C. Las diluciones de los anticuerpos y los
lavados se realizaron con TBS-T (10 mM Trizma pH8, 0.15 M NaCl y 0.005% de
Tween 20). Todas las membranas fueron tratadas con el anticuerpo anti-actina o
GRB2 como proteina control.

Para la deteccion de las proteinas de interés se uso un sistema basado en
la peroxidasa de rabano: Western Blot ECL (Amersham Pharmacia Biotech), en
donde los anticuerpos secundarios anti-lgG de raton o de conejo estan
conjugados con peroxidasa para detectar el anticuerpo primario. Para obtener la
expresion relativa de cada proteina, la intensidad de la banda fue cuantificada
por escaner densitométrico usando el software ImageJ (NIH, USA). Se obtuvo la
relacion entre el valor de cada proteina y GRB2. Todos los experimentos se
realizaron por duplicado. En la tabla 3 se describen los anticuerpos, las diluciones

a las que se usaron y las proteinas que detectaron.
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Dilucién del

Anticuerpo Proteina detectada :
anticuerpo
. . WB 1:200 en TBS-T
Anti-Xpress (Invitrogen) Dp71A7s-79 IF: 1:150 en PBS
. WB: 1:250 en TBS-T
cMyc (Santa Cruz Biotechnology) Dp71A7s-79 IF: 1:25 en PBS
HSPB1 (Abcam) HSPB1 WAB: 1:500 en TBS-T
PCNA (Sigma) PCNA WAB: 1:500 en TBS-T
WAB: 1:1000 en TBS-
FAK (Santa Cruz Biotechnology) FAK T
IF: 1:80 en PBS
CycB (Sigma) Ciclina B WAB: 1:200 en TBS-T
Tuj 1 (Invitrogen) B Il Tubulina WB: 1:500 en TBS-T
LG5 (Sigma) B Distroglicano IF: 1:100 en PBS
Alexa 594 (Invitrogen) Anti IgG de conejo IF: 1:200 en PBS
Alexa 488 (Invitrogen) Anti 1gG de ratén IF: 1:300 en PBS
Anti IgG de raton (Invitrogen) Anti 1gG de ratén we: l:5_|,_0|f)é)Gen TBS-
Anti IgG de conejo (Invitrogen) Anti IgG de conejo IF: l:lO_I,_OI(_)é)Gen TBS-
H-300 (Santa Cruz NSE (y-enolasa) WB: 100 en TBS-T
Biotechnology)
Anti-B actina (Donado por el Dr.
Manuel Hernandez CINVESTAY, B actina WB: 500 en TBS-T
México)

Tabla 3. Anticuerpos para los ensayos de Western Blot e inmunofluorescencias; WB:
Condiciones de Western Blot; LBG: Leche baja en grasas; IF. Condiciones de

inmunofluorescencias.

5.9. Curvas de proliferacion y diferenciacion

Para las curvas de crecimiento se sembraron 25,000 células de cada una
de las clonas en placas de 6 pozos con las siguientes condiciones: con suero de
caballo al 1% y al 10%, sin tratamiento, tratamiento con 1000 ng/ml de doxiciclina
y tratamiento con 500 ng/ml de doxiciclina. EI nimero de células fue determinado
por cuenta directa a los 3, 6 y 9 dias de crecimiento, usando azul de tripano y
camara de Neubauer, para realizar la cuenta viable. Cada clona se ensayo6 por
duplicado y se realizo el analisis estadistico de anova de dos vias para cada
ensayo.

Para evaluar la diferenciacion celular se sembraron 25,000 células de cada
una de las clonas en placas p30 con una concentracion de NGF 2.5s (Invitrogen)
de 50 ng/ml y el medio suplementado con 10% de suero de caballo, el cual fue

cambiado cada tres dias a todas las clonas. Para las clonas B10, VC y Tet-On se
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realizaron ensayos con y sin 500 ng/ml de doxiciclina. Cada clona se ensayo por
triplicado y se realiz6 el analisis estadistico 2way anova para cada una.

5.10. Anédlisis morfologicos de diferenciacién celular
Las células sembradas en cajas de cultivo pre-tratadas con colageno

fueron expuestas a 50 ng/ml de NGF 2.5s (Invitrogen), el cultivo en crecimiento
fue visualizado usando un microscopio Zeiss y se tomaron 10 imagenes al azar
del campo claro por caja, en los dias 0, 3, 6 y 9 del tratamiento con NGF.

Para cuantificar el indice de diferenciacion, las células con produccién de
neuritas se contaron manualmente. El grado de neuritogénesis se analizé por la
medida de la longitud de las neuritas usando el software AxioVision LE Rel. 4.7
(Zeiss). Todas las neuritas fueron medidas y se consideré la neurita mas larga
cuando se observaron ramificaciones. Para obtener el indice de diferenciacion se
obtuvo el porcentaje de células diferenciadas con prolongaciones mayores 0
menores a un cuerpo celular, respecto al numero de células en 10 campos. El
porcentaje de células con neuritas se calculé y el promedio de longitud de las
neuritas se obtuvo a partir de las medidas de todas las neuritas. Se realizaron los

experimentos por triplicado.

5.11. Ensayos de inmunofluorescencia indirecta
Los analisis de inmunofluorescencia indirecta se realizaron en células

diferenciadas y sin diferenciar a los dias 1 y 9. Las células fueron sembradas
sobre cubreobjetos previamente cubiertos con poli-Lisina L y tratadas con 500
ng/ml de doxicilina 24 horas antes del experimento. Al cumplirse los tiempos los
cubreobjetos se lavaron con buffer de citoesqueleto (10 mM de &cido 2-(n-
morfolino) etanosulfénico (MES), 150 mM de NaCl, 5 mM de EGTA, 5 mM de
MgClz2, 5 mM de glucosa) y posteriormente se realizé la permeabilizacion celular
con 0.4% de Triton 100x y se fijaron las células con 4% de paraformaldehido en
buffer de citoesqueleto, por 5 min. Las células se lavaron 3 veces por 5 minutos
con buffer de citoesqueleto y se fijaron con paraformaldehido al 4% en buffer de
citoesqueleto por 20 minutos. A continuacion, los cubreobjetos se lavaron con

PBS, éstos fueron bloqueados con 0.5% de gelatina en PBS por 1 hora, y
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posteriormente se lavaron nuevamente con PBS. Los anticuerpos primarios,
diluidos en PBS, fueron afadidos a los cubreobjetos e incubados toda la noche
a 4°C. Posteriormente se lavaron los cubreobjetos para quitar el exceso de
anticuerpos primarios con PBS y se incubaron los anticuerpos secundarios Alexa
488 (Invitrogen) o Alexa 594 (Invitrogen) por 1 hora a temperatura ambiente, para
detectar la sefial del anticuerpo primario. Las muestras se lavaron con PBS y
fueron cubiertas con el medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, Inc.).
Las imagenes fueron tomadas con el objetivo 40X usando el microscopio
confocal Leica TCS SPE. Para analizar la distribucion de cada proteina de
interés, se tomaron 10 campos al azar para cada condicion. Se realizaron los

experimentos por triplicado.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizaciéon de las clonas C11y B10
El primer paso en el proyecto fue caracterizar a las clonas C11 y B10 para

verificar que tuvieran el fragmento de DNA correspondiente a la distrofina
Dp71A78-79 y expresaran a las proteinas recombinantes Xpress-Dp71A78-79 y
Myc-Dp71A78-79. Se realizd la extraccion del DNA gendmico y se hicieron
reacciones de PCR con los oligonucleétidos pTRE2 5 ypTRE2 3’ para la clona
B10, y Xpress Forward y BGH para la clona C11, como se describen en la tabla
2, para amplificar los fragmentos de DNA de Dp71A7s.79, que Se encuentran
insertados en los respectivos vectores. Se observaron en ambas lineas celulares
las bandas de amplificacion de los fragmentos de Dp71 con el peso esperado
(Figura 10a).

A continuacién, se corroboré la expresion del mRNA de la distrofina Dp71Avs-
79 realizando la extraccion del mismo y una reaccion de RT-PCR con
oligonucledtidos que amplificaron a partir del exén 77 (Tabla 2). En la figura 10b
se muestran las bandas de aproximadamente 200 pb amplificadas a partir de
ambas clonas, también se cuantificé la expresion relativa de RNA de la clona B10
en células tratadas y sin tratar con doxiciclina. Se observd que la expresiéon
relativa en las condiciones de induccion es significativamente mayor a las células

sin tratar con doxiciclina (Figura 10c).
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Figura 10. Presenciade DNAy mRNA de Dp71A7s-79€en las clonas C11y B10. a) PCR del DNA
genodmico total de las clonas C11 y B10 utilizando los oligonucleétidos Xpress forward y BGH
para la clona C11 y pTRE2 5 y pTRE2 3’ para la clona B10 b) Amplificacién del cDNA de la
distrofina Dp71A7s-79 en la clona C11 usando los oligonucleétidos Exén 77 y BGH; y B10 con y sin
doxiciclina con los oligonucleétidos Exén 77 y pTREZ2 3’ ¢) Expresion relativa de cDNA en la clona
B10 tratada y sin tratar con doxiciclina. M: Marcador de peso molecular. Los experimentos se
realizaron por triplicado.

Posteriormente se realiz6 la secuenciacion de los fragmentos de DNA
desde el exdn 77 hasta las regiones fusionadas con el vector, para corroborar la
ausencia de los exones 78 y 79 en cada clona. Se comprobé que ambas clonas
presentan la region correspondiente al exon 77 de la distrofina Dp71a7s-79 y

carecen de los exones 78 y 79 (Figura 11).
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Figura 11. Secuencia del DNA de la distrofina Dp71Ass.79 en las clonas Cl11 y B10.
Alineamiento de las secuencias de Dp71A7s.79 Obtenidas en ambas clonas, comparadas con la
secuencia reportada de la distrofina Dp71a. Los colores verde y azul corresponden a la region de
la distrofina Dp71a7s-79 de la clona C11 y B10 respectivamente, y el color gris muestra las bases
sin alinear. La linea roja corresponde al exén 77 en rojo, exon 76 esta indicado en azul y el exén
75 en negro. Los experimentos se realizaron por duplicado.
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A continuacion, se analiz6 la expresion de las proteinas recombinantes
Xpress-Dp71A7s-79 'y Myc-Dp71A7s-79 en cada clona, utilizando anticuerpos
dirigidos en contra de las respectivas etiquetas fusionadas a la distrofina. Se
realizaron ensayos de WB a las 24 horas de crecimiento, para detectar a las
proteinas recombinantes presentes en las clonas C11 y B10 (Figura 12a). En la
figura 12b se observa la expresion de la distrofina en ausencia (dia 1) y presencia
de NGF (dia 9), en ambas clonas hay una reduccion significativa de la expresiéon
de la distrofina en los dias 9 de cultivo, para la clona B10 hay 226 + 67 veces
mayor expresion relativa de la proteina en células no diferenciadas, mientras que
para la clona Cl1l1 hay 271 + 74 veces mayor expresion en células no
diferenciadas. Se muestra solo el andlisis de la clona B10 tratada con doxiciclina,
ya que en ensayos anteriores por Herrera-Salazar (2016) se observé que en
estas condiciones expresan 130 + 45 veces mas Myc-Dp71Avs-79 que las células

sin induccioén.
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Figura 12. Expresién de la distrofina Dp71Ars.79 en las células B10y C11. a) WB de las clonas
C11 y B10 a las 24h de cultivo, se presenta a la clona B10 en ausencia y presencia del inductor
doxiciclina. b) Expresion relativa de la distrofina Dp71A7s-79 al dia 1 de cultivo sin NGF y a los 9
dias de cultivo con NGF. Los anticuerpos usados fueron el anti-Xpress para la clona C11 y anti-
cMyc para la clona B10, descritos en la tabla 3. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Para conocer la concentracion de doxiciclina mas conveniente para inducir
la expresion de la proteina Dp71A7s-79 se utilizaron diferentes concentraciones de
doxiciclina (0, 50, 100, 200, 500 y 1000 ng/ml) y se determiné que la
concentracion adecuada para realizar la induccion de la proteina es 500 ng/ml de
doxiciclina, ya que induce la expresion considerable de la distrofina sin tener un

efecto importante en la viabilidad (Figura 13a). También se analiz6 el efecto de
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la doxiciclina sobre la viabilidad celular, observandose que a las 24 h de induccion
con doxiciclina el porcentaje de viabilidad celular no disminuy6 (Figura 13b).
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Figura 13. Curvas de viabilidad y expresidn de la distrofina Dp71A7s.79 en las células B10.
a) Curva de expresion relativa de la proteina Dp71Az7s.79, utilizando diferentes concentraciones de
doxiciclina; 0, 50, 100, 200, 500 y 1000 ng/ml a las 24h de cultivo. El WB se realizdé usando el
anticuerpo anti-cMyc. b) Viabilidad celular de la clona B10 en presencia del tratamiento con
doxiciclina durante 24h de cultivo. Los experimentos se realizaron por triplicado.

6.2. Curvas de proliferacién
Se analizé el efecto de la sobreexpresion de la proteina Dp71A7s-79 en la

proliferacion de las clonas C11 y B10, utilizando dos condiciones; 1 y 10% de
suero de caballo y 25,000 células para iniciar el cultivo. La concentracion de 1%
de suero corresponde a la condicién usada en trabajos previos en un intento de
sincronizar el crecimiento celular de la clona C11 en ensayos de diferenciacion.
En los experimentos anteriores realizados con la clona C11 se observo la
proliferacion aumentada en estas células utilizando las condiciones normales de
cultivo (10% de suero de caballo) y resultaba dificil conservar a las células mas
alla del sexto dia de cultivo sin realizar un pasaje, por lo que para realizar ensayos
de diferenciacion se intentd bajar las condiciones nutricionales de las células para
prolongar los dias de cultivo. Los resultados obtenidos muestran que al utilizar
1% de suero de caballo, la proliferacion de la clona llego casi al millon de células
al dia 9; sin embargo, en presencia de 10% de suero de caballo se observo que
el crecimiento alcanza cerca de 3 millones a 9 dias (Figura 14a). Como control
de la clona C11 se usaron las células PC12 sin transfectar crecidas en las mismas
condiciones que C11 (1 y 10% de suero de caballo). Al utilizar 1% de suero de
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caballo el cultivo gener6é aproximadamente 100,000 células mientras que con
10% alcanzé casi 250,000 células en 9 dias (Figura 14b). Se observa que la clona
C11 presenta una tasa de proliferacion significativamente mas alta que el control
PC12 alos 6 y 9 dias de cultivo (Figura 14c).
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Figura 14. Curvas de proliferacién de las clonas C11y PC12. a) Curva de proliferacién de la
clona C11 b) Curva de proliferacion de la clona PC12 c) Curva comparativa de proliferaciéon de la
clona C11 y su control PC12. Experimentos realizados con 1 y 10% de suero de caballo (HS) a
los 3, 6 y 9 dias de cultivo; células iniciales=25,000. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Para analizar la proliferacion de la clona B10 se us6 10% de suero de
caballo y dos tratamientos uno con 1000 ng/ml y el segundo con 500 ng/ml de
doxiciclina. En el primer experimento se analizé el comportamiento de la clona
B10 y su control la clona VC que corresponde a células PC12 Tet-On
transfectadas con el vector pTREZ2pur-Myc sin el inserto de la distrofina mutante.
En este caso se utilizaron 1000ng/ml de doxiciclina, con el objetivo de determinar
si la doxiciclina presenta algun afecto citotdxico en estas condiciones. Se observo
gue la clona B10 crece hasta 2 y 3.5 millones de células aproximadamente al dia
9, ademas la clona sin tratamiento presento mayor propagacion que la clona con
doxiciclina; a pesar de que presentan un comportamiento similar hasta el dia 6
(Figura 15a).

