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2. INTRODUCCiÓN

2.1. FORMACiÓN DELOS UNAJES NEURALES IN VIVO

La embriogénesis de los mamíferos placentados (Fig. 1) ocurre en tres fases:

preimplantaci ón, implantación y postimplantación. La fase de preimplantación tiene lugar

en el oviducto y ellumen uterino, es independiente de la madre, y culmina con la formación

del blastocisto. La implantación es el resultado de interacciones adhesivas entre el

blastocisto y el útero, y marca el inicio de un periodo de dependencia materna. El desarrollo

postimplantación incluye la gastrulación, elaboración de la placenta, organogénesis y

crecimiento (revisado en Downs, 2001).

La formación del blastocisto representa el primer evento de diferenciación durante el

desarrollo embrionario. El blastocisto es una estructura esférica compuesta por el (1)

trofectodermo, una monocapa externa de células epiteliales polarizadas; (2) la masa celular

interna (ICM, "jnner fell mass"), un conjunto de células no polarizadas; y (3) la cavidad del

blastocele adyacente a la ICM. Estos tipos celulares no sólo difieren en su localización y

morfología, también en su patrón de expresión proteica, su función y destino: el

trofectodermo dará lugar a las estructuras extraembrionarias, mientras que la lCM originará

los linajes embrionarios (revisado en Wild y Fleming, 2001) .

2° cuerpo
ooo r Trofectodermo

ICM

Blasto ce le

Q

"00
..... ... ~

Epib lasto

Endodermo
p-irTitwo

I-UEVO
FERTILIZADO 4 CÉLULAS I\IÓRU LA BLASTO CISTO

BlASTO O STO EN
IM PLANTA O óN

Figura 1. Embriogénesis tem p rana en mamíferos (Modificado de Beddington. 2001).

Alrededor del tiempo de implantación al útero, un grupo de células de la ICM

adyacentes a la cavidad del blastocele originan el hipoblasto (endodermo primitivo), tejido

precursor de linajes extraembrionarios, incluidos el endodermo visceral y el parietal. En

esta etapa al resto de las células de la ICM se les denomina epiblasto o ectodermo

primitivo, a partir de esta población pluripotente surgirá el linaje neural (revisado en Wild y

Fleming, 2001).

2
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Durante la transición entre la ¡CM y el ectodermo pnrrutrvo se delinean

temp oralmente distintas poblaciones de células pluripotentes, todas ellas caracterizadas por

la expresión de Oct4. En el ratón , entre los 3.5 y 4.5 días post coitum (dpc) las células

pluripotentes del blastocisto expresan Oct4, CRTR-l, Rexl y Pscl. Una disminución en la

expresión de CRTR-l y Rexl yel inicio de la expresión de PRCE a los - 4.75 dpc indican

una transición de la población pluripotente. Entre los 4.75 dpc y el inicio de la cavitación

proamniótica, se identifica otra población celular caracterizada por la expresión de Pscl en

ause ncia de CRTR- l y Rex l. Entre los 5.0 y 5.25 dpc cesa la expresión de Pscl y comienza

a expresarse Fgf5, lo que resulta en una población de células que expresan Oct4, PRCE y

Fgf5 . Entre los 5.25 y 5.5 dpc ocurre un decremento en la expresió n de PRCE,

manteniéndose la expresión de Oct4 y Fgf5. Este patrón de expresión se mantiene hasta la

gastrulación (Pelton et al ., 2002) .

Durante la gastrulación el ectodermo primitivo da lugar al surco primitivo ju sto en

la línea que separa las regiones embrionaria y extraernbr ionaria, Conforme el surco

primiti vo se expande distalmente, las células del epiblasto se internan en él y emergen

como mesodermo. Al alca nzar el extre mo distal del embrión el surco primitivo se condensa

en una estruc tura especializada, el nodo, desde dond e emana el mesodermo axial. Entonces,

el mesoderm o axial se mueve hacia la región anter ior del embrión y or igina el

ncurocctodcrmo (revisado en Downs, 200 1).

El proceso de formaci ón del neuroectodenno como una región distinta del resto de

las células ectodermales, se conoce como inducción neural. y ocurre como resultado de la

inhibición de la seña lizac ión por la proteína morfog énica de hueso (BM P, "Qone

llorphogenic protein") en el ectode rmo embriona rio (revisado en Muñoz-Sanjuán y

Briva nlou, 2002).

Inicialm ente, el neuroectodenno consiste en una lámina de células a lo largo de la

línea media anterio r del embrión (placa neural), la cual se pliega para formar el tubo neural

(Fig . 2). La form aci ón de la placa neural a partir de ectodermo coincide con un aumento en

la expresió n Sox I ("~RY-box containing gene 1") y con la expresión del factor

transcrip cional Gbx2 ("Qastrul ation hrain homeobox r ). Con el cierre del tubo neural la

expresión de Gbx2 se regula negativamente en el interior del epitelio neural (revisado en

Lang el al., 2004).
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Figura 2. Desarrollo del sistema nervioso en mamíferos. (a) En la etapa de placa neurot las células
neurales recién formadas estón flanqueados lateralmente por el ectodermo epidérmico (ECT). Las
células de la notocorda (N) descansan por debajo de la línea media de la placa neurol, y el
mesodermo segmental (5) estó debajo de la reglón lateral de la ploca neural. (b) En lo etapa de
pliegue neural. las células de la placa del piso (F) se hacen evidentes en la línea media ventral y el
mesodermo somítico comienza a desarrollarse. (e) En la etapa de tubo neurol, en la línea media
dorsal comienzan a diferenciar las células de la placa del techo (R). y las células de la cresta neural
(NC) comienzan a delomlnar desde la reglón dorsal del tubo neurol. se indican las regiones ventral
M y dorsal (O) (Jessell. 2000).

Las células multipotentes de la placa/tubo neural, también denominadas precursores

neurales, se caracterizan por la expresión de varios marcadores, incluyendo los factores

transcripcionales Soxly Sox2, nestina (un tipo de filamento intermedio), musashil (proteína

de unión a RNA que funciona como regulador traduccional) y N-CAM (molécula de

adhesión celular neural), y diferencian a los principales tipos celulares del sistema nervioso

central (CNS, "fentral nervous ~stem") - