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RESUMEN

Introduccién. La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad genética
recesiva asociada a mutaciones en el gen DMD. Esta enfermedad se caracteriza por la
debilidad muscular progresiva de los pacientes; ademas, el 30% de ellos presentan déficit
cognitivo. EI gen DMD es uno de los genes mas grandes del genoma humano, esta
constituido por 79 exones y su transcripcion esta regulada por 7 promotores, generando asi
distrofinas de diferente tamafio. Dp71 es una distrofina de expresion ubicua, aunque se
expresa mayormente en cerebro y retina. La Dp71 es uno de los productos mas pequefnos
del gen DMD, tiene una masa aparente de 71 kDa, y su transcripcion esta regulada por el
promotor localizado en el intrén 62 de dicho gen. El mMRNA de Dp71 sufre procesamientos
alternativos lo que produce diversas isoformas. Su funcién se ha asociado a diversos
procesos celulares como la proliferaciéon y diferenciacién de células de tipo neural, sin
embargo, se desconoce el papel de cada isoforma. Con el objetivo de contribuir al estudio
de las isoformas de Dp71 y su funcién en el SNC, en este proyecto se utilizé la transfeccién
viral como una técnica eficiente para sobreexpresar a las isoformas Dp71da71 y Dp71da7i-
72, en CTPN embrionarias; modelo celular que resulta dificil de transfectar por técnicas
convencionales y que es de interés para conocer la funcién de estas distrofinas durante el
desarrollo neural. Materiales y métodos. Se cultivaron células troncales y progenitoras
neurales (CTPN) embrionarias aisladas de la region dorso medial de las vesiculas
telencefélicas de rata Wistar (E14). Se produjeron particulas lentivirales que expresan la
proteina GFP y las isoformas Dp71ds71 Y Dp71da71-74 por medio de una cotransfeccion de
tres plasmidos: un plasmido que codifica para la envoltura viral (pMD2-VSV-G), un plasmido
de empaquetamiento de los componentes virales (psPAX2) y un plasmido de expresion
(PHAGE-GFP, pHAGE-Dp71da71 0 pHAGE-Dp71da71-74). Se infectaron las células HEK293
y CTPN embrionarias con las particulas lentivirales producidas y se corroboré la infeccion
por medio de Western Blot e inmunofluorecencia. Resultados. Se obtuvo el cultivo primario
de CTPN embrionarias, observando que uno de los parametros criticos para su correcta
obtencién es la diseccion de las vesiculas telencefélicas. Se produjeron particulas
lentivirales utilizando los vectores de expresion pHAGE-GFP, pHAGE-Dp71da71y pHAGE-
Dp71da71.74 que expresan la proteina GFP y las isoformas Dp71da7z Yy Dp71da7iza,
respectivamente. Estas particulas infectaron exitosamente a las células HEK293 en
condiciones de 72 h de infeccién y 48 h de induccién con Doxiciclina (1 pg/mL). Los
resultados del Western Blot utilizando los anticuerpos primarios anti GFP y anti Myc indican
gue células HEK293 expresan la proteina GFP y las isoformas Dp71ds71y Dp71dA71-74,
ademas, se pudo observar con microscopio de epifluorescencia la expresion de la proteina
GFP. El porcentaje de células HEK293 infectadas con las particulas lentivirales fue del 61%.
Las particulas virales también infectaron exitosamente a las CTPN embrionarias en
condiciones de 96 h de infeccién y 8 dias de induccién con Doxiciclina (1 pg/mL). La dosis
de geneticina efectiva para la seleccion de CTPN embrionarias infectadas exitosamente es
de 0.06 pg/mL. Conclusiones. Se obtuvo el cultivo primario de CTPN. La infeccion de
células HEK293 con las particulas lentivirales construidas permite la expresion exitosa de
las proteinas GFP, DP71da71 Yy DP71da71-7a. La infeccion de CTPN con las particulas
lentivirales construidas conlleva a la expresion exitosa de la proteina GFP. La expresion de
las proteinas GFP, DP71da71 y DP71da71.74 responde a la induccion con Doxiciclina. La
expresion de la proteina GFP en células troncales y progenitoras neurales embrionarias
requiere un periodo mas largo de induccion (9 dias), con Doxiciclina en comparacion a las
células HEK293.
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ABSTRACT

Introduction. Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a recessive genetic disease due to
the mutations in the DMD gene. DMD is characterized by progressive muscle weakness and
30% of patients have cognitive deficit. The DMD gene is one of the largest genes of the
human genome, it is made up of 79 exons and its transcription is regulated by 7 promoters,
thus generating dystrophins of different sizes. Dp71 is one of the smallest products of the
DMD gene with an apparent mass of 71KDa, whose transcription is regulated by the
promoter located in intron 62 of the DMD gene. Dp71 is a ubiquitously expressing
dystrophin, although it is mostly expressed in the brain and retina. The Dp71 mRNA
undergoes alternative splicing which produces various isoforms. Its function has been
associated with various cellular processes such as: proliferation and differentiation of neural
cells, however, the role of each isoform is unknown. For this reason, in this project we use
viral transfection as an efficient technique to overexpress the Dp71da71 and Dp71da7i-74
isoforms in embryonic CTPNs; cell model that is difficult to transfect by conventional
techniques, to contribute to the understanding of the role of both isoforms in CNS
development processes. Materials and methods. Embryonic neural progenitor/stem cells
were isolated and cultured from the dorsal medial region of Wistar rat telencephalic vesicles
(E14). Lentiviral particles expressing the GFP protein and the Dp71da7: and Dp71da71-74
isoforms were produced by means of a cotransfection of three plasmids: an envelope
plasmid (pMD2-VSV-G), a packaging plasmid (psPAX2) and an expression plasmid
(PHAGE-GFP, pHAGE-Dp71ds71 or pHAGE-Dp71da7i-74). HEK293 cells and embryonic
CTPNs were infected with the lentiviral particles produced and the infection and protein
expression were confirmed by means of Western Blot and Immunofluorecence. Results.
The primary culture of embryonic CTPN was obtained, observing that one of the critical
steps for getting a proper culture is the telencephalic vesicles dissection. Lentiviral particles
were produced using the expression vectors pHAGE-GFP, pHAGE-Dp71da71 and pHAGE-
Dp71da71-74 to express the GFP protein and the isoforms Dp7l1da7i and Dp71da7i-7s,
respectively. These particles successfully infected HEK293 cells under conditions of 72 h of
infection and 48 h of induction with Doxycycline (1 ug / mL). The results of the Western Blot
using the anti-GFP and anti-Myc antibodies indicate that HEK293 cells express the GFP
protein and the isoforms Dp71ds7: and Dp71da71-74, in addition, the expression of the GFP
protein was observed with epifluorescence. The percentage of HEK293 cells infected with
the lentiviral particles is 61%. The particles successfully infected the embryonic CTPN under
conditions of 96 h of infection and 8 days of induction with Doxycycline (1 pg / mL). The
effective dose of geneticin for the selection of successfully infected embryonic CTPN was
0.06 ug / mL. Conclusions. The primary culture of embryonic neural progenitors/stem cells
was obtained successfully. Infection of HEK293 cells with the recombinant lentiviral particles
leads to the successful expression of the GFP, DP71ds71 and DP71da71-74 proteins. Infection
of CTPN with the recombinant lentiviral particles leads to successful expression of the GFP
protein. The expression of the GFP, DP71dx71 and DP71da71.74 proteins respond to the
induction with Doxycycline. Expression of the GFP protein in embryonic neural
progenitors/stem cells required a longer induction period (9 days) with Doxycycline,
compared to HEK293 cells under the conditions used.
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1.INTRODUCCION
1.1 Distrofia Muscular de Duchenne

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es un trastorno neuromuscular genético
recesivo asociado al cromosoma X, que se presenta en edad temprana, afectando
a 1 de cada 3500 varones nacidos. Este padecimiento se caracteriza por el
debilitamiento y degeneracion progresiva de los musculos, lo que conlleva a la
dificultad para desarrollar actividades locomotrices, ademas, es comun que los
nifios afectados por esta enfermedad presenten déficit cognitivo, ya que al menos

30% de ellos tienen un coeficiente intelectual IQ<70 (Emery, 1996).

0)

(a)

Figura 1. Distribucién de ladebilidad muscular predominante en la Distrofia Muscular
de Duchenne. a) Zonas sefialadas con color rojo, indican las regiones en donde se
presenta la debilidad muscular en pacientes con DMD (Emery, 1996).

El gen DMD se identificd y asocié con la enfermedad debido a que la sintomatologia
de los pacientes se genera por la expresion anormal de su producto principal, la
distrofina 427, denominada también como distrofina de longitud completa (Dp427),
asi como de sus productos adicionales, las distrofinas: Dp260, Dp140, Dp116, Dp71
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y Dp40 (Murray et al., 1982; Kunkal et al.,1985; Ray et al., 1985; Hoffman et al.,
1987).

La baja expresion de la distrofina Dp71, se ha asociado al menos con dos fenotipos
no musculares de la DMD, déficit cognitivo y disfuncion de la retina. Este primer
fenotipo se ha observado en pacientes con DMD, ya que presentan un coeficiente
intelectual por debajo del promedio de la poblacion (<70) (Emery, 1996; Tadayoni
et al., 2012).

1.2 Gen DMD

El gen DMD, que codifica para la distrofina, se localiza en la banda Xp21 del brazo
corto del cromosoma X y mide aproximadamente 2.5 Mb de longitud, es uno de los
genes humanos mas largos, abarcando el 1.5% del cromosoma X y el 0.1% del
genoma humano (Koenig et al., 1987; Tadayoni et al., 2012). Este gen esta
constituido por 79 exones que codifican para un transcrito primario de 1.4 kb
(Roberts et al., 1992). La regulacién del gen DMD es muy compleja ya que posee 7
promotores que generan productos independientes cuya expresion es tejido-
especifica (Sadoulet-Puccio y Kunkel, 1996); el promotor que se expresa en el
musculo se denomina (M), en la retina (R), en el cerebro (B), en las células de
Purkinje (P), en las células de Schwann (S), en el sistema nervioso central (B3) y
un promotor general (G) cuya expresion es ubicua (Muntoni et al., 2003).

La transcripcion que da lugar a la distrofina de longitud completa, Dp427, se
encuentra regulada por tres de los promotores: Dp427-M que se expresa en
musculo, Dp427-B en corteza cerebral e hipocampo y Dp427-P en células de
Purkinje (Blake et al., 2002). Los cuatro promotores internos restantes regulan la
transcripcion de las distrofinas de menor tamafio (Muntoni et al., 2003), que se
expresan en diferentes tejidos y son nombradas acorde a su peso molecular: Dp260
(expresada predominantemente en retina) (Pillers et al., 1993; D"Souza et al., 1995),

Dp140 (expresada en SNC y rifiones) (Lidov et al., 1995), Dp116 (cuya expresion



ha sido detectada en sistema nervioso periférico) (Byers et al., 1993), Dp71 (que se
expresa de manera ubicua y en niveles altos, en tejidos de naturaleza no muscular
como cerebro y retina) (Aragon et al.,, 2018) , y Dp40 (de expresion ubicua,

particularmente en cerebro) (Doorenweerd et al., 2017).

A - - - \
(A NIENN SN TNNN I N ‘n X chvomosome

Xp21
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B M P R B, S G
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Figura 2. El gen DMD, sus promotores y productos. A) Representacion del gen DMD,
gue se localiza en Xp21, y sus promotores. B) Representacion esquematica de los
productos del gen DMD. (H1-H4) Regiones tipo bisagra. (SR) Dominio tipo varilla. (CR)
Dominio rico en cisteinas. (CT) Dominio carboxi-terminal. Se muestran los repetidos de
espectrina acidos en color rojo, y los repetidos de espectrina basicos en color azul. Los
sitios de unidn a glicoproteinas asociadas a Distrofina se muestran en escala de grises.
Adaptacion de Ervasti, 2006; Muntoni et al., 2003.