En cuanto a la clona VC se observé que al dia 9 alcanza una proliferacion
entre 300,000 y 400,000 células, y del mismo modo que la clona B10, se encontro
gue en ausencia de doxiciclina el cultivo presenté una mayor proliferacion al dia
6 (Figura 15b).
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Ademas, se analiz6 el crecimiento de la clona Tet-On sin transfectar y se
observé que al dia 9 prolifer6 hasta 300,000 células aproximadamente sin
presentar diferencias significativas con y sin el tratamiento de doxiciclina (Figura
15c). Comparando las clonas se observé que la clona B10 tuvo una tasa de
crecimiento con y sin 1000 g/ml de doxiciclina mas alta que su clona control y las
células Tet-On, con diferencias significativas desde el dia 6 y hasta el dia 9

(Figura 15d).
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Figura 15. Curvas de proliferacion de las clonas B10, VC y Tet-On. a) Curva de proliferacion
de la clona B10. b) Curva de proliferacion de la clona VC. ¢) Curva de proliferacion de la clona
Tet-On. d) Curva de proliferacién comparativa de las clonas PC12 Tet-On. Los experimentos se
realizaron con y sin doxiciclina 1000 ng/ml a los 3, 6 y 9 dias de cultivo con 10% de suero de
caballo; células iniciales=25,000. Los experimentos se realizaron por triplicado.

También se realizaron curvas de proliferacion para la clona B10 utilizando 500
ng/ml de doxiciclina y se observo que al dia 9 presenta un crecimiento entre 3.5
y 4 millones de células, siendo mayor la proliferacion de las células sin doxiciclina
(Figura 16a).

En cuanto a la clona VC se observd que al dia 9 presenté un crecimiento
alrededor de 2 millones de células, siendo mayor la propagaciéon de las células
en ausencia de doxiciclina como se observa en la (Figura 16b).

Se analiz6 también el comportamiento de las células Tet-On y se observo,
que al dia 9 alcanzan una densidad de 3 millones de células aproximadamente,
sin haber diferencia significativa entre las células con y sin 500ng/ml de

doxiciclina, en ninguno de los dias de cultivo (Figura 16c).
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Se observoé que la clona B10 con y sin 500ng/ml de doxiciclina presenta mayor
crecimiento que la clona VC y las células Tet-On a los 3, 6 y 9 dias de cultivo
(Figura 16d).

5.0x10¢
a) * PC12 Tet On B10 -Dox b) 3.0x10°

40105 -= PC12 Tet On B10 +Dox * - :,z:j :(':8” xﬁ }[[)m
" e n - OX
5 m
3 3.0«10° 2 2040°
= 3
o 8
T 2.0x108 2
% o 1010
z
1.0x10¢ M
Py ¢
0 " T T T T 1 o}
0 2 4 6 10 0 2 4 6 8 10
Dias de cultivo Dias de cultivo
8.0x10° 5.0x10¢
C) PC12 Tet On -Dox d > -8 PC12 Tet On B10 -Dox
600105 -= PC12 Tet On +Dox ) 4.0xA0° -= PC12 Tet On B10 +Dox
E - 8 -~ PC12 Tet On VC +Dox
E| 2 30400 -+ PC12 Tet On VC -Dox
o 4.0x10% ° ) PC12 Tet On -Dox
3 - o 2040 - PC12 Tet On +Dox
Z  2.0x10° z 1.0108
okt s oW T T - T 1
0 2 4 6 8 10 o 2 4 & 10

Dias de cultivo Dias de cultivo

Figura 16. Curvas de proliferacion de las clonas B10, VC y Tet-On. a) Curva de proliferacion
de la clona B10 b) Curva de proliferacién de la clona VC c¢) Curva de proliferacion de la clona Tet-
On d) Curva de proliferacién comparativa de las clonas Tet-On. Los experimentos se realizaron
sin y con 500ng/ml de doxiciclina a los 3, 6 y 9 dias de cultivo con 10% de suero de caballo.
Células iniciales=25,000. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Posteriormente se comparo la proliferacion con 10% de suero de caballo de
las clonas C11 y B10 con y sin 500 ng/ml de doxiciclina y se observé que ambas
clonas presentan una alta tasa de crecimiento, sin embargo, la mayor

proliferacion se observé en la clona B10, sin doxiciclina (Figura 17).
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Figura 17. Curva de proliferacion comparativa entre las clonas B10 y C11. Curva de
proliferacion comparativa de la clona B10 sin y con 500 ng/ml de doxiciclina y la clona C11 a los
3, 6 y 9 dias de cultivo con 10% de suero de caballo; células iniciales=25,000. Los experimentos
se realizaron por triplicado.
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A partir de lo observado en las gréficas se obtuvo la tasa de crecimiento y

tiempo de duplicacion de cada clona que se resumen en la tabla 4.

10% HS 0.3657-0.5871 48.672 24.768-52.560
C11
1% HS 0.1585-0.3957 60.024 42.048-104.976
10% HS 0.2602-0.6047 50.472 27.504-63.936
PC12

1% HS 0.0950-0.2033 111.552 81.840-175.080
+Dox 0.3271-0.4170 44.712 39.888-50.856

B10 1000ng/ml
-Dox 0.3502-0.4563 41.256 36.456-47.496
+Dox 0.1153-0.5214 52.248 31.896-144.264

VC 1000ng/ml
-Dox 0.2038-0.4093 54.264 40.632-81.624
Tet-On +Dox 0.4020-0.7477 54.416 29.448-60.376
1000ng/ml -Dox 0.4357-0.7687 58.104 22.248-68.184
+Dox 0.4331-0.4787 38.160 34.392-42.888

B10 500ng/ml
-Dox 0.4389-0.4683 37.224 34.512-40.392
+Dox 0.1881-0.3080 57.080 54.024-88.464

VC 500ng/ml
-Dox 0.2117-0.3149 53.168 52.824-78.576
+Dox 0.3561-0.4230 55.457 27.548-61.376

Tet-On 500ng/ml

-Dox 0.3472-0.3563 51.074 32.258-58.178

Tabla 4. Tasa de crecimiento y tiempos de duplicacién de las clonas estudiadas.
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6.3. Expresion de marcadores de proliferacion
Se analizo la expresion de diferentes marcadores de proliferacion celular en

las células B10, VC, C11 y PC12. Se determin0 en estas células la expresion de
Ciclina B, el antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) y la cinasa de
adhesion focal (FAK), se observaron diferencias significativas en la expresion de
la Ciclina B en células B10, comparadas con el control VC, ambos sin diferenciar
(Figura 18a). No se observa diferencia entre las células diferenciadas ni en las
células C11y PC12. Ademas, se observa que la Ciclina B se encuentra en niveles
mayores en todas las clonas sin diferenciar, aunque la diferencia no es
significativa.