1.2.1 Distrofinas
1.2.1.1 La distrofina Dp427

La distrofina es una proteina citoesquelética cuya funcion estructural es unir
filamentos citoplasmaticos de actina a un complejo de glicoproteinas, mediante su
interaccion con ellas. Esta proteina de 3,685 residuos de aminoéacidos, tiene una
masa molecular aparente de 427kDa (longitud completa) y posee 4 dominios
funcionales: el extremo N-terminal de union a actina, un dominio central largo
compuesto de repetidos tipo espectrina, una region rica en cisteinas y un extremo
carboxilo terminal que se unen al complejo de glicoproteinas asociadas a distrofinas

(DGC, por su siglas en inglés) (Durbeej y Campbell, 2002).

Sitio de union a actina 1

ABDT H1 M2 D2 H3 K4 CRCT Asmo de union a actina 2

A . AB istroglicano
BT 0 (1981999999 988NN 39/93993( &) i

LA e & Sintrofinas/a-distrobrevina2
SR1 3 4 11 171920 24 Wc‘-{ /pys "= Neuronal nitric oxide sinthase nNOS

,,,,,

DG

Figura 3. Estructura y sitios de union de la distrofina Dp427. (H1-H4) Regiones tipo
bisagra. (SR) Dominio tipo varilla. (CR) Dominio rico en cisteinas. (CT) Dominio carboxi-
terminal. Los sitios de union a glicoproteinas asociadas a Distrofina se muestran en escala
de grises. Se resaltan los sitios de unién a actina en amarillo y negro, el sitio de unién a -
distroglicano en rojo, el sitio de unién a Sintrofinas/ a-distrobrevina2 en marrén, y el sitio de
unién a nNOS en violeta. Adaptacion de Ervasti, 2006; Fairclough et al., 2006.

DGC es un complejo de proteinas integrales de membrana, extracelulares y
citoplasmaticas que forman un enlace critico entre la matriz extracelular y el
citoesqueleto, manteniendo asi la funcién normal del sarcolema (Ehmsen et al.,
2002). EI DGC del musculo, esta conformado por distroglicano (a y ), sarcoglicano
(a, B, y y 0), sarcospan, sintrofina (a1, 1, B2, y1y y2), y a-distrobrevina (Durbeej y
Campbell, 2002).
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Figura 4. Interaccion entre la distrofina y el complejo de glicoproteinas asociadas a
distrofina (DGC). La distrofina se une por un lado a los filamentos de actina a través del
dominio N-terminal y por otro al DGC, manteniendo asi un enlace critico entre el
citoesqueleto y la matriz extracelular de la fibra muscular (Fairclough et al., 2013).

En el sarcolema, la distrofina Dp427 co-localiza con las proteinas del complejo,
formando asi, parte de un gran sistema hetero-oligomérico de glicoproteinas que
sirve para estabilizarlo y protegerlo del estrés repetitivo que sufre durante la

contraccion muscular (Ervasti, 2007).

En el cerebro, la distrofina también co-localiza con proteinas del DGC distintas a las
expresadas en musculo, como: B-distrobrevina, e-sarcoglicano y y-sintrofinas.
Ademads, co-localiza con receptores acido y-aminobutirico tipo A (GABAA)

participando en una transduccion de sefial sinaptica eficiente (Kueh et al., 2008)

1.2.1.2 Distrofina Dp71

Dp71 es uno de los productos mas pequefios del gen DMD, que se expresa a partir
de un transcrito primario de mRNA de 6.5kb y pesa aproximadamente 70.8 kDa
(Laderfein et al., 1992; Hugnot et al., 1992). A diferencia de la distrofina Dp427, esta

proteina no contiene el dominio largo de repetidos de espectrina ni el extremo N-



terminal de union a actina; sin embargo, conserva la region rica en cisteinas que a
Su vez estad compuesta por tres dominios: WW, EF y ZZ, que en conjunto sirven

para la union a B-distroglicano (Jung et al., 1993).
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Figura 5. Estructura y sitios de unién de la distrofina Dp71. (NT) Dominio amino
terminal. (CR) Dominio rico en cisteinas, constituido a su vez por un dominio WW, EFy ZZ,
qgue en conjunto sirven para la union a g-distroglicano. (CT) Dominio carboxi-terminal. Se
muestra el sitio de unién a B-distroglicano en rojo y el sitio de unién a Sintrofinas/ a-
distrobrevina2 en morado y rosa, respectivamente. Adaptacion de Ervasti, 2006; Fairclough
et al., 2006.

La expresion de Dp71 esta regulada por el promotor que se localiza en la parte distal
(intron 62) del gen DMD. La actividad del promotor de Dp71 es mayor durante la
etapa perinatal y la expresion de esta proteina incrementa gradualmente desde la
etapa embrionaria hasta la adultez, en donde es el producto del gen DMD con mayor
expresion en el sistema nervioso central (Jung et al.,1993; Sarig et al., 1999).

Se han reportado una gran cantidad de isoformas de Dp71, resultado del
procesamiento alternativo que sufre el transcrito primario del gen DMD. De manera
general, las isoformas de esta proteina se clasifican en 3 grupos (Dp71d, Dp71fy
Dp71e). El grupo -d- engloba a aquellas isoformas que tienen el exén 78, el grupo -
f- a aguellas que no tienen el exén 78 y tienen un exdén 79 alternativo, y el grupo -e-
a aguellas que tienen una parte del intron 77 y no tienen el exén 78 y 79. Cada una
de estas isoformas habia sido nombrada hasta 2018 de una forma particular, sin
embargo, Aragon y colaboradores 2018 propusieron una hueva nomenclatura para
las isoformas encontradas hasta esa fecha (Figura 6) (Aragén et al., 2018). El

procesamiento alternativo del exén 78 o la ausencia de este, asi como del intrén 77



conlleva a que cada grupo de Dp71 presente un extremo carboxilo terminal diferente

(Figura 7) (Aragon et al., 2018).
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Figura 6. Isoformas de la distrofina Dp71, su clasificacion y nomenclatura. A)
Isoformas del grupo d. B) Isoformas del grupo f. C) Isoformas del grupo e. D) Isoformas del
grupo g. La nomenclatura se indica a la derecha de la figura. Adaptacion de Aragon et al.,
2018; Naidoo y Anthony, 2020.
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Figura 7. Dominio carboxilo terminal de los tres grupos de Dp71. Secuencias de
aminoacidos de Dp71. Cada grupo de isoformas de Dp71 tiene un dominio carboxilo
terminal anico, debido al procesamiento alternativo o no del exén 78 o el intrén 77.
Adaptacion de Aragon et al., 2018; Naidoo y Anthony, 2020.



En el afio 2000, Gonzélez y colaboradores observaron en células HelLa, C2C12 y
N1E-115 que el procesamiento alternativo del exon 71 y/o 78, determina la
sublocalizacion de Dp71. Los resultados indicaron que las isoformas que no
contienen en su estructura los aminoacidos codificados por el exén 71 y 78 se
localizan Unicamente en citoplasma, mientras que las que contienen el exdn 71 y/o
78, se localizan en el nucleo (Gonzales et al., 2000). A pesar de que la funcion de
cada isoforma de Dp71 hasta el momento se desconoce, de manera general se
sabe que la proteina juega un papel fundamental en el desarrollo del sistema

nervioso central (Lenk et al., 1993).

Diversos estudios han sugerido que Dp71 participa en la diferenciacion y
proliferacion de células tipo neurales (Acosta et al., 2004; Merino-Jiménez et al.,
2016; Herrera-Salazar et al., 2016). En el afilo 1996, Cisneros y colaboradores
publicaron la primera evidencia de que la proteina Dp71 participa en el proceso de
diferenciacion de células PC12, al observar que durante dicho proceso se presenta
un aumento de Dp71 tanto a nivel de mRNA como de proteina. Por su parte, en
2003, Marquez y colaboradores reportaron la localizacion subcelular de dos de los
tres grupos de isoformas reportadas a la fecha (Dp71d y Dp71f), utilizando
anticuerpos especificos para cada uno de los grupos. Los resultados indicaron que
la localizacion de los dos grupos de isoformas en células PC12 es distinta, y esta
cambia a lo largo del proceso de diferenciacién. Los autores también observaron
que la cantidad de Dp71f se increment6 durante el proceso de diferenciacion
neuronal, mientras que la de Dp71d permanecié constante. Un afio mas tarde, en
2004, Acosta y colaboradores, utilizando secuencias antisentido, sugirieron que la
deficiencia en los niveles de la proteina Dp71 conduce a una disminucion de la
capacidad de diferenciacion de las células PC12. Ademas, descubrieron que la
sobreexpresion de Dp71d confiere nuevamente a las células dicha capacidad,

hecho que no sucede con la sobreexpresion de Dp71f.

Por otro lado, se han realizado una serie de estudios en células PC12 que
corroboran que los grupos de Dp71 participan en procesos diferentes (Cerna et al.,
2006; Romo-Yéafez et al., 2020; Villarreal-Silva et al., 2010; Garcia-Villegas et al.,



2016; Merino-Jiménez et al., 2016). En 2016, Merino-Jiménez y colaboradores,
estudiaron el efecto de la sobreexpresion una isoforma de Dp71 que no contiene los
exones 78 y 79, Dp71ars79, en células PC12-C11 diferenciadas con NGF, y
observaron que la sobreexpresién de Dp71a7s-79 promueve la diferenciacion al
estimular el alargamiento de neuritas por medio de la regulacion positiva y
fosforilacion de HspBl. Por su parte, en el mismo afo, Herrera-Salazar y
colaboradores, evaluaron el efecto de la sobreexpresion de la mutante de Dp71 sin
los exones 78 y79, utilizando un sistema de expresion inducible con doxiciclina en
células PC12 Tet-On. Los resultados demuestran que la expresion inducible de la
mutante de Dp71 produce un aumento en la tasa de crecimiento de células PC12
Tet-On, lo que sugiere su participacion en el proceso de proliferacion de estas

células.

La mayoria de los estudios sobre la funcion de Dp71 no considera el funcionamiento
de cada una de las isoformas pertenecientes a un grupo particular, por lo que, en
2016, en nuestro grupo de trabajo se decidi6 estudiar a dos isoformas
pertenecientes al grupo d: Dp71da71(Dp71a) y Dp71da71-74(Dp71c). Se analizé el
efecto de la sobreexpresion de éstas, encontrando que cada una causa un efecto
diferente en los procesos de diferenciacion y proliferacion de células PC12 (Leon-
Moreno, 2016).

Por otra parte, también se ha sugerido la participacién de Dp71 en la diferenciacién
y proliferacion de células troncales/progenitoras neurales (Romo-Yafiez et al., 2020;
Paul-Gonzalez, 2014), asi como en el mantenimiento de la homeostasis del cerebro
al actuar conjuntamente con proteinas similares a las del complejo DAPC (Anderson
et al., 2002). Ademas, también se ha sugerido que juega un papel regulatorio en la
funcién y organizacién sinaptica glutamatérgica (Hendriksen et al., 2015; Daoud et
al., 2008), por lo que su baja o nula expresion reduce la plasticidad sinaptica,
modifica la densidad de sinapsis, y aumenta la transmision glutamatérgica,
generando asi alteraciones caracterizadas por deficiencias en el aprendizaje
espacial y en la memoria que se asocian a un dafio cognitivo severo (Daoud et
al.,2008).