Al analizar la expresion del marcador PCNA se observa que en todas las
clonas se expresa en mayor cantidad en células no diferenciadas en comparacion
con las diferenciadas (Figura 18b), no observandose diferencia significativa entre
las diferentes clonas en la misma condicion de NGF.

En relacion a la expresién de la FAK se observa que en cada clona hay
diferencia significativa entre la condicién sin diferenciar y la diferenciada (Figura
18c). Adicionalmente, hay diferencias significativas en su expresion en las células
B10 diferenciadas, y las células C11 diferenciadas y sin diferenciar.
Comparativamente, entre las células B10 sin diferenciar y las células C11 sin
diferenciar se observd que la expresion de la Ciclina B, PCNA y FAK presentan
diferencias significativas, siendo mayor la expresion en la clona B10 que en la
clona C1l1. En las células diferenciadas solo los marcadores PCNA y FAK
presentan una diferencia significativa entre ambas clonas, siendo mayor la

expresion en las células B10.
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Figura 18. Expresion de marcadores de proliferacion en las clonas B10, VC, C11y PC12. a)
Expresion de Ciclina B (55 kDa) determinada por western Blot y representada graficamente b)
Expresion del Antigeno nuclear de células en proliferacion PCNA (29 KDa) determinada por
Western Blot y representada graficamente c) Expresion de la cinasa de adhesién focal FAK (125
KDa) determinada por Western Blot y representada graficamente. Se usd la proteina GRB2 como
control de carga. Se obtuvo la expresion relativa por andlisis densitométrico. Los experimentos
se realizaron por duplicado.

6.4. Analisis morfologicos en presencia de NGF
A continuacion, se realizaron analisis morfologicos y curvas de diferenciacion

de las clonas B10, VC, C11 y PC12 en presencia de NGF. Al observar la
morfologia de las células C11 tratadas con NGF durante 3, 6 y 9 dias de cultivo
en presencia de NGF, se observo que presentan mayor cantidad de neuritas y

de mayor longitud (mayores a 2 cuerpos celulares) en comparacién con las
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células PC12. Desde el dia 3 de tratamiento con NGF se observa mayor cantidad
de neuritas por célula en la clona C11 y la longitud de las mismas aumenta a lo
largo del tiempo de cultivo observando desde el dia 6 que el 50% de la poblacién
ya presenta neuritas mayores a dos cuerpos celulares y al dia 9 el 70% de la
poblacion presenta neuritas muy largas (Figura 19 a y c), comparadas con el
control PC12 (Figura 19 b y c). Estas ultimas células también desarrollan neuritas
desde el dia 3 de cultivo con NGF y éstas aumentan su longitud durante el cultivo;
sin embargo, es hasta el dia 9 donde la mayoria de la poblacion alcanza

longitudes mayores a 2 cuerpos celulares.

Dias de cultivo 0 3 6 9

>2 cuerpos celulares
1 a 2 cuerpos celulares
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% Celulas

Dias de cultivo

Figural9. Morfologia de las clonas C11 y PC12 diferenciadas en presencia de NGF. Las
clonas C11 y PC12 fueron tratadas con NGF durante 3, 6 y 9 dias. a) Microfotografia de la clona
C11. b) Microfotografia de la clona PC12. c) Porcentaje de células que presentan neuritas con
longitudes menores a un cuerpo celular, entre uno y dos cuerpos celulares y mayores a 2 cuerpos
celulares, el porcentaje esté calculado como se indica en materiales y métodos. Los experimentos
se realizaron por triplicado.
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Al realizar el andlisis morfolégico de las clonas B10, VC y Tet-On en presencia
de NGF, se observé que la clona B10 siguié proliferando a lo largo del cultivo,
mostrando células redondeadas y agrupadas incluso al dia 9 de tratamiento, con
pocas neuritas y de longitud corta (Figuras 20a y b); sin embargo, algunas células
aisladas presentan proyecciones neuriticas largas. Como se puede observar en
la gréfica 20f, al menos un 60% de células presentan neuritas de longitud menor
a un cuerpo celular, durante todos los dias de cultivo.

En cuanto a la clona VC también presenta una poblacion grande de células
redondeadas; sin embargo, a lo largo del tiempo del cultivo la proliferacion celular
se observo considerablemente menor que en las células B10, ademas las células
del VC presentaron neuritas de pequefias a medianas, que en su mayoria tienen
longitudes menores a 1 cuerpo celular. Al comparar estos resultados con los
obtenidos con las células B10 es claro que hay una mayor cantidad de células
gue presentan neuritas de entre 1y 2 cuerpos celulares y mayores a dos cuerpos
celulares en las células VC, con la diferencia mas notoria en el dia 9 (Figuras 20c
y d).

Con respecto a la clona Tet-On se observé una morfologia principalmente
redondeada, con bajo crecimiento y con una poblacién mayor de células que
presentan neuritas con longitudes menores a un cuerpo celular, pero a diferencia
de las células B10 y VC hay una mayor cantidad de células con neuritas de entre

1y 2 cuerpos celulares desde el dia 3 (Figura 20e).
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Figura 20. Morfologia de las clonas B10, VC y Tet-On en presencia de NGF. Las clonas B10,
VC y Tet-On fueron tratadas con NGF durante 3, 6 y 9 dias de cultivo. a) Clona B10 con 500 ng/ml
de doxiciclina. b) Clona B10 sin doxiciclina. c) Clona VC con 500 ng/ml de doxiciclina. d) Clona
VC sin doxiciclina e) Clona Tet-On sin doxiciclina. f) Porcentaje de células que presentan neuritas
con longitudes menores a un cuerpo celular, entre uno y dos cuerpos celulares y mayores a 2
cuerpos celulares. El porcentaje de células fue calculado como se indica en materiales y métodos.
Los experimentos se realizaron por triplicado.
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Se analiz6 el promedio de la longitud de las neuritas y el porcentaje de
diferenciacion de las clonas y se observo en la gréfica 21b que la clona C11
presenta, desde el dia 3 aproximadamente el 80% de células diferenciadas e
incrementa este valor casi al 100% al dia 9, con diferencias significativas en los
dias de cultivo 3 y 6 con relacion a la clona PC12, en la que se observa que en
el dia 3 presenta cerca el 50% de células diferenciadas y sigue incrementando
hasta casi el 100% en el dia 9 de cultivo (Figura 21b). Los resultados mostraron
que las células C11 fueron las que mejor se diferenciaron.

Las clonas PC12 Tet-On presentaron en general, neuritas de longitudes
menores con respecto a las células PC12 y C11, siendo la clona B10 la que
presentd neuritas de menor longitud, observandose al dia 9 neuritas por debajo
de 10 ym de largo, con y sin doxiciclina. Las diferencias fueron significativas
desde el dia 6 de cultivo entre las clonas B10y VC (Figura 21a). A su vez la clona
VC y Tet-On presentaron neuritas de cerca de 15 ym al dia 9 de tratamiento con
NGF. Al analizar el porcentaje de diferenciaciéon se observd que la clona B10
presenta un 40% de diferenciacién al dia 9 de tratamiento con NGF, el nivel de
diferenciacion mas bajo del total de las clonas, mientras que las clonas VC y Tet-
On presentan cerca del 50% a este dia (Figura 20b).