1.3 Las células troncales

Las células troncales son células progenitoras de diferentes tipos celulares que
poseen 2 propiedades especificas: autorenovacion y pluripotencia. La
autorenovacion es la capacidad de multiplicarse infinitamente por medio de division
simple para su preservacion, mientras que la pluripotencia le confiere a la célula la
capacidad de diferenciarse a células altamente especializadas a través de un
proceso denominado diferenciacién (Arrigui y Risso, 2017), en donde la célula
pluripotente es dirigida hacia un linaje celular particular por medio de estimulos o
sefales moleculares que recibe en el microambiente en el que se desarrolla. De
entro de estos estimulos se encuentran interacciones entre célula-célula, sefiales

de factores difusibles, asi como factores fisicos del medio (Singh et al., 2019).
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Figura 8. Componentes que regulan las propiedades de las células troncales. Se
muestran las interacciones entre célula-célula, célula-senales de factores difusibles, célula-
factores fisicos del medio, que dirigen a la célula hacia autorenovacién, diferenciacion,
apoptosis o0 quiescencia (Singh et al., 2019).

La autorenovacion y pluripotencia se controlan por medio de divisién celular, ya sea
simétrica o asimétrica. La division simétrica genera dos células hijas con las mismas

caracteristicas que las células troncales, mientras que la division asimétrica da lugar
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a una célula troncal y una célula progenitora con un potencial limitado de auto

renovacion (Arrigui y Risso, 2017).
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Figura 9. Divisidon simétrica y asimétrica de células troncales. Se muestra la division
simétrica, que genera 2 células hijas con las mismas caracteristicas que la célula madre,
mientras que la division asimétrica genera una célula troncal y una célula progenitora
(Arrigui y Risso, 2017).

Las células troncales se clasifican en 3 grupos: las células troncales inducidas, las
células troncales embrionarias, y las células troncales adultas o tejido-especificas.
Las células troncales embrionarias se generan a los pocos dias de la fertilizacién, y
durante la etapa de pre-implantacién y se localizan en la region denominada “masa
celular interna”, mientras que las adultas se localizan en 6rganos y tejidos del cuerpo
y se encargan de reparar/ mantener el tejido en donde se encuentran (Arrigui y
Risso, 2017).

1.3.1 Las células troncales y progenitoras neurales (CTPN)

Las células troncales y progenitoras neurales son las encargadas de la
neurogénesis en embriones y adultos. Las células troncales neurales embrionarias
provienen del ectodermo, y se localizan en la cresta y corteza neural, durante el
desarrollo embrionario. mientras que las adultas se localizan en el cerebro, en la

zona subventricular (SVZ) de los ventriculos laterales y la zona subgranular, cerca
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del giro dentado del hippocampo (Vieira et al., 2018; Pontious et al., 2008; Arrigui y
Risso, 2017).
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Figura 10. Trayecto de una célula totipotente hasta una célula neural especializada.
Se muestra como la potencialidad de la célula disminuye conforme transcurre el periodo de
la embriogénesis (Arrigui y Risso, 2017).

Durante el inicio de la embriogénesis del raton, el neuroepitelio se extiende a lo largo
de la superficie ventricular del tubo neural y cerca del décimo dia del desarrollo, se
forman las células gliales radiales, que se diferencian en células progenitoras
neurales intermedias y forman nichos neurogénicos, para finalmente diferenciarse
en lineas celulares neurales como astocitos, oligodentrocitos y neuronas

funcionales (Vieira et al., 2018).

El proceso de diferenciacion de las células troncales neurales a células sométicas,
durante la embriogénesis, se encuentra regulado por interacciones intrinsecas de
varias moléculas como factores de transcripcion, cofactores, reguladores de la
cromatina, ncRNAs, entre otros (Young, 2011). Durante la diferenciacion, las
neuronas y células gliales expresan marcadores especificos, tales como: MAP2/BIII-
tubulina para neuronas, GFAP/GS para astrocitos, y APC/Nogo-A para
oligodendrocitos (Ghanavatinejad et al., 2019).
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Figura 11.Diferenciacion de células troncales y progenitoras neurales (CTPN). Se
muestra la diferenciacion de las CTPN a astrocitos, oligodentrocitos y neuronas funcionales,
ademas se representa el proceso de proliferacion in-vitro de las CTPN a la derecha de la
figura (Arrigui y Risso, 2017).

1.4 Lentivirus

Los lentivirus son retrovirus, cuya infeccion se asocia a macrofagos y linfocitos. En
la actualidad, los lentivirus se utilizan cominmente como herramienta para transferir
genes debido a que pueden integrarlos eficientemente en el genoma de huésped.
Se han desarrollado vectores derivados de lentivirus, que mantienen la capacidad
del virus parental para infectar células en division y en no divisiébn, pero no
conservan el potencial de infeccion ni replicacion. Este sistema se ha desarrollado
con la finalidad de utilizar a los lentivirus en aplicaciones terapéuticas (Vigna y
Naldini, 2000).

La formacion de particulas virales se realiza mediante la co-transfeccion de tres
plasmidos, dos de los cuales brindan las funciones de empaquetamiento para el
vector lentiviral utilizando sefiales transcripcionales no asociadas a las del virus.
Uno de los dos plasmidos, plasmido de empaquetamiento, expresa a las proteinas
Gag, Pol, Taty Rev que participan en el proceso de empaguetamiento. La expresion
de estas proteinas esta regulada por el promotor de citomegalovirus. Cuando se

introduce esta construccion en el genoma de la célula huésped se generan
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particulas virales no infecciosas. El segundo pldsmido contiene en su estructura a
la secuencia que codifica para la glicoproteina VSV-G, que genera la envoltura del
lentivirus. El tercer plasmido, que contiene en su estructura a la secuencia del gen
que se pretende transferir y expresar, expresa también al RNA requerido para el
empaquetamiento eficiente, reverso-transcripcion e integracién al genoma de las

células infectadas (Naldini et al., 2000).

1.5 Antecedentes directos

Un nimero importante de investigaciones relacionadas con el funcionamiento de la
proteina Dp71 en el sistema nervioso central, se han realizado utilizando células
PC12 como modelo celular. Adicionalmente, nuestro grupo de trabajo ha
caracterizado los patrones de expresion a nivel de mRNA de distrofinas en células
troncales/ progenitoras neurales no diferenciadas y diferenciadas utilizando los
factores HA (histamina) y CNTF (factor neurotréfico ciliar), que promueven la
diferenciacion neuronal y astrocitica, respectivamente. Y se ha observado que tanto
en las CTPN diferenciadas como no diferenciadas esta presente el mRNA de la
distrofina Dp71 y su nivel permanece constante, lo que ha sugerido su participacion
en etapas tempranas de la diferenciacién de las CTPN. Nuestro grupo de trabajo
también ha observado que el mRNA de la Dp71 en las CTPN sufre procesamiento
alternativo de los exones 71, 71-74 y 78, generando varias isoformas de esta
proteina. En 2014, Paul-Gonzales identifico la expresion, a nivel de mRNA, de 5
isoformas: Dp71, Dp71a, Dp71b, Dp7lab y Dp71a74 en CTPN diferenciadas y no
diferenciadas, encontrando que el porcentaje de expresion de estas 5 isoformas es
diferente (Paul-Gonzales, 2014). Ademas, se han estudiado los patrones de
expresion de las distrofinas y DAPC en células troncales neurales diferenciadas y
no diferenciadas, y se ha observado que las distrofinas y DAPC son expresadas y
reguladas durante el proceso de diferenciacion, lo que ha sugerido que dichas
proteinas juegan un papel importante en el desarrollo del cerebro (Romo-Yariez et
al., 2020).
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Por otra parte, nuestro grupo de trabajo ha estudiado la expresion de isoformas de
Dp71 en cerebro y retina, observado que se expresan a nivel de mRNA de forma
diferente en cada uno de ellos. Se ha demostrado que los transcritos de las
isoformas del grupo d son mayormente expresados en cerebro, mientras que la
expresion de los transcritos de las isoformas del grupo f es mayor en retina. También
se ha demostrado la expresion, a nivel de mRNA, de nuevas isoformas de Dp71,
cuyo transcrito sufre procesamiento alternativo en los exones 71,71y 74,71y 73-
74,y, 74y 78 (Aragon et al., 2018).

Nuestro grupo de trabajo cuenta con los vectores lentivirales recombinantes que
permiten la expresion de dos de las isoformas de Dp71 pertenecientes al grupo d:
PHAGE-Dp71da71 y pHAGE-Dp71da7i-74. Sin embargo, hasta la fecha no se ha
probado la eficiencia de estos vectores en lineas celulares neurales. Se sabe que
los vectores lentivirales, pueden generar una infeccion eficiente y expresion estable
en diversos tipos de células, ademas de que pueden llegar a representar una

estrategia de gran importancia en terapia génica de diversas enfermedades.

2. HIPOTESIS

La infeccion de células troncales y progenitoras neurales embrionarias con lentivirus
recombinantes es eficiente y permite la expresion de las isoformas Dp71da71 y
Dp71da71-7a.

3. JUSTIFICACION

La Dp71 es una proteina de gran importancia en el funcionamiento del sistema
nervioso central cuya baja o nula expresion se asocia con el déficit cognitivo que

presentan el 30% de los pacientes con distrofia muscular de Duchenne, sin
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embargo, a pesar de que esta distrofina se ha relacionado con diversos procesos,

se desconoce la funcion de cada isoforma.

En este proyecto se pretende utilizar la transfeccion viral como una técnica eficiente
para la sobrexpresion de las isoformas Dp7l1lda7zz y Dp7l1da7i-7a, en CTPN
embrionarias; modelo celular que resulta dificil de transfectar por técnicas
convencionales. De esta manera se contribuira a la futura comprension de la funcion

de ambas isoformas en el funcionamiento y desarrollo del SNC.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Sobreexpresar las isoformas Dp71da7a y Dp71da7i-7a en células troncales y

progenitoras neurales utilizando lentivirus recombinantes.

4.2 Objetivos especificos

e Obtener el cultivo primario de células troncales y progenitoras neurales
embrionarias.

e Comprobar la presencia de los insertos de Dp71da71y Dp71da7i-74, en los
vectores de expresion pHAGE-Dp71daza  y pHAGE-Dp71da71-74,
respectivamente.

e Producir los lentivirus recombinantes que expresan las proteinas Dp71dari,
Dp71da71-7ay GFP en células HEK293.

e Determinar la eficiencia de infeccion en células HEK293 y CTPN
embrionarias.

e Infectar a las células CTPN embrionarias con los lentivirus recombinantes

gue expresan las proteinas GFP, Dp71da71 y Dp71da71-74.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Aislamiento y cultivo de CTPN embrionarias (E14)
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Figura 12. Diagrama de estrategia experimental.

Para sobreexpresar las isoformas Dp71da71 y Dp71da7i-7a en células troncales y
progenitoras neurales embrionarias utilizando lentivirus recombinantes,
primeramente, se aislaron las células troncales y progenitoras neurales (CTPN) del
tejido neuroepitelial de la regiéon dorso-medial de las vesiculas telencefalicas de
embriones de rata Wistar de 14 dias de gestacion, etapa en que las CTPN tienen la
capacidad de diferenciarse a neuronas, astrocitos u oligodendrocitos. Una vez
desarrollado el cultivo, las CTPN fueron infectadas con los lentivirus recombinantes
producidos en células HEK por la co-transfeccion de los plasmidos psPAX2, pMD2-
VSG-G y los que expresan las proteinas Myc/Dp71da71, Myc/Dp71dai7a Y GFP,
utilizando lipofectamina. Se determiné la eficiencia de transfeccién de las particulas
virales producidas en células HEK293 y en CTNP embrionarias por Western Blot e
Inmunofluorescencia. Las CTPN infectadas se seleccionaron con geneticina, la
sobreexpresion de las isoformas recombinantes Myc/Dp71daz1 Yy Myc/Dp71dazi-74 S€
analizé por inmunofluorescencia y Western Blot utilizando el anticuerpo contra la

bandera Myc.

17



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Aislamiento y cultivo de células troncales y progenitoras neurales (CTPN)

embrionarias.
6.1.1 Obtencion del tejido neuroepitelial

Se sacrifico por decapitacion a las ratas Wistar de 14 dias de gestacion (E14) en un
area limpia y desinfectada con etanol al 75%, posteriormente se realiz6 un corte en
la zona abdominal con tijeras de diseccion estériles liberando a los embriones del
saco vitelino. Los embriones se colocaron en una caja de Petri de vidrio con solucion
de Krebs (NaCl 121.5 mM, KCI 4.8 mM, KH2PO4 0.95 mM, NaHCO3 25.47 mM,
Glucosa 14.26 mM, BSA 0.3%, MgSOa4 0.03%, rojo fenol, pH 7.4), en hielo. Con
ayuda del microscopio estereoscépico se realizé la diseccidon de las vesiculas
telencefélicas de los embriones y una vez que se separaron estas vesiculas, se
expuso la parte ventral y se corté la region dorso-medial de ambas vesiculas.
Finalmente, se coloco el tejido en un tubo Eppendorf de 1.5 mL con solucion de

Krebs estéril fria.
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Figura 13. Morfologia de los embriones de rata E14. a) Embrion de rata E14 visto a través del
microscopio estereoscopico. Las vesiculas telencefalicas (sefialadas por el recuadro) se observan
como un par de estructuras casi esféricas que se encuentran en la parte anterior de la cabeza, justo
arriba del ojo. b) Corte sagital de un embrion de rata E14 en donde se sefialan todas las estructuras
gue conforman el SNC de los embriones en este estadio de desarrollo. El recuadro sefiala la regién
de la cual se obtuvo el tejido para el cultivo primario de las CTPN (Paul-Gonzélez, 2012).
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6.1.2 Cultivo de CTPN

Una vez que se realizo la diseccion de todos los embriones, el tejido obtenido se
dej6 precipitar en el tubo Eppendorf, y se retiré el sobrenadante con una pipeta.
Enseguida, se agregé 1 mL de PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4 10 mM,
KH2PO4 1.8 mM, pH 7.4) estéril y se centrifugd a 150 g durante 2 minutos.
Posteriormente se retir6 cuidadosamente el PBS y se resuspendieron las células en
500 pL de medio DMEM-F12, pipeteando 10-20 veces con una micropipeta de 1000
ML para disociar el tejido, cuidando de no introducir burbujas de aire en la
suspension celular. Se dejo reposar el tubo en posicién vertical durante 3-5 min, el
sobrenadante se recuper6 evitando tomar el tejido no disociado del fondo del tubo
y se transfirié a otro tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril.

Al tubo con el tejido no disociado se le agregaron 500 uL de medio DMEM-F12. Los
2 pasos anteriores se repitieron, colocando el nuevo sobrenadante en el mismo tubo
en donde se habia colocado el sobrenadante anterior. Se centrifug6 la suspension
celular 5 min a 150 g y posteriormente se retiré el sobrenadante, las células se
resuspendieron en 1 mL de medio DMEM-F12. De esta suspension celular se
tomaron 10 uL y se mezclaron con 10 uL de colorante azul de tripano. Se colocaron
10 pL de la mezcla en una camara de Neubauer para contar el nimero de células
viables (células que no incorporan el colorante y que presentan birrefringencia).

A partir de las células contadas, se calcul6 el numero de células por mililitro,

utilizando la siguiente formula:

No.de células contadas dilucién(1:2) x 10,000 = Células
No.de cuadros contados (4) X auuconiie)x 25 T omi

Finalmente, las células se sembraron (Pasaje 0 (P0)) en cajas de cultivo de acuerdo
con el cuadro 1. Las cajas estuvieron previamente tratadas con Fibronectina (0.5

mg/mL) y Poli-L- Ornitina (0.01%), y fueron incubadas a 37°C toda la noche.
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Tabla 1. Numero de células sembradas por volumen total de la caja de cultivo.

Caja de cultivo Volumen total No. de Células viables
p60 3.0mL 8 x 10°
p30 1.5mL 5 x 105/pozo
4 pozos 0.5 mL/pozo 1.5 x 10%/pozo

Se complement6é con medio DMEM-F12 para obtener el volumen necesario y se
suplementé con FGF2 20 ug/mL, EGF 20 pg/mL y B27 al 2%, diariamente. El cambio
de medio se realiz6 cada tercer dia.

Se realizd el pase de células (P1l) cada 4 dias aproximadamente o cuando
alcanzaron una confluencia de alrededor del 90%. Para ello, se retir6 el medio de
cultivo de las cajas y se agregd 1 mL de PBS para lavar las células, teniendo cuidado
de no despegarlas. Enseguida, se retird el PBS y se agregaron 500 uL de accutasa
para una caja p60 (300 uL para una p30), la caja se incubd de 3 a5 min a 37°C. Si
al cabo de este tiempo no se habian despegado todas las células, se afiadio 1 mL
de medio DMEM-F12 y se enjuagl la caja con la pipeta para despegar
completamente las células. Las células se transfirieron a un tubo Falcon de 15 mL
en dénde se afiadieron 5 mL de medio DMEM-F12 para inactivar la accutasa y se
centrifugd 5 minutos a 150 g. Una vez centrifugado, se retiré el sobrenadante y se
resuspendiod la pastilla de células en 1 mL de medio DMEM-F12. Finalmente se

contaron las células y se sembraron en cajas nuevas como se indica anteriormente.

6.2 Caracterizacion de los vectores de expresion pHAGE-Dp71da71 y pHAGE-
Dp71da71-7a

6.2.1 Amplificacién por PCR de la regién codificante de los plasmidos de expresiéon

Se amplificé la regién codificante de los plasmidos pHAGE-Dp71da71 y pHAGE-
Dp71da7i-74 (construidos por Kevin Duarte en el Instituto de Neurociencias de la
Universidad Paris Sur, Francia), para corroborar la presencia de la secuencia

codificante para las isoformas Dp71da71 y Dp71da71-74 en los vectores de expresion
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pHAGE mediante la técnica de PCR. Para ello, se prepar6 una mezcla de reaccion
con 5 uL de Buffer PCR 10X, 3.5 yL de MgCI2 25 mM, 1.0 pL de mix de dNTPs (2
mM cada uno), 0.3 uL de Taq DNA Polimerasa (2 U/uL), 1.5 pL (200 ng/ul) de cada
uno de los primers especificos para la caracterizacion de Dp71: rDp71F
(ATGAGGGAACACCTCAAAGGCCACG) y rDp71dR
(CTACATTGTGTCCTCTCTCATTGGC) (Cuadro 2), 1.0 pg del producto a amplificar
y se ajusté a un volumen de 50 pyL con agua MQ estéril; las condiciones de
amplificacion empleadas se describen en el Cuadro 2. Los productos de PCR fueron
visualizados en geles de agarosa al 1.8% a 100 V durante 1.5 horas.

6.2.2 Secuenciacion

Se realizé la secuenciacion automatica de los fragmentos de las isoformas de Dp71
presentes en los vectores de expresion, en el laboratorio de secuenciacion del
Departamento de Genética y Biologia Molecular, mediante el uso del kit PRISMTM
Ready Reaction DyeDeoxyTM Terminator Cycle Secuencing (Applied Biosystems).
Se prepararon reacciones con 8 pl del mix de reacciéon Terminator Ready Reaction
Mix que contiene AmpliTAQ DNA Polimerasa FS, dNTPs (dATP, dCTP, dITP,
dUTP), ddNTPs (A-terminador con colorante dicloro-R6G, C-terminador con
colorante dicloro-ROX, G- terminador con colorante dicloro-R110, T- terminador con
colorante dicloro-TAMRA), MgCI2 y Buffer Tris-HCI pH 9.0; se afiadieron 500 ng de
DNA, 800 ng de cada primer (Cuadro 2) y se ajustd cada reaccién a un volumen de
20 ul con agua MQ estéril. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador y los
productos obtenidos se precipitaron con 80 pl de isopropanol al 75%, incubando 15
minutos a temperatura ambiente y centrifugando a 14,000 rpm durante 20 minutos.
La pastilla obtenida se lavé con 250 pl de isopropanol al 75% centrifugando 8
minutos a 14,000 rpm. Posteriormente se retir6 el sobrenadante y se secé la pastilla
en un secador de vacio durante 15 minutos a 30°C. Las secuencias obtenidas se
alinearon  utilizando el programa Clustal Omega de EMBL-EBI

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ ).
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Tabla 2. Secuencia de los iniciadores empleados en los diversos ensayos de PCR, region que se amplifica, tamafio del

producto y condiciones de reaccion.

DNA amplificado Iniciado Secuencia Regién que Tamafio del Condiciones
r se amplifica producto de
PCR
rDp71F ATGAGGGAACACCTCAAAGGCCACG Exon 1 1812 ob 95 °C/5 min, 95
812pby . .
Dp7ldsnny  “1pp71dR  CTACATTGTGTCCTCTCTCATTGGC Ex6n 79 1521 pb C/30 sy 68°C/3
Dp71da71-74 ’ ] ’ min, 35 ciclos y 72°
respectivamente )
C/5 min.
rDp71F 5'ATGAGGGAACACCTCAAAGGCCACG Exon 1
rEx69F 5" CATGGTAGAGTACTGCACTCCG Ex6n 69
Dp71d
P any Ex67F CAGTTGGGTGAAGTTGCCTCCTTTG Exén 67 94°C/5min, 94°C/30s,
Dp71dar-
T Ex75R - 5' AGGAGACGGCAGTGGGGACAG EXON 75 e 55°C/30s, 60°C/4min,
secuenciacion
rEx77F 5" CCTTCCCTAGTTCAAGAG Exoén 77 40 ciclos y 72°C/7min.
rEx79R 5TTATTCTGCTCCTTCTTCATCTGTCATGACTG Exén 79
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6.3 Produccion de lentivirus recombinantes que expresan la proteina GFP y

las isoformas Dp71da71 y Dp71da71-7a

Se colocaron las células HEK293 en una botella ventilada de 25 cm?, en una relacién
de 15x10° células/25 cm? (Dia 1). A los dos dias posteriores (Dia 3), cuando las
células alcanzaron una confluencia del 80%, se inici6 la transfeccion. Para ello se
preparé en un primer tubo, una mezcla (mezcla de DNA) de 200 pyL de Optimem
(Gibco), 2.4 pg de psPAX2 (Cat. #12260), 1.2 ug de pCMV-VSG-G (Cat. #8454) y
1.8 yg de los vectores lentivirales (pHAGE-GFP, pHAGE-Dp71da7ri, pHAGE-
Dp71da71-74 0 pLenti CMV GFP Cat. #1744).
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Figura 14. Mapa genético de los plasmidos utilizados parala produccion de particulas
lentivirales. a) Plasmido de empaquetamiento (psPAX2) b) Plasmido de envoltura (pMD2-
VSV-G) y c) Plasmido de expresion pHAGE-Dp71da71, que codifica para la isoforma Dp71da71
unida al epitope Myc; el vector de expresién pHAGE es un plasmido modificado, que una vez
insertado en el genoma de la célula blanco regula la induccion de la expresion del inserto. La
expresion del inserto opera mediante el sistema Tet-On, que es un sistema de regulacién que
permite la activacion de expresion de genes mediante la adicion de antibiéticos de la familia de
la tetracicila (por ejemplo, Doxiciclina) (Das et al., 2016).
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En un segundo tubo, se preparé la mezcla de 200 yL de Optimem (Gibco) y 15 uL
de Lipofectamina 2000. Esta ultima mezcla se incub6 5 min a temperatura ambiente.
Una vez incubada, la mezcla de DNA se adicion6 a la mezcla de Lipofectamina 2000
(mezcla de transfeccion) y se incubd a temperatura ambiente durante 30 min, en
seguida se completd el volumen a 1 mL con Optimem y se incubo 5 min a

temperatura ambiente.