Se analizaron las clonas que expresan a la distrofina Dp71a7s-79, €n
presencia de NGF, B10 y C11, y se observé que la clona C11 presenta neuritas
significativamente mas largas durante todos los dias de cultivo que la clona B10,
asi como un porcentaje mayor de diferenciacion (Figuras 21c y d).
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Figura 21. Promedio de longitud de neuritas y porcentaje de diferenciacién de las clonas
PC12 Tet-On y PC12. Longitud de neuritas y porcentajes de diferenciacién de cultivos celulares
a los 3, 6 y 9 dias en presencia de NGF. a) Promedio de longitud de las neuritas de las clonas
PC12 Tet-On y PC12. b) Porcentaje de diferenciaciéon de las células PC12 Tet-On y PC12. ¢)
Promedio de la longitud de las neuritas de las clonas B10 y C11. d) Porcentaje de diferenciacion
entre las clonas B10 y C11. Los experimentos se realizaron por triplicado.

6.5. Expresién de marcadores de diferenciacion
Como parte de la caracterizacion de las clonas en estudio B10, VC, C11ly

PC12, se analizo la expresion de marcadores moleculares de diferenciacion,
como es el caso de HspB1, Blll-tubulina y enolasa especifica neuronal (NSE). La
proteina de choque térmico perteneciente a la familia B (HspB1) se analizé
debido a que en trabajos anteriores realizados por Merino y colaboradores
(2016), se observo que en la clona C11 hay una expresion incrementada en las
células no diferenciadas con NGF en comparacion con las células sin diferenciar.
En este estudio se confirmd que la clona C11 presenta una expresion mayor de
HspB1 en células diferenciadas con NGF, con respecto a la misma clona en

ausencia de NGF, al control PC12, y a la clona B10. Ademas, se observa que en
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las células B10, el nivel de expresion es muy similar entre células sin diferenciar
y diferenciadas, el VC presentdé una desviacion muy grande en los dos
experimentos realizados (Figura 22a).

En el caso de la expresion de la proteina B Il Tubulina, se observa en
primer lugar que las clonas analizadas presentan mayor expresion en presencia
de NGF, excepto la clona B10, en donde los niveles de {3 Ill Tubulina son menores
en células diferenciadas en relacion a las células sin tratar con NGF; ademas, se
observé una diferencia significativa entre las células C11 y B10, siendo mayor la
expresion en la clona C11 (Figura 22c).

Con respecto a la expresion de la enolasa especifica neuronal se cuenta
con resultados preliminares ya que el experimento se realiz6 una vez; sin
embargo, los resultados obtenidos muestran que la expresion es mayor en las
células PC12 que en las células PC12 Tet-On. También se observa que en las
células PC12 Tet-On diferenciadas con NGF hay mayor expresion de este
marcador con respecto a las células no diferenciadas, esto también ocurre en las
células PC12 y no en las C11 (Figura 22b).
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Figura 22. Expresién de marcadores de diferenciacion en las clonas B10, VC, C11y PC12.
a) Expresién de la proteina HspBl (27 KDa) determinada por Western Blot, se representa
graficamente el resultado. b) Expresiéon de la proteina Enolasa Especifica Neural NSE (47 KDa)
determinada por Western Blot, se representa graficamente el resultado c) Expresion de la
proteina B Il Tubulina (50 KDa) determinada por Western Blot y representada graficamente;
experimento realizado por duplicado. Se usé6 la proteina GRB2 como control de carga, los
experimentos con HspB1 y B lll Tubulina. se realizaron por duplicado y el experimento Con NSE
se realiz6 una vez. La expresion relativa se determiné como se indica en materiales y métodos.
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6.5. Inmunofluorescencias

Como siguiente paso se determind la localizacién de la distrofina Dp71avs-
79 en las clonas C11 y B10 mediante ensayos de inmunofluorescencia y
microscopia confocal. En las clonas B10, tanto tratadas como sin tratar con
doxiciclina y en ausencia de NGF (Figura 23a y b), la distrofina se observa en la
periferia celular y en el citoplasma, en las células tratadas con doxiciclina se
observa la marca con mayor intensidad. En células diferenciadas (Figura 23c y
d) se observa que la marca de la distrofina se localiza también en citoplasma y
periferia asi como en neuritas pero no en el ndcleo, y de la misma forma que en
las células no diferenciadas se observa mayor intensidad de marca cMyc en las
células tratadas con doxiciclina. Se analizé también la distribucion de la proteina
B-Distroglicano debido a que forma parte del complejo de proteinas que se
asocian a distrofina. Se observa que la distribucion del B-Distroglicano en las
células diferenciadas y no diferenciadas es homogénea dentro de las células a

excepcion del nucleo y colocaliza con la marca de la distrofina Dp71a7s-79.
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Figura 23. Distribucién de la proteina c-Myc-Dp7las-79 en las células B10.
Inmunofluorescencias de la clona B10 sin diferenciar a las 24h de cultivo y diferenciadas con NFG
a 9 dias de cultivo; con y sin tratamiento con doxiciclina, observadas al microscopio confocal. a)
Inmunofluorescencia de las células B10, sin NGF y con tratamiento con doxiciclina b)
Inmunofluorescencias de las células B10 sin NGF y sin doxiciclina ¢) Inmunofluorescencia de las
células B10 diferenciadas con NGF y tratadas con doxiciclina d) Inmunofluorescencia de las
células B10 diferenciadas con NGF sin doxiciclina. Azul: DAPI-Nucleo; Verde: cMyc-Dp71A7s-79;
Rojo: LG5-B-Distroglicano; Merge. Escala 10 ym. Los experimentos fueron realizados por
triplicado.
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Es relevante mencionar que en una poblacion pequefia de células B10
diferenciadas en presencia de NGF se observo una acumulacion de la marca en
la superficie de contacto entre las células y el cubreobjetos, en forma de cumulos
o agregados (Figura 24).

Figura 24. Distribucion de la proteina cMyc-Dp71a7s-79 €n el area de contacto de las células
B10 diferenciadas con NGF y el sustrato. Inmunofluorescencias de la clona B10 a 9 dias de
cultivo en presencia de NGF y doxiciclina. Se observa la acumulacion de la distrofina Dp71a7s-79
en forma de agregados. Las imagenes fueron observadas por microscopia confocal. Azul: DAPI-
Nucleo; Verde: cMyc-Dp71A7s-79; Rojo: LG5-B-Distroglicano; Merge. Escala 10 uym. Los
experimentos fueron realizados por duplicado.

Como control se realizé el mismo experimento en las células VC, en donde
se observo gque el anticuerpo no detecta el epitope de cMyc. La distribucion de la
proteina B Distroglicano es la misma que la observada en la clona B10,
homogénea en todas las células, tanto en presencia como en ausencia de NGF
(Figura 25).
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Figura 25. Distribucion de la proteina B-Distroglicano en las células VC sin diferenciar y
diferenciadas con NGF. Inmunofluorescencias de la clona VC sin diferenciar a las 24h de cultivo
y diferenciadas con NFG a 9 dias de cultivo; con tratamiento con doxiciclina y anticuerpos contra
cMyc-Dp71 junto con B-Distroglicano. a) Inmunofluorescencia de las células VC no diferenciadas
y en presencia de doxiciclina b) Inmunofluorescencia de las células VC diferenciadas con NGF y
en presencia de doxiciclina. Tincién con DAPI (azul); c-Myc-Dp71A7s-79 (verde); LG5-B-
Distroglicano (rojo); Merge. Escala 10 um. Experimentos realizados por triplicado.