El medio de crecimiento de las células HEK293 se reemplaz6 por 4 mL de DMEM-
Glutamax + 10% FBS fresco a temperatura ambiente y una vez incubada la mezcla
de trasfeccion, ésta se depositd en el frasco (frasco transfectado), dejando caer
sobre la pared contraria y mezclando suavemente sobre la base. Las células del
frasco transfectado se dejaron en recuperacion, incubando durante 7 horas a 37 °C.
Transcurrido el tiempo, se revisaron las células al microscopio para verificar que
estuvieran bien (forma estrellada y adheridas) y se cambié el medio de transfeccién
por 5 mL del medio de proliferacién de las CTPN (DMEM-F12) fresco y sin factores
de crecimiento. Al transcurrir aproximadamente 15 h, se realizé la primera cosecha,
deslizando suavemente el sobrenadante por las paredes de un tubo falcén y se
almacené a 4 °C. Una vez recolectado el primer sobrenadante se anadieron 5 mL
de medio de cultivo fresco para realizar otra cosecha. Se realiz6 la segunda cosecha
de la misma forma, aproximadamente 10 h después de haber colectado la primera
y esta se almacend a 4 °C. Se afadieron nuevamente 5 mL de medio de cultivo

fresco para realizar una ultima cosecha.

Finalmente, se realizo la tercera cosecha de la misma forma aproximadamente 15
h después de haber colectado la segunda, para tener un volumen total de 18 mL. El
sobrenadante total recolectado, que contiene los virus, se filtré con pirinola de 0.45

pMm para eliminar los restos celulares.
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6.3.1 Determinacion de la capacidad de infeccion de las particulas lentivirales
recombinantes

Para poder establecer un método de infeccion de las células blanco (CTPN
embrionarias), fue necesario probar primeramente la capacidad de infeccidn de las
particulas lentivirales producidas utilizando a las células HEK293 como modelo
celular. Es por ello que se infectaron células HEK293 en pozos de 13 mm utilizando
diferentes proporciones de particulas lentivirales (que expresan la proteina GFP),
respecto al medio de crecimiento (1:1, 2:1, 3:1) durante 72 h y se llevé a cabo la

induccion de la expresion de la proteina GFP con doxiciclina (1 pg/ml) durante 48 h.

Celulas no infectadas Proporcién virus/medio 1:1
(Control negativo)
Proporcion virus’Tmedio 2:1 Proporcién virusimedio 3:1
HEK293

"Virus que expresan GFP

Figura 15. Evaluacién de la capacidad de infeccion de las particulas virales
recombinantes que expresan GFP en HEK293.

Trascurrido ese tiempo, se observaron los pozos en un microscopio de
epifluorescencia y con base en la marca GFP se eligié la proporcion de virus que

tuviera una mejor marca para posteriormente infectar a las células blanco.

6.4 Infeccion de CTPN embrionarias con las particulas lentivirales

recombinantes

La infeccion de las CTPN embrionarias se realizé cuando el cultivo alcanzé una
confluencia del 60%, para ello, se afadio al medio de crecimiento fresco de las

células adheridas, las particulas virales purificadas que expresan la proteina GFP
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en la proporcion que resulto mejor en la prueba de capacidad de infeccidon
(proporcion 1:1 virus/medio) y se indujo la expresién de la proteina GFP con
Doxiciclina (1 pg/ml) hasta observar marca de fluorescencia en el microscopio de
epifluorescencia. Las células infectadas se seleccionaron por medio de la
resistencia a una dosis especifica de geneticina. Para seleccionar esta dosis, se
sembraron CNTP embrionarias en pozos de 1.5 mL recubiertos con Poliornitina.
Estas células se cultivaron con medio DMEM-F12, factores de crecimiento y
geneticina en diferentes concentraciones (3.75, 7.5, 15, 30 y 60 ng/mL) durante 8
dias. Transcurrido este tiempo, las células se cosecharon y se cuantificaron en
camara de Neubauer, para ello se utilizaron 10 pl de las células cosechadas
mezcladas con 10 pl de azul tripano, esta mezcla se colocé en la camara y se
observé con el objetivo 40x del microscopio de inversion y se contabilizaron las
células viables en los cuatro cuadrantes grandes de las esquinas de la camara,

enseguida se calcul6 el nimero de células con la siguiente férmula:

] No.de células i
No de células = — (dilucion (1:2))(10,000)

Posteriormente se calculé el porcentaje de viabilidad utilizando la siguiente

ecuacion:

# clulas viables

(100)

Porcentaje de viabilidad=
# celulas totales

Finalmente se graficé el porcentaje de viabilidad respecto a la dosis de geneticina 'y
se selecciond aquella dosis en que se alcanzé la mortalidad del 80% de la poblacion

celular en 8 dias.
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6.5 Western blot

Las células se lavaron agregando PBS 1X (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4
10 mM, KH2PO4 1.8 mM, pH 7.4) en la caja de cultivo y realizando movimientos
delicados para evitar despegarlas. Posteriormente se removio el PBS empleado y
se adicion6 nuevo, y con una espatula se raspo la caja de cultivo para despegar las
células. Enseguida, se recuperod la mezcla con una pipeta colocandola en un tubo
para centrifuga y se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min. El sobrenadante se
desecho y la pastilla se resuspendio en buffer de extraccién frio con inhibidores de
proteasas (Tris HCI 250mM, EDTA 1mM, pH 8.0, céctel de inhibidores de proteasas
al 1X de Roche Inc.). La mezcla se incub6 30 min en hielo, y después se clarifico el
lisado, centrifugando a 12000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante (0o mezcla

de proteinas) se transfirié a un tubo nuevo.

Finalmente, a la mezcla de proteinas, se le adicion6 buffer de muestra (Tris HCI
75mM, SDS 15%, glicerol 20%, B-mercaptoetanol 5%, Azul bromofenol 0.001%), se

hirvié durante 5 min y se conservo a -20 °C para la electroforesis.

Se prepard la solucién del gel SDS (Acrilamida 29.2%, Bisacrilamida 0.8%, Trizma
1.5 M, Tris-base, H20, SDS 10%, APS 10%, TEMED) a la concentracion deseada
(8-10%) y se agrego en la camara formadora del gel, evitando la formacion de
burbujas de aire. Una vez solidificado, el gel se removi6 de la camara formadora y
se colocé sobre la camara de electroforesis que ya contenia el buffer de corrida 1X
(Trizma, SDS y glicina). Este regulador debi6 cubrir completamente al gel. Una vez
conectada la camara de electroforesis a la corriente eléctrica, se agregaron tanto
las muestras problema como el marcador de peso sobre los pozos y se corrio el gel
con un voltaje bajo (=100 V) durante aproximadamente 40 min o hasta antes de que
el colorante rebase el borde inferior del gel. Para llevar a cabo la transferencia, se
utilizé papel filtro y esponja, impregnados con el buffer de transferencia, asi como
una membrana de nitrocelulosa, las muestras corridas en el gel por electroforesis
fueron transferidas de de 18-20 h a 70-80 mA. Una vez concluida la transferencia,

se blogqueé la membrana con una solucion de leche baja en grasa al 5%+TBS-T

28



durante 2 h. Posteriormente se enjuago la membrana con TBS-T y se incubd con
los anticuerpos primarios: mAb anti Myc, pAb anti GFP, mAb anti-B-actina durante
18-24 hrs a 4°C. Transcurrido este tiempo, la membrana se lavo tres veces con
TBS-T y se incubd con el anticuerpo secundario cabra anti-ratén IgG (A10668) o
cabra anti-conejo IgG (A10547) conjugado con peroxidasa durante 1 hora a
temperatura ambiente. Finalmente se volvidé a lavar la membrana tres veces con
TBS-T y se revel6 en un cuarto obscuro, para la deteccion de las bandas
inmunorreactivas se utilizo el sistema Western Lightning ECL-Plus (Perkin-Elmer,

Inc.)

6.6 Inmunofluorescencia

Se crecieron las CTPN embrionarias sobre cubreobjetos pretratados con poli-L-
ornitina y fibronectina. Posteriormente las células se mezclaron con
paraformaldehido (PFA) al 4% durante 2 min, seguido de PFA al 2% durante 20 min
adicionales. Enseguida, se lavaron tres veces con PBS y se bloquearon con suero
de gelatina en PBS, durante 1 h. Las células se incubaron 24 h a 4 °C con los
anticuerpos primarios diluidos en PBS+ suero de cabra normal al 10%: mAb anti
myc y pAb anti GFP, y se incubaron 1 h con el anticuerpo secundario anti-raton IgG
Alexa Fluor 488 (A21202) o anti-conejo IgG Alexa Fluor 594 (A21207). Se realizaron
lavados con PBS para remover entre cada paso las soluciones de anticuerpos.

Finalmente se tifieron los nudcleos de las células con DAPI (10 ng/mL, Sigma).

El montaje se realiz6 con el medio de montaje Vectashield (Vector laboratories,
Inc.), y las muestras se observaron con un objetivo de inmersion de aceite 63X en
un microscopio Leica de epifluorescencia unido a un sistema confocal (Leica)
utilizando los filtros apropiados. De cada imagen, se escanearon 10-15 secciones z
opticas (0.4 um de espesor) y se seleccionaron secciones representativas para
obtener la distribucion de las diferentes proteinas en las CTPN. Las imagenes se

analizaron utilizando el software Leica Application Suite AF (Leica).
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Tabla 3. Lista de anticuerpos utilizados en Western Blot e Inmunofluorescencia.

Anticuerpo Dilucion
Anticuerpos Monoclonal de ratén anti Myc 1:400 WB
: . 1:200 IF
primarios
Polyclonal de conejo anti-GFP 1:200 WB
1:100 IF
Monoclonal de raton anti-actina 1:300 WB
Anticuerpos Cabra anti-ratén 1gG conjugado con peroxidasa (A10668)  1:10,000 WB
secundarios Cabra anti-conejo IgG conjugado con peroxidasa (A10547) 1:10,000 WB
Alexa Fluor 488 anti-conejo 1gG (A21202) 1:300 IF
Alexa Fluor 594 Anti-ratdn IgG (A21207) 1:200 IF

IF: inmunofluorescencia, WB: Western blot
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7. RESULTADOS

7.1 Aislamiento y cultivo de células troncales y progenitoras neurales (CTPN)

embrionarias

Se realizo el cultivo primario de células troncales y progenitoras neurales en

repetidas ocasiones con la finalidad de estandarizar el proceso de cultivo de las

aisladas de la regidén dorso medial de las vesiculas telencéfalicas de embriones de

rata Wistar (E14).

Los cultivos primarios se realizaron en el laboratorio de acuerdo con lo descrito en

la seccién de materiales y métodos. Se emple6 el medio de cultivo Dulbecco's

Modified Eagle Medium (DMEM F12), que es un medio basal que permite el cultivo

de células troncales y progenitoras neurales, manteniendo sus propiedades de auto

renovacion y multipotencialidad.

Tabla 4. Caracteristicas de los cultivos primarios de CTPN embrionarias.

Fecha de la solicitud de Cantidad Especificaciones
animales solicitada
04-sep-19 2

Rata(s) Wistar
hembra(s) a
la(s) que se le(s)
midio
impedancia/posi
-ble(s)
03-oct-19 1 gestante(s)

13-nov-19 1

Fecha de
inicio del
cultivo
18-sep-19

17-oct-19

27-nov-19

Total de

embriones

23

12

11

Células

obtenidas

20,000,000

3,800,000

7,200,000

Observaciones

Las células cultivadas
presentaron una
morfologia diferente a la
esperada, su proliferacion
fue lenta y no
sobrevivieron al ler
pasaje.

Las células parecian
proliferar, sin embargo, al
paso de una semana
comenzaron a morir.