A continuacion, se analizo la distribucion de la proteina Xpress-Dp71a7s-79
en las células C11 y su control PC12. Se observé que en las células sin
diferenciar y diferenciadas la marca de la etiqueta Xpress-Dp71A7s8-79 se
encuentra principalmente en la periferia celular y con baja intensidad en el
citoplasma (Figuras 26a y b). Ademas, se observé que el B-Distroglicano en la
mayoria de las células se encuentra distribuido en el citoplasma y en la periferia
del ndcleo. Se verificd que las células PC12 no presentaran la marca de la
etiqueta Xpress (Figuras 26c y d). Se observo también que el B-Distroglicano
presenta una distribucion homogénea en la célula, sin observar acumulacion en

la periferia del nucleo.
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Figura 26. Distribucién de la proteina Xpress-Dp71A7s-79 en las células C11 y PC12 sin
diferenciar y diferenciadas con NGF. Inmunofluorescencias de las clonas C11 y su control
PC12 sin diferenciar a las 24h de cultivo y diferenciadas con NFG a 9 dias de cultivo con
anticuerpos contra la etiqueta Xpress junto con B-Distroglicano. a) Inmunofluorescencias de las
células C11 no diferenciadas a las 24h de cultivo b) Inmunofluorescencias de las células C11
diferenciadas a 9 dias con NGF c¢) Inmunofluorescencias de las células PC12 no diferenciadas d)
Inmunofluorescencias de las células PC12 diferenciadas con NGF a 9 dias de cultivo. Tincién con
DAPI (azul); c-Myc-Dp71A7s79 (verde); LG5-B-Distroglicano (rojo); Merge. Escala 10 pm.
Experimentos realizados por triplicado.
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7. DISCUSION

Con el objeto de estudiar la funcion de los diferentes dominios de la distrofina
Dp71, Aragon y colaboradores en 2011, construyeron una proteina mutante que
contiene los exones 63 al 77 y carece de los exones 78 y 79. Esta proteina fue
sobre-expresada en forma estable en una clona de las células PC12: PC12 C11
encontrando que la proteina mutante estimula la formacion de neuritas en estas
células. Posteriormente, para ampliar el conocimiento sobre la funcion de esta
distrofina mutante, se transfecto el plasmido que codifica para la proteina mutante
en un sistema inducible en células PC12, el sistema Tet-On, y se observé que la
induccion de la Dp71a7s-79 acelera la proliferacion celular (Herrera-Salazar et al.,
2016).Debido a que en un sistema la proteina mutante Dp71a7s-79 promovio la
diferenciacion y en el otro la proliferacion, en este estudio se realizé un andlisis
comparativo entre las clonas C11 y B10, la primera con la expresion constitutiva
de la distrofina y la segunda con una expresién inducible (Aragon et al., 2011,
Herrera-Salazar et al., 2016).

El primer paso en el proyecto consistio en verificar que en ambas clonas
estuviera presente la secuencia del DNA de la distrofina Dp71a7s-79, amplificando
por PCR el DNA genémico, como se muestra en la figura 10a, se obtuvieron las
bandas con el peso esperado de acuerdo a lo reportado por Aragon et al., 2011
y Herrera-Salazar et al., 2016. Posteriormente se comprobé la expresion del
MRNA que codifica para esta distrofina mutante en ambas clonas como se
muestra en la figura 10b; ademas, se demostrd que la expresion en el sistema
Tet-On era inducible observandose un incremento de 291 + 41 veces en el nivel
de mRNA en comparacién con células si tratamiento con doxiciclina, lo que
corrobora la eficacia del sistema inducible Tet-On (Figura 10b). Este paso fue
necesario debido a que, en los trabajos de Aragon et al., 2011 y Herrera-Salazar
et al., 2016 se estudiaron las clonas C11 y B10 respectivamente, sin embargo,
para este estudio se planteé realizar el analisis comparativo de ambas clonas y
fue indispensable comprobar que las células aun expresaban a la distrofina
Dp71a7879 Yy mantenian las caracteristicas descritas anteriormente. A

continuacion, se determind la secuencia del DNA de ambas clonas confirmando
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la presencia de los exones 63-77 y la ausencia de los exones 78 y 79 (Figura 11).
Se compararon las secuencias de las dos clonas con la distrofina Dp71la
reportada en GenBank (NM_012698.3), y no se encontraron cambios en la
secuencia, deleciones o adiciones. Estos resultados confirmaron que se trabajo
con las clonas C11y B10 con las caracteristicas reportadas previamente (Aragon
et al., 2011; Herrera-Salazar et al., 2016). También se confirmé la expresion de
la proteina Myc-Dp71a7s-79 (70 kDa) en ambas clonas, por ensayos de Western
Blot (Figura 12). Cabe sefalar que de acuerdo a lo reportado, el sistema Tet-On
en presencia de doxiciclina, permite la induccién de la expresion de las proteinas
recombinantes hasta 10,000 veces mas que la condicion sin inducir (Clontech,
2012). En el trabajo reportado sobre la caracterizaciéon de las células B10
(Herrera-Salazar et al., 2016) se describe que las células tratadas con doxiciclina
incrementaron la expresion de la proteina recombinante Myc-Dp71a7s-79 de 217
veces con respecto a la expresion sin el tratamiento con doxiciclina a 24 h de
tratamiento (Herrera-Salazar et al., 2016). En este trabajo se encontré una
expresion 130 + 45 veces mayor en células tratadas con el inductor que en
células sin doxiciclina a las 24 h (Figura 12), considerando las variaciones
experimentales, podemos considerar a los dos resultados semejantes.

Al confirmar la presencia del DNA gendmico, mRNA y proteina de Dp71a7s-79,
se definié la concentracion ideal de inductor que requirieron las células B10, de
acuerdo al sistema Tet-On las células requieren entre 0.01-1 ug/ml de doxiciclina
para inducir la expresion de la proteina clonada en el vector, en este caso la
Dp71a7s-79, dentro de este intervalo no deberian encontrarse niveles de
citotoxicidad (Clontech, 2012). Se efectud la cuenta viable a las 24 h y en efecto,
no se encontr6 disminucion en la viabilidad celular en ninguna de las
concentraciones usadas (50, 100, 200, 500 y 1000 ng/ml). Posteriormente se
analizo el nivel de la proteina Myc-Dp71a7s-79 por un WB y se observo que desde
50 ng/ml de doxiciclina se induce la expresion de la proteina Dp71a7s-79; Sin
embargo, la concentracién de 500 ng/ml presenta una mayor induccién y no se

detecta efecto citotoxico en las células.
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Ademas, se realizaron ensayos para determinar el nivel de expresion de la
proteina Dp71A7s-79, de las clonas C11 y B10 tratadas con NGF a los 9 dias de
cultivo, utilizando WB. Se observé que en la clona B10 hay una reduccion
significativa de la expresion relativa de la proteina Myc-Dp71a7s-79 en células
diferenciadas, hay 226 + 67 veces mayor expresion relativa en células no
diferenciadas, mientras que para la clona C11 hay 271 + 74 veces mayor
expresion relativa que en células no diferenciadas. Considerando que el promotor
de la proteina Dp71A7s-79 esta dentro del vector se sugiere que hay una regulacion
en este promotor para que la expresion de la proteina disminuya. Sin embargo,
se ha observado que las proteinas de Dp71 propias de las células estan
altamente reguladas. Por ejemplo, Imamura y colaboradores observaron que en
astrocitos diferenciados 6 dias con dibutiril-cAMP (dBcAMP), la cantidad de Dp71
incrementaba mientras que la expresion de utrofina disminuia. Esto les sugirid
que la mayoria del complejo membranal distrofina/utrofina-distroglicano es
reemplazado por el complejo Dp71-distroglicano durante el proceso de
diferenciacion (Imamura & Ozawa, 1998). Ademas, en otros estudios se observé
que las isoformas de la distrofina Dp71 en células PC12 son reguladas al inducir
la diferenciacion con NGF, la isoforma Dp71f incrementa 9 veces su expresion
en extractos totales, mientras que la Dp71d incrementa su distribucién 7 veces
en extractos nucleares. Ademas, se observé que la inhibicién de Dp71 en células
PC12 afecta el desarrollo de crecimiento neuritico al ser inducidas con NGF
(Acosta et al., 2004). Aragon y colaboradores al trabajar con células C11 observo
la expresion de la proteina Dp71a7s-79, que depende del promotor del plasmido,
durante 6 dias de diferenciacién con NGF incrementa la expresion de la proteina
del dia 0 al 3, sin embargo, al dia 6 se observa una disminucion en la expresién
de esta proteina. Por lo que en este estudio se puede observar que al dia 9 la
expresion de la proteina Dp71a7s-79 en las clonas C11 y B10 disminuye.