Las células proliferaron
adecuadamente, y
sobrevivieron el primer

pasaje.
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7.2 Caracterizacion de los vectores de expresion pHAGE-Dp71da71 y pHAGE-
Dp71da71-7ay produccion de lentivirus recombinantes que expresan la proteina

GFP vy las isoformas Dp71a71y Dp71a71-74

7.2.1 Amplificacion por PCR de la region codificante de los plasmidos de expresion
PHAGE-Dp71da71 y pHAGE-Dp71da71-74

Como se ha descrito anteriormente, para lograr la sobreexpresion de las isoformas
Dp71da7a y Dp71dA71-74 se produjeron particulas lentivirales utilizando tres
plasmidos: un plasmido de envoltura (pMD2-VSV-G), un pladsmido de
empaquetamiento (psPAX2) y tres plasmidos de expresion pHAGE-Dp71da7,
pHAGE-Dp71da71-74 pHAGE-GFP que codifican para las isoformas, Dp71dari,
Dp71dA71-74 y GFP, respectivamente. Antes de comenzar la produccion de
particulas lentivirales, se corroboro la presencia de las secuencias correspondientes
a las isoformas en los vectores pHAGE-Dp71da71 y pHAGE-Dp71da71-74 por medio
de PCR. Para esto se amplificé la region codificante de cada uno de los vectores de
expresion utilizando los iniciadores rDp71F y rEx79R que en conjunto amplifican

desde el exdn 1 hasta el exdon 79 de las isoformas del grupo Dp71d.

Los productos de PCR se corrieron por electroforesis en geles de agarosa para
visualizar los productos obtenidos en la reaccion. En la Figura 16 se aprecia un
fragmento de DNA de 1,812 pb (a) que corresponde a la secuencia codificante de
la isoforma Dp71da71 y dos fragmentos de DNA de 1521 pb que corresponden a las
secuencias codificantes de la isoforma Dp71dA71-74 de dos diferentes clonas, clona
9 (b) y clona 17 (c).
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Figura 16. Caracterizacion de los vectores pHAGE-Dp71da71 y pHAGE-Dp71da71-
74 por medio de PCR. Se llev6 a cabo la amplificacion de las secuencias de Dp71darn y
Dp71da71-74 y los productos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.8%. En
el primer carril se muestra el marcador de peso molecular (M)Ladder (100 pb-3000 pb). En
el segundo carril no se observa algun fragmento de DNA. En el tercer carril se aprecia el
fragmento de cDNA de 1,812 pb correspondiente a la secuencia de Dp71da71. En el cuarto
carril se muestra el fragmento de cDNA de 1,521 pb correspondiente a la secuencia de
Dp71da71 clona 9* y en el quinto carril el fragmento de cDNA de 1,521 pb correspondiente
a la secuencia de Dp71da7i clona 17*.

7.2.2 Secuenciacion de los plasmidos de expresion pHAGE-Dp71da71 y pHAGE-
Dp71da71-74

Para corroborar que las secuencias de las isoformas Dp71da71 y Dp71da71-74 fueran
correctas, se secuenciaron los plasmidos pHAGE-Dp71da71 Y pHAGE-Dp71da71-74,
mediante una secuenciacidon automatica tipo Sanger. Los resultados de la
secuenciacion se analizaron por alineamiento con las secuencias de Dp71da71
(NM_012698.3) y Dp71da71-74 (NM_001005246.1) de Rattus norvegicus reportadas

en NCBI, utilizando los programas ClustalX y Chromas. En las Figuras 17 y 18 se
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muestran los alineamientos de las secuencias de Dp71da71 y Dp71da7i-74. LOS
resultados indican que las secuencias presentes en los plasmidos pHAGE-Dp71da71
y PHAGE-Dp71da7i-7a corresponden a la region codificante de las isoformas
Dp71da71y y Dp71da71-74 de Rattus norvegicus, respectivamente.
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Figura 17. Alineamiento de la secuencia de Dp71das: codificada por el plasmido
pHAGE-Dp71daz:. a) Alineamiento de las secuencias del exén 1al 79. Cada color resalta la
secuencia de cada uno de los diferentes exones. b) Representacién esquematica de los
exones de Dp71da7:. Cada rectangulo simboliza a un exén, y el color corresponde al mismo
que resalta la secuencia de cada uno de ellos en el alineamiento.
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Figura 18. Alineamiento de la secuencia de Dp71dari-74 codificada por el pldsmido
PHAGE-Dp71dari.74. @) Alineamiento del exon 1 al exdn 79. Cada color resalta la secuencia
de cada uno de los diferentes exones. b) Representacién esquematica de los exones de
Dp71da71. Cada rectangulo simboliza a un exén, y el color corresponde al mismo que resalta
la secuencia de cada uno de ellos en el alineamiento.

Una vez comprobada la secuencia de los insertos de las isoformas Dp71da7 y
Dp71da71-74 presente en los pldsmidos de expresion pHAGE-Dp71da71 y pHAGE-
Dp71da71-74, respectivamente, se procedio a producir las particulas virales siguiendo
el procedimiento que se describe en el apartado 6.3 de la seccion de Materiales y

Métodos.

7.2.3 Prueba de la capacidad de infeccién de las particulas lentivirales

Para poder establecer un método de infeccion de las CTPN embrionarias, fue
necesario probar la capacidad de infeccidn de las particulas lentivirales en el mismo
modelo celular en el que se produjeron. Para esto se infectaron células HEK293 en
diferentes relaciones virus/medio (1:1, 2:1, 3:1) con las particulas lentivirales que
codifican para la proteina GFP, durante 72 h y se indujo la expresién de dicha
proteina con Doxiciclina (1 pg/ml) durante 48 h. Una vez transcurrido este tiempo,
las células se observaron en el microscopio de epifluorescencia, y las imagenes
obtenidas de fluorescencia y campo claro, de 3 campos diferentes de cada
condicion, se traslaparon para contar las células que presentaron la marca de GFP
(Figura 20). De las imagenes tomadas, se eligio una imagen de campo claro y
campo oscuro de cada condicion para mostrarla en el presente trabajo (Figura 21).
Posteriormente se calculé el porcentaje de transfeccion con base al nUmero de
células que presentan la marca de la proteina GFP respecto al total de células

observadas en un campo.
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Figura 20. Conteo de células HEK293 que presentan la marca de GFP. Traslape de la imagen de
fluorescencia y campo claro de uno de los campos de las células infectadas en relacion 1:1
virus/medio con las particulas que expresan la proteina GFP; se muestra una marca en color rojo
intenso en las células que fueron infectadas eficientemente. El conteo de células que presentan esta
marca fue considerado para el cdlculo del porcentaje de transfeccion de acuerdo a como se describe
en la seccion de materiales y métodos.

a) b)

Figura 21. Células HEK293 infectadas con diferentes proporciones de particulas lentivirales GFP
respecto al medio. a) Células no infectadas (control negativo). b) Células infectadas en proporcion
virus medio 1:1. c) Células infectadas en proporcion virus/ medio 2:1. d) Células infectadas en
proporcion virus/ medio 3:1. En la parte superior se observan las imdgenes de campo oscuro
mientras que en la parte inferior se aprecian las imdgenes de campo claro.

El porcentaje de transfeccion fue de 61%, 65% y 60% para la proporcion virus/medio
1:1, 2:1 y 3:1, respectivamente. Tomando en cuenta estos resultados, se eligio la
relacion virus/medio 1:1 para infectar a las células blanco CTPN embrionarias, ya
que, a esta relacion se alcanza un porcentaje de infeccion similar a las otras dos

proporciones probadas, para utilizar una menor cantidad de particulas virales.
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7.2.3 Expresion las proteinas GFP, Dp7l1a71 y Dp71la71-74 en células HEK293
infectadas con las particulas lentivirales recombinantes

Para comprobar la expresion de las proteinas GFP, Dp71a71 y Dp71a71-74 €n células
HEK293 infectadas con las particulas lentivirales recombinantes, se sembraron
400,000 células HEK293 (80% de confluencia) en cuatro pozos de 1.5 mL. Las
células del primer pozo se utilizaron como control negativo (sin infectar), mientras
gue los tres pozos restantes se infectaron con las particulas lentivirales producidas
que expresan las proteinas GFP, Dp71a71 y Dp71a71-74, €n proporcion virus/medio
1:1 durante 72 h y se indujo la expresion de las proteinas con Doxiciclina (1 pug/ml)
durante 48 h. Por otra parte, se sembraron 400,000 células HEK293 en otros tres
pozos y se infectaron con las particulas lentivirales recombinantes que expresan las
proteinas GFP, Dp71a71 Yy Dp71a71-74 bajo las mismas condiciones, sin embargo, en
estas no se indujo la expresion de las proteinas con Doxiciclina. Una vez que las
células alcanzaron una confluencia cercana al 95%, se cosecharon, se extrajo
proteina y se hizo el analisis de la expresion de las proteinas mediante Western Blot

siguiendo el procedimiento descrito en la seccién de materiales y métodos.

Los resultados del Western Blot utilizando el anticuerpo anti-Myc muestran la
expresion de las isoformas Dp71da71 y Dp71da71-74, solamente en las células
HEK293 infectadas y tratadas con doxiciclina (Figura 22a). Las isoformas Dp71da71
y Dp71da71-74 Se expresan unidas al epitope Myc (bandera que facilita su rastreo),
por tal motivo, estos resultados indican que ambas isoformas estan siendo
expresadas. Mientras que los resultados del Western Blot utilizando los anticuerpos
anti-GFP muestran la expresion de la proteina GFP solamente en las células
HEK293 infectadas y tratadas con doxiciclina. Por otra parte, los resultados del
Western Blot utilizando el anticuerpo anti-actina (Figura 22c y 22d) muestra la

expresion de la proteina actina empleada como control de carga.

Estos resultados, en conjunto, muestran que las particulas virales producidas tienen
la capacidad de infectar a las células HEK293 exitosamente. Ademas, se corrobora
qgue la induccion con Doxiciclina es necesaria para lograr la expresion de las
proteinas GFP, Dp71da71 y Dp71da71-74.
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Figura 22. Expresion de las proteinas expresadas en células HEK293. a) Se muestran
los resultados del Western Blot utilizando el anticuerpo anti Myc. En esta figura se aprecian
7 carriles, el primero de ellos corresponde a las células HEK293 no infectadas (control
negativo), el segundo, cuarto y sexto carril corresponden a las células HEK293 infectadas
con las particulas virales que expresan la proteina GFP, Dp71da7zi Y Dp71dariza,
respectivamente, sin induccion con Doxiciclina (-). Mientras que el tercer, quinto y séptimo
carril corresponden a las a las células HEK293 infectadas con las particulas virales que
expresan la proteina GFP, Dp71da71 Y Dp71da71-74, respectivamente, con inducciéon con
Doxiciclina (+). b) Resultados del Western Blot utilizando el anticuerpo anti-GFP. En esta
figura se aprecian siete carriles que corresponden a las mismas condiciones antes
mencionadas. c¢) y d) resultados del Western Blot utilizando el anticuerpo anti-actina. A la
izquierda de cada figura se muestra el marcador de peso molecular(M) en kDa.

7.3 Curva de resistencia a geneticina

Los vectores de expresion pHAGE-Dp71da71 y pHAGE-Dp71da7i-74 contienen un
gen de resistencia a geneticina que permite la seleccion de las CTPN que fueron
infectadas exitosamente y que corresponden a transfectantes estables. Tomando
en cuenta esto, fue necesario conocer la dosis de geneticina en la que las células
no infectadas (sin el plasmido) no pudieran sobrevivir. Para ello, se cultivaron CTPN
embrionarias con medio DMEM-F12, con factores de crecimiento y diferentes
concentraciones de geneticina (G418-disulfuro): 3.75, 7.5, 15, 30 y 60 ng/mL
durante 8 dias, como se indica en Materiales y Métodos. Transcurrido este tiempo
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las células se despegaron con accutasa y se contaron en camara de Neubauer. Con
los resultados se elabordé una curva de resistencia a geneticina graficando el
porcentaje de viabilidad respecto a la concentracidon de geneticina, para seleccionar
la concentracion de dicho antibiético en la cual se alcanzé la mortalidad del 80% de
la poblacion celular. En la Figura 19, se puede apreciar que a la concentracion de
60 ng/mL ocurre una mortalidad del 80% de la poblacion celular. Esta concentracion
fue utilizada para seleccionar a las células infectadas con las particulas virales

recombinantes que expresan a las isoformas Dp71a71 y Dp71a71-74.
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Figura 19. Curva de resistencia a geneticina de las CTPN embrionarias. Se muestra la
variacion del porcentaje de viabilidad (%) respeto a la concentracion de geneticina (ng/mL).
Se observa que al aumentar la concentracion de geneticina disminuye el porcentaje de
viabilidad, ademas, se aprecia que a la concentracion de 60 ng/mL se alcanza el 80% de
muerte celular o bien, el 20% de viabilidad.