Posteriormente se realizaron las curvas de crecimiento de las clonas en
estudio y se observé que tanto la clona B10 como la clona C11 poseen una alta
tasa de proliferacion, comparadas con sus controles PC12 y VC. En un estudio

comparativo entre las clonas C11 y B10 se observo que la clona B10 presenta la
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mayor tasa de proliferacion (Figura 17). En estudios anteriores Herrera-Salazar y
colaboradores (2016), también observaron un incremento en la proliferacion de
la clona B10, mientras que Aragon y colaboradores (2011), observaron que la
clona C11 presenta una alta tasa de diferenciacion celular, sin embargo, esto no
indica que no posean una alta tasa de proliferacion en ausencia de NGF, lo cual
sugiere que pese a las variantes propias de cada clona la presencia de los exones
63-77 de la distrofina Dp71Arvs-79 provocan en una alta tasa de proliferacion.

En funcién de lo observado, se analiz6 la expresion de diferentes marcadores
de proliferacién celular como la Ciclina B, ya que es un regulador clave en la
progresion del ciclo celular. Esta proteina es capaz de unirse a la subunidad
catalitica Cdc2 para formar el factor promotor de maduracion (MPF), que es un
regulador central durante la transicion G2-M del ciclo celular, la activacion de este
complejo permite la fosforilacion de proteinas como histonas, condensinas, etc.
(Doree & Hunt, 2002; Pines, 1995; Zhu, Chen, Zhang, & Storey, 2016). En este
estudio se observo que solo las células B10 tratadas con doxiciclina, pero sin
NGF presentaron diferencias significativas, como se espera de la expresion de
este marcador, comparada con sus controles. Ademas, se observa que hay un
incremento significativo en la expresion de este marcador en la clona B10
respecto a la clona C11 (Figura 18), esto concuerda con los resultados en donde
se observa que en la clona B10 hay mayor proliferacion, se espera que Ciclina B
se encuentre en niveles elevados en células con division celular activa.

Posteriormente se analizé la expresion del antigeno nuclear de células en
proliferacion PCNA, proteina auxiliar de la DNA polimerasa A que esta
involucrado en el control de la replicacion, al incrementar la procesividad de la
misma y tiene un papel crucial en el mantenimiento de la integridad del genoma
y la sobrevivencia celular durante condiciones oxidativas (Amoroso et al., 2011;
Prelich et al., 1987; C. K. Tan, Castillo, So, & Downey, 1986). En este trabajo se
observé que las células B10 tratadas con NGF y las células C11 sin NGF
presentan diferencias significativas al compararse con las clonas control, hay un
incremento significativo en la expresion de este, lo que concuerda con los

resultados descritos anteriormente. En las células C11 se observa el aumento de
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un marcador de proliferacién celular en células en crecimiento y disminuye al
inducirles a diferenciacion con NGF. Por otro, lado se observa que en la clona
B10 tanto en células sin diferenciar como en células diferenciadas hay una
expresion incrementada de este marcador, lo que concuerda con los estudios de
Herrera-Salazar, en donde se describe que el proceso de diferenciacion de esta
clona esta disminuido comparado con su clona control VC (Figura 18).

Se estudio también la expresion de la cinasa de adhesion focal FAK, proteina
gue tiene un papel importante en la migracién celular, ensamble y desensamble
del complejo de adhesion permite la migracion celular que es un proceso
altamente regulado por factores de crecimiento y vias de sefializacion de
adhesion. FAK se encuentra expresada en niveles altos en el cerebro, en
particular en regiones como la corteza e hipocampo; ademas, participa en el
crecimiento neuritico por lo que tiene un papel crucial en el desarrollo neural. A
su vez se encuentra involucrado en procesos de proliferacion, migracion,
cambios morfolégicos y sobrevivencia o apoptosis (Huang et al., 2010; Mitra,
Hanson, & Schlaepfer, 2005). Por lo anterior en este trabajo fue importante
analizar la expresion de este marcador en las clonas en estudio y se observé que
en las células B10 diferenciadas y en las células C11 con y sin tratamiento con
NGF hubo diferencias significativas con respecto a sus controles, aunque se
observa disminuida la expresion en el tratamiento con NGF. Se observé una
mayor expresion de este marcador en las células B10 que en las células C11 con
y sin tratamiento con NGF. En resumen, los resultados discutidos previamente
discutidos muestran que la proliferacion esta incrementada en las células B10
con y sin tratamiento con NGF (Figura 18).

Posteriormente se analiz6 el proceso de diferenciacibn en las clonas
estudiadas y se observé que las células C11 y PC12 presentan mayor cantidad
de neuritas de mas de 2 cuerpos celulares, desde los primeros dias de cultivo
(Figura 17). Por otro lado, las clonas PC12 Tet-On tienen en general menor
cantidad de neuritas y la longitud de estas es mas corta, de tal forma que el
porcentaje de diferenciacion es mas bajo que el de las clonas C11y PC12 (Figura
18).

66



En el analisis comparativo entre las clonas B10 y C11 se observé que la clona
C11 presenta neuritas mas largas y un mayor porcentaje de diferenciacion en
todos los dias analizados (Figura 21). Aragon y colaboradores reportaron en 2011
gue la clona C11 presenta una alta tasa de diferenciaciéon mientras que Herrera-
Salazar en 2016 reporta que las células B10 presentan alta proliferacion aun en
presencia de NGF, durante 6 dias de cultivo. Los resultados de este trabajo
reproducen los obtenidos en estos estudios, confirmando que la clona B10
presenta una alta tasa de proliferacion y baja tasa de diferenciacion en
comparacion con la clona C11, mientras que la clona C11 tiene una alta tasa de
diferenciacion y una alta tasa de proliferacion, pero esta es menor a la de la clona
B10.

En un estudio realizado en células PC12 Tet-On se compararon las
respuestas celulares a la induccién de crecimiento neuritico, mediante la unién
del ligando receptor TrkA-NGF y un inductor de la misma familia TrkC-NT3. Se
permitié la diferenciacion durante 7 dias y se observo la expresion de moléculas
de sefializacion que activan la via de diferenciacion como es el caso de Erk. En
este sistema se observé mayor crecimiento neuritico por la unién TrkC-NT3 que
por la activacion de TrkA-NGF, a pesar de que la expresion de Erk fuera menor
en el primer ligando (Krawczyk, Twarog, Kurowska, Klopotowska, & Matuszyk,
2015). Esto sugiere que las clonas PC12 Tet-On pueden tener una menor
respuesta al NGF para inducir el crecimiento neuritico por mecanismos no
conocidos.

Ademas del analisis morfolégico, se evalué la expresion de diferentes
marcadores moleculares asociados directa o indirectamente a la diferenciacion
celular. La B Il Tubulina, que es el principal componente de los microtubulos
requeridos para la formacion de las neuritas, se ha observado que la formacion
de polimeros de tubulina en PC12 se incrementa durante el proceso de
diferenciacion. Existen 4 diferentes isotipos de  Tubulina encontrados en el
sistema nervioso, pero solo el tipo Il es especifico de neuronas (Aletta, 1996;
Sarina et al., 2013). Al analizar la expresion de este marcador se observo que la

expresion es mayor en células tratadas con NGF (Figura 22), lo que era esperado
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ya que la expresidn de este marcador aumenta al transcurrir los dias de
diferenciacion.

También se analiz6 la expresion de la proteina HSPB1 o HSP27, que es una
proteina de choque térmico que actia como chaperona y mantiene la
homedstasis celular, la arquitectura del citoesqueleto, la estabilizacion del mMRNA,
esta involucrada en la respuesta a antioxidantes y antiapoptosis (Batulan et al.,
2016). Merino y colaboradores (2016) han estudiado el proteoma de las células
C11 y observaron que la proteina HSPB1 incrementa su expresion en estas
células diferenciadas con NGF y su inhibicion utilizando anticuerpos afecta el
crecimiento neuritico de las células. En el andlisis comparativo entre las clonas
C11y B10 se observé que las células C11 tratadas con NGF, y en general todas
las clonas presentan niveles mayores de esta proteina en comparaciéon con las
células no diferenciadas a excepcion de la clona B10, lo que posiblemente
conduce a una baja tasa de diferenciacion de esta ultima.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la expresion de los
marcadores 3 Ill Tubulina y HSPB1 es mayor en la clona C11 que en la clona
B10, lo que concuerda con la alta tasa de diferenciacion que posee la clona C11
(Figura 22).

Posteriormente se analizo la localizacién celular de la distrofina Dp71a7s-79
en ambas lineas celulares y se observdé que en la clona C1l1 se encuentra
localizada en la periferia celular tanto en células diferenciadas como en las
células no diferenciadas, estando de acuerdo con la localizacién del complejo de
proteinas asociadas a distrofina que se encuentran insertadas en la membrana
celular (Ervasti, 2007; Ervasti, Ohlendieck, Kahl, Gaver, & Campbell, 1990), y se
confirma la localizacion reportada por Aragén y colaboradores. También se
analizé la localizacion de la distrofina en la clona B10 y se encontré que en células
tratadas con doxiciclina la intensidad de la marca asociada a Dp71a7s-79 fue mayor
gue en células sin doxiciclina. En células no diferenciadas se localizé a la
distrofina en la periferia y en citoplasma con una sefial intensa, lo que concuerda
con el estudio de Herrera-Salazar y colaboradores en donde se sugiere que la

presencia de la distrofina en el citoplasma puede deberse a la alta expresion de
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la misma por la induccion del sistema. Ademas, se encontré una pequefia
poblacion celular que presenta agregados de la marca tanto de la distrofina como
del B-distroglicano en la base de la célula, en contacto directo con el sustrato que
puede deber a la sobreexpresion de la distrofina en la célula formando
agregados, cabe mencionar que ésta acumulacion se presenta en lo que
pareciera el inicio del crecimiento de una neurita, en donde se espera encontrar
a la distrofina.

La sefalizacion del receptor tirosin cinasa en las células PC12 ha sido
ampliamente estudiada por permitir la diferenciacion y proliferacién celular. El
tratamiento con NGF, que se une al receptor TrkA, permite el crecimiento
neuritico y cesa la division celular, mientras que el tratamiento con EGF permite
activar la sefalizacion para la proliferacion celular. Un ejemplo de ello es que la
estimulacién con NGF, pero no con EGF, estimula la fosforilacién de diversas
proteinas como SNT; ademas, la estimulacion con NGF resulta en una elevacion
persistente de las RasGTP, mientras que con EGF se produce una corta
activacion de la misma RasGTP. A su vez la activacién de ERK es sostenida por
varias horas en presencia de NGF, pero brevemente activada por la presencia de
EGF. También se observé que el EGF se une directamente con el complejo Grb2-
Sos, mientras que TrkA estimula la fosforilacibn de Shc y la formacion del
complejo Shc-Grb2-Sos sin su unién directa con el complejo Grb2-Sos (Marshall,
1995; Schlessinger & Bar-Sagi, 1994) .

En un experimento interesante, lineas de células PC12 fueron
seleccionadas por no responder a la seflal de NGF que conduce a la
diferenciacion celular, en estas células se observd que el nimero de moléculas
TrkA-NGF es reducido y por tanto la activacion con Erk permitia la proliferacion
de las células (Schlessinger & Bar-Sagi, 1994). Considerando los resultados
obtenidos en este trabajo seria interesante investigar el nimero de receptores
celulares presentes en las células C11 y B10, para correlacionar la diferenciacion

y proliferacion con la activacion de Erk.
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8. CONCLUSIONES

Las clonas B10 y C11 presentan mayor proliferacion que sus respectivos
controles. La clona B10 presenta 13% mas proliferacion que la clona C11.
La clona C11 alcanza una diferenciacion del 96% en el dia 9 de tratamiento
con NGF y sus neuritas presentan una longitud promedio de 27 um,
mientras que la clona B10 se diferencia al 40% al dia 9 de tratamiento con
NGF y sus neuritas alcanzan una longitud promedio de 7 um. La clona C11
tiene una tasa de diferenciacion mayor que la clona B10.

La expresion de los marcadores de proliferacion PCNA y Fak esta
incrementada en las clonas C11 y B10 sin tratar con NGF, con respecto a
sus controles. La expresion de PCNA es mayor en la clona C11 que en
B10, mientras que la expresion de Fak es mayor en la clona B10 que en
C11.

La expresion del marcador de diferenciacion 3 Il Tubulina aumenta en las
clonas C11, PC12 y VC, en presencia de NGF. Mientras que el marcador
HspB1 incrementa en la clona C11 diferenciada con NGF, sin embargo,
en la clona B10 se mantiene constante con y sin tratamiento con NGF.

En la clona C11 no diferenciada la Dp71a7s-79 se localiza en la periferia
celular, mientras que en la clona B10 se localiza en la periferia y el
citoplasma.

En la clona C11 diferenciada con NGF, la Dp71a7s-79 se localiza en la
periferia celular, mientras que en la clona B10 se encuentra en la periferia,
citoplasma y neuritas. En esta clona un nimero considerable de células
presentan acumulacion de la distrofina mutante en la zona de contacto con

el sustrato.
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9. PERSPECTIVAS

» Explorar nuevos tratamientos para inducir la diferenciacion en las células
PC12 Tet-On con mejor rendimiento.

+ Identificar la via de sefializacion responsable de la proliferacion de las
células C11y B10.

» Cuantificar el nUmero de receptores celulares presentes en las células C11
y B10 para correlacionarlos con la activacion de Erk.

* Realizar el andlisis protedmico de la clona B10 y comparar los resultados
con los ya reportados para C11, con el objeto de identificar los factores
gue participan en la proliferacion de ambas clonas y en la diferenciaciéon
de la clona C11.

+ Estudiar las proteinas que participan en la cascada de sefalizacion de
NGF en las clonas C11 y B10, para identificar las diferencias observadas
en el proceso de diferenciacion entre ambas clonas.

« Estudiar los niveles de proteinas de vias alternas de diferenciacion en la
clona C11.

« Caracterizar proteinas involucradas en la proliferacion celular en las
clonas C11y B10.
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