7.4 Infeccibn de CTPN embrionarias con las particulas lentivirales

recombinantes que expresan la proteina GFP

Se sembraron 30,000 CTPN embrionarias en cajas de cuatro pozos y se dejaron
crecer con medio DMEM-F12 y factores de crecimiento. Cuando el cultivo alcanzo
una confluencia del 60%, las CTPN embrionarias se infectaron con las particulas

gue expresan la proteina GFP en relacion 1:1 virus/medio, durante 72 h y se indujo
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la expresion de la proteina GFP durante 48 h, tal y como se indica en el protocolo
de infeccion de las células HEK293. Al transcurrir este tiempo, las células se
analizaron en el microscopio de epifluorescencia, sin embargo, no se observo la
marca de la proteina GFP. Considerando la observacion anterior, se decidio alargar
el periodo de induccidn hasta observar la marca de fluorescencia de la proteina
GFP, para determinar el tiempo de induccidn necesario para las células blanco. Para
observar la expresion de la proteina GFP en las CTPN embrionarias fue necesario

una induccién durante nueve dias.

En la Figura 23b se muestran las imagenes obtenidas del microscopio de
epifluorescencia al noveno dia de induccion de las CTPN embrionarias infectadas a
las que se les indujo la expresion de la proteina GFP con Doxiciclina. En esta
imagen, se puede apreciar la fluorescencia emitida por la proteina GFP, mientras
gue en las CTPN embrionarias infectadas, que no fueron inducidas con Doxiciclina
(Figura 23c) no se observa la marca de dicha proteina. Estos resultados indican que
las CTPN embrionarias requieren un periodo mas largo de induccioén con Doxiciclina
(al menos nueve dias) en comparacion con las células HEK293. Ademas, se
comprueba que es necesaria la inducciéon con Doxiciclina para lograr la expresion

de la proteina GFP en las células infectadas.

Por otra parte, se analizd si el medio de cultivo con el que se produjeron las
particulas virales (medio de las células HEK293) afectaba el crecimiento de las
CTPN embrionarias, ya que tiene una composicion quimica distinta al medio de
crecimiento de las CTPN embrionarias (DMEM-F12) y ambos se mezclan en
proporcion 1:1 al momento de realizar el proceso de infeccién. En la Figura 23d se
puede apreciar la imagen de campo claro de las CTPN embrionarias cultivadas con
medio DMEM-F12 y medio DMEM en proporcion 1:1. En esta figura se puede
apreciar que las CTPN embrionarias parecen tener dafios en la membrana, sin
embargo, mantienen una morfologia similar a la del control negativo (Figura 23a), lo
gue indica que la presencia del medio DMEM provoca una alteracion a las CTPN

embrionarias, aunque no parece ser considerable. Ademas, no se aprecia
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fluorescencia, debido a que las células no fueron infectadas y, por tanto, tampoco

inducidas.

b) DOX (+)

Figura 23. Infeccién de las CTPN embrionarias con las particulas lentivirales que
expresan a la proteina GFP. a) Células no infectadas (control negativo). b) Células
infectadas en proporcién virus medio 1:1 e inducidas con Doxiciclina durante nueve dias. c)
Células infectadas en proporcion virus medio 1:1 sin induccién con Doxiciclina durante
nueve dias d) Células crecidas durante 72 h con medio DMEMF-12 Y DMEM en proporcion
1:1. En la parte superior se observan las imagenes de campo claro mientras que en la parte

inferior se aprecian las imagenes de campo oscuro.
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8. DISCUSION

El estudio de las células troncales y progenitoras neurales embrionarias ha
incrementado en los ultimos afios debido a su importancia dentro del area de
investigacion del desarrollo, sin embargo, resulta ser un modelo celular dificil de
cultivar. En este trabajo, se cultivaron las células troncales y progenitoras neurales
embrionarias de rata Wistar (E14), durante al menos 3-5 pasajes, utilizando medio
de cultivo DMEM-F12 y los factores de crecimiento FGF2, EGF y B12, que en
conjunto permitieron mantener a las células en proliferacion sin ser diferenciadas.
Los cultivos producidos fueron analizados en microscopio y se observd que la
morfologia del cultivo es distintiva al de las células troncales no diferenciadas, sin
embargo, es necesario probar la multipotencialidad de éstas por
inmunofluorescencia utilizando los marcadores Sox2 y Nestina. Por otra parte,
durante el establecimiento de las condiciones para el cultivo de CTPN embrionarias,
se pudo determinar que un paso critico para la obtencion de un cultivo primario
exitoso es la diseccién de las vesiculas telencefélicas. Esto puede deberse a que si
se realiza la diseccién de forma incorrecta se toman células de otro tipo, como lo
pueden ser células epiteliales, que una vez cultivadas compiten con las CTPN
embrionarias por la captacion de los nutrientes presentes en el medio de cultivo; lo
que conlleva a la muerte de las CTPN embrionarias. Probablemente esta es la razén
por la que los primeros cultivos realizados en este trabajo no fueron exitosos
(Cuadro 4), sin embargo, una vez que se identificé y corrigié el problema en la

diseccion, fue posible obtener cultivos de CTPN embrionarias de forma exitosa.

Antes de comenzar la produccién de las particulas lentivirales para infectar a las
CTPN embrionarias cultivadas, se decidid corroborar la presencia de los insertos de
Dp71da71 y Dp71da71-74 en los plasmidos pHAGE, llevando a cabo la determinacion
de la secuencia nucleotidica. Al analizar los resultados de dicho ensayo con los
programas Clustal y Chromas, se establecio que los plasmidos pHAGE-Dp71da71y
pHAGE-Dp71da71-74 poseen las secuencias que codifican para las isoformas

Dp71da71 y Dp71da7i-7a, respectivamente. Esto debido a que las secuencias
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codificantes analizadas de ambos pladsmidos, son homologas a las secuencias de
las isoformas Dp71da71 (NM_012698.3) y Dp71da71-74 (NM_001005246.1) de Rattus

novergicus registradas en la base de datos NCBI.

La capacidad de infeccion de las particulas lentivirales producidas se corroboro
antes de infectar a las células blanco con la finalidad de establecer condiciones
adecuadas de infeccién y para poder comparar la capacidad de infeccion en dos
modelos celulares diferentes. Por tal motivo, se infectaron células HEK293
siguiendo el protocolo descrito en Materiales y Métodos, previamente desarrollado
en nuestro grupo de trabajo. Las células HEK293 resultan ser un modelo celular
facil de transfectar y de cultivar, motivo por el cual también fueron utilizadas para la
produccion de las particulas virales en el presente trabajo (Martinez-Salazar, 2007).
Para facilitar el estudio de la capacidad de infeccion de las particulas lentivirales
producidas en células HEK293, se realizo el procedimiento utilizando las particulas
gue expresan la proteina GFP, que por su naturaleza emite fluorescencia propiay,
por ende, su expresion facilita su rastreo en la célula al observarse en un
microscopio de epifluorescencia. De acuerdo con los resultados de la infeccién de
las células HEK293 con las particulas lentivirales producidas que expresan la
proteina GFP, pudimos establecer, primeramente, que las particulas producidas
tienen la capacidad de infectar a las células HEK293 exitosamente, ya que en las
células infectadas se pudo apreciar la expresion de la proteina GFP. Esto ocurre
debido a que las particulas lentivirales actian como vehiculos que logran introducir
el material genético exdgeno que transportan dentro una célula huésped, e
insertarlo en el genoma del huésped con ayuda de la maquinaria proteica de la
célula hospedera (Vigna y Naldini, 2000). Ademas, fue posible establecer que fue
eficiente, ya que las particulas virales producidas lograron infectar alrededor del
60% de la poblacion celular total, en cualquiera de las tres relaciones virus/medio
probadas (1:1, 2:1, 3:1). Considerando que los porcentajes de infeccion son muy
similares entre las proporciones virus/medio probadas, se decidid seleccionar la
relacion 1:1 como la indicada para ser utilizada en el protocolo de infeccion de las
células blanco, debido a que utiliza menor cantidad de particulas virales y, por tanto,

esta condicion hace mas rentable el proceso de infeccion.
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Por otra parte, los resultados anteriores se reafirmaron por Western Blot (Figura 22),
en donde se puede apreciar que se expresa la proteina GFP en las células HEK293
infectadas con las particulas lentivirales producidas (Figura 22b). Por otra parte, se
puede establecer que las particulas lentivirales producidas que expresan las
isoformas Dp71da71y Dp71dari-74, infectan exitosamente a las células HEK293, ya
gue se aprecia la expresion de ambas isoformas al utilizar el anticuerpo anti-myc
(Figura 22a), ya que ambas isoformas se expresan unidas al epitope myc, como

bandera para facilitar su rastreo.

Asimismo, se corrobora que la induccién con Doxiciclina es necesaria para la
expresion de las proteinas GFP, Dp71da71y Dp71da7i-74,dado que, no se observa la
expresion de las proteinas cuando las células HEK293 infectadas no son tratadas
con Doxiciclina (Figura 22a). Esto se debe a que, el vector de expresion pHAGE-
GFP es un plasmido modificado, que una vez insertado en el genoma de la célula
blanco requiere de la induccion de la expresion del inserto. La expresion del inserto
(en este caso GFP) opera mediante el sistema Tet-On; el sistema Tet-On es un
sistema de regulacion que permite la activacion de expresion de genes mediante la
adicién de antibidticos de la familia de la tetraciclina (por ejemplo, Doxiciclina). Este
sistema consiste en una proteina reverse-TetR (rTetR), y un promotor llamado
elemento de respuesta a tetraciclina (TetO). La tetraciclina induce el cambio de
conformacion de la rTetR, lo cual le permite a esta proteina unirse al promotor para

permitir la expresion del gen (Das et al., 2016).

Finalmente, se llevd a cabo la infeccion de las CTPN embrionarias en cultivo,
siguiendo el mismo protocolo de infeccion de las células HEK293 y tomando en
cuenta la proporcion virus/medio elegida. De acuerdo con los resultados, podemos
establecer que las particulas lentivirales recombinantes que expresan la proteina
GFP poseen la capacidad de infectar a las CTPN embrionarias. Sin embargo, a
pesar de que con el protocolo de infeccidn previamente establecido en células
HEK293, se observa que 48h de induccién con Doxiciclina fueron suficientes para
observar la expresién de la proteina GFP. En el caso de las células blanco esta

condicion fue distinta, ya que, las CTPN infectadas requirieron minimo 9 dias de
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induccién con Doxiciclina para observar la expresion de GFP en dichas células. A
pesar de que se logra observar la marca fluorescente de la proteina GFP en las
células CTPN embrionarias (Figura 23b), la eficiencia de infeccion parece ser menor
a la observada en las células HEK293 (Figura 21b). Es posible que esto se deba a
que las CTPN embrionarias estan siendo infectadas con menor eficiencia respecto
a las células HEK293. Las CTPN embrionarias son un modelo celular que por sus
caracteristicas resulta dificil de transfectar, es por ello que se han probado
diferentes tecnologias como la nucleofeccion, electroporacion, asi como el uso de
nanoparticulas magnéticas, sin embargo, estas resultan ser muy costosas (Adams
et al., 2013; Bertram et al.,2012; Pickard et al., 2011). No obstante, es posible que
las CTPN embrionarias requieran un mayor tiempo de infeccién, por lo que seria
recomendable probar tiempos de infeccion mas largos, para observar si el

porcentaje de infeccion mejora.

Por otra parte, es necesario corroborar la expresion de la proteina GFP por
Inmunofluorescencia y Western Blot. Ademas, se requiere llevar a cabo la infeccion
de las CTPN embrionarias con las particulas lentivirales que expresan las isoformas
Dp71da71y Dp71da7i-74, para comprobar que las infectan eficientemente. Al igual que
en las células HEK293, es necesario corroborar la expresion de ambas isoformas

por Inmunofluorescencia y Western Blot.
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9. CONCLUSIONES

1. Se obtuvo el cultivo primario de células troncales y progenitoras neurales

embrionarias.

2. Lainfeccion de células HEK293 con las particulas lentivirales recombinantes
permite la expresion eficiente de las proteinas GFP, DP71da71y DP71da71-74.

3. La infeccion de CTPN con las particulas lentivirales recombinantes permite

la expresion de la proteina GFP.

4. La expresion de las proteinas GFP, DP71da71 y DP71da71-74 de los vectores

lentivirales recombinantes responde a la induccion con Doxiciclina.

5. Laexpresion de la proteina GFP en células troncales y progenitoras neurales
embrionarias requiere de 9 dias de induccion con Doxiciclina, en

comparacion a las células HEK293 que requieren 2 dias de induccién

6. El porcentaje de células HEK293 infectadas con las particulas lentivirales

recombinantes es del 61%.

7. El porcentaje de CTPN embrionarias infectadas no se pudo calcular, debido

a la morfologia compleja de las células.

8. La dosis efectiva de geneticina para la seleccién de CTPN infectadas es de
60 ng/mL.
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10. PERSPECTIVAS

* Probar la multipotencialidad de las CTPN embrionarias cultivadas, por

inmunofluorescencia con los marcadores SOX2 y Nestina.

* Calcular la eficiencia de la infeccion lentiviral en células troncales y

progenitoras neurales.

« Comprobar la expresion de Dp71d,,; Y Dp71d,71-74 €n células troncales y
progenitoras neurales por Inmunofluorescencia y Western Blot, utilizando el

anticuerpo anti Myc.

* Analizar el efecto de la sobreexpresion de Dp71da;; Y Dp71da;1-74 €N la
diferenciacion de CTPN embrionarias por inmunofluorescencia y Western
blot, utilizando los marcadores MAP2 y/o BllI-tubulina para neuronas y GFAP

para astrocitos.
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ANEXOS

>NM_012698.3 Rattus norvegicus dystrophin (Dmd), transcript variant Dp71a, mRNA
AGTGCTTTCGGCTGCGAGCCTGGGCGGCGGCGCTTGACTTTCGGGGAGCCCCGTGGCTCGGACAAGCTTA
CTCCTCCGCGCTAAGCGCCCTCCCCTGACTGCCTGTGAAATCCTTACAACCATGAGGGAACACCTCAAAG
GCCACGAGACCCAAACAACTTGTTGGGACCATCCCAAAATGACAGAGCTCTACCAGTCTTTAGCTGACCT
GAATAATGTCAGGTTCTCCGCTTATAGGACTGCCATGAAGCTCAGAAGACTCCAGAAGGCCCTTTGCTTG
GATCTCTTGAGCCTGTCAGCTGCATGTGACGCCTTGGACCAGCACAACCTCAAGCAAAATGATCAGCCCA
TGGATATCCTGCAGATAATTAACTGTTTGACTACTATTTATGACCGTCTGGAGCAAGAGCACAACAATTT
GGTCAATGTCCCTCTCTGTGTGGATATGTGTCTCAACTGGCTTCTCAATGTTTATGATACGGGACGAACA
GGGAGGATCCGTGTCCTGTCTTTTAAAACTGGCATCATTTCTCTGTGTAAAGCACACTTGGAAGACAAGT
ACAGATACCTTTTCAAGCAAGTGGCAAGTTCAACCGGCTTTTGTGACCAGCGTAGACTGGGTCTTCTTCT
GCATGATTCTATTCAAATCCCAAGACAGTTGGGTGAAGTTGCCTCCTTTGGGGGCAGTAACATTGAGCCG
AGTGTCAGGAGCTGTTTCCAGTTTGCCAATAATAAACCTGAGATTGAAGCCGCTCTCTTCCTTGACTGGA
TGCGTCTGGAACCCCAGTCTATGGTGTGGCTGCCGGTCTTGCACAGAGTGGCTGCTGCTGAAACAGCCAA
GCATCAGGCCAAGTGTAACATCTGTAAGGAGTGTCCAATCATTGGATTCAGGTACAGAAGCCTGAAACAC
TTTAATTATGACATCTGCCAAAGCTGCTTTTTTTCTGGCCGAGTTGCTAAGGGCCATAAAATGCACTACC
CCATGGTAGAGTACTGCACTCCGACTACATCTGGAGAAGATGTTCGTGACTTTGCCAAGGTACTGAAAAA
CAAATTTCGAACCAAAAGGTATTTTGCGAAGCATCCCCGAATGGGCTACCTTCCAGTGCAGACTGTGTTA
GAGGGGGACAACATGGAAACGCCTGCCTCGTCCCCCCAGCTTTCACACGATGATACTCATTCACGCATTG
AGCATTATGCTAGCAGGCTAGCAGAAATGGAAAACAGCAATGGATCTTATCTAAATGATAGCATCTCTCC
TAATGAGAGCATAGATGATGAACATTTGTTAATCCAGCATTACTGCCAAAGTTTGAACCAGGACTCCCCC
CTGAGCCAGCCTCGTAGTCCTGCCCAGATCTTGATTTCCTTAGAGAGTGAGGAAAGAGGGGAGCTAGAGA
GAATCCTAGCAGATCTTGAGGAAGAAAACAGAAATCTGCAAGCAGAATATGATCGTCTGAAGCAGCAGCA
TGAGCATAAAGGCCTGTCCCCACTGCCGTCTCCTCCTGAGATGATGCCCACCTCTCCCCAGAGTCCCAGG
GATGCTGAACTCATTGCTGAGGCCAAGCTACTGCGCCAACACAAAGGACGTCTGGAAGCCAGGATGCAAA
TCCTGGAAGACCACAATAAACAACTGGAGTCTCAGTTACATAGACTGAGGCAGCTCCTGGAGCAACCCCA
GGCTGAGGCCAAGGTGAATGGCACCACGGTGTCCTCTCCTTCTACCTCGCTGCAGAGGTCAGATAGCAGT
CAGCCTATGCTGCTCCGAGTGGTTGGCAGTCAAACTTCAGAATCTATGGGTGAGGAAGATCTTCTGAGTC
CTCCCCAGGACACAAGCACAGGGTTAGAAGAAGTGATGGAGCAACTCAACAACTCCTTCCCTAGTTCAAG
AGGAAGAAATGCCCCTGGAAAGCCAATGAG AGAGGACACAATG-GAAG CCTTTTCCACATGGCAGATG

ATTTGGGCAGAGCGATGGAGTCCTTAGTTTCAGTCATGATAGATGAAGAAGGAGCAGAATAA
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>NM_001005246.1 Rattus norvegicus dystrophin (Dmd), transcript variant Dp71c, Mrna

GCTTGACTTTCGGGGAGCCCCGTGGCTCGGACAAGCTTACTCCTCCGCGCTAAGCGCCCTCCCCTGACTG
CCTGTGAAATCCTTACAACCATGAGGGAACACCTCAAAGGCCACGAGACCCAAACAACTTGTTGGGACCA
TCCCAAAATGACAGAGCTCTACCAGTCTTTAGCTGACCTGAATAATGTCAGGTTCTCCGCTTATAGGACT
GCCATGAAGCTCAGAAGACTCCAGAAGGCCCTTTGCTTGGATCTCTTGAGCCTGTCAGCTGCATGTGACG
CCTTGGACCAGCACAACCTCAAGCAAAATGATCAGCCCATGGATATCCTGCAGATAATTAACTGTTTGAC
TACTATTTATGACCGTCTGGAGCAAGAGCACAACAATTTGGTCAATGTCCCTCTCTGTGTGGATATGTGT
CTCAACTGGCTTCTCAATGTTTATGATACGGGACGAACAGGGAGGATCCGTGTCCTGTCTTTTAAAACTG
GCATCATTTCTCTGTGTAAAGCACACTTGGAAGACAAGTACAGATACCTTTTCAAGCAAGTGGCAAGTTC
AACCGGCTTTTGTGACCAGCGTAGACTGGGTCTTCTTCTGCATGATTCTATTCAAATCCCAAGACAGTTG
GGTGAAGTTGCCTCCTTTGGGGGCAGTAACATTGAGCCGAGTGTCAGGAGCTGTTTCCAGTTTGCCAATA
ATAAACCTGAGATTGAAGCCGCTCTCTTCCTTGACTGGATGCGTCTGGAACCCCAGTCTATGGTGTGGCT
GCCGGTCTTGCACAGAGTGGCTGCTGCTGAAACAGCCAAGCATCAGGCCAAGTGTAACATCTGTAAGGAG
TGTCCAATCATTGGATTCAGGTACAGAAGCCTGAAACACTTTAATTATGACATCTGCCAAAGCTGCTTTT
TTTCTGGCCGAGTTGCTAAGGGCCATAAAATGCACTACCCCATGGTAGAGTACTGCACTCCGACTACATC
TGGAGAAGATGTTCGTGACTTTGCCAAGGTACTGAAAAACAAATTTCGAACCAAAAGGTATTTTGCGAAG
CATCCCCGAATGGGCTACCTTCCAGTGCAGACTGTGTTAGAGGGGGACAACATGGAAACAAATCTGCAAG
CAGAATATGATCGTCTGAAGCAGCAGCATGAGCATAAAGGCCTGTCCCCACTGCCGTCTCCTCCTGAGAT
GATGCCCACCTCTCCCCAGAGTCCCAGGGATGCTGAACTCATTGCTGAGGCCAAGCTACTGCGCCAACAC
AAAGGACGTCTGGAAGCCAGGATGCAAATCCTGGAAGACCACAATAAACAACTGGAGTCTCAGTTACATA
GACTGAGGCAGCTCCTGGAGCAACCCCAGGCTGAGGCCAAGGTGAATGGCACCACGGTGTCCTCTCCTTC
TACCTCGCTGCAGAGGTCAGATAGCAGTCAGCCTATGCTGCTCCGAGTGGTTGGCAGTCAAACTTCAGAA
TCTATGGGTGAGGAAGATCTTCTGAGTCCTCCCCAGGACACAAGCACAGGGTTAGAAGAAGTGATGGAGC
AACTCAACAACTCCTTCCCTAGTTCAAGAGGAAGAAATGCCCCTGGAAAGCCAATGAGAGAGGACACAAT
G-GAAG CCTTTTCCACATGGCAGATGATTTGGGCAGAGCGATGGAGTCCTTAGTTTCAGTCATGATAG
ATGAAGAAGGAGCAGAATAAATGTTTTACAACTCCTGACCCCCGCATGGTTTTTATAATATTCGTACAAC
AAAGAGGATTAGACAGTAAGCGTTTACAAGAAATAAATCTATATTTTTGTGAAGGGTAGTGGTACTATAC
TGTAGATTTCAGTAGTTTCTAAGTCTGTTATTGTTTTGTTAACAATGGCAGGTTTTACACGTCTATGCAA
TTGTACAAAAAAGTTAAAAGAAAACATGTAAAATCTTGATAGCTAAATAACTTGCCATTTCTTTATATGG
AACGCATTTTGGGTTGTTTAAAAATTTATAACAGTTATAAAGAAAGATTGTAAACTAAAGTGTGCTTTAT

AAAAAAGT
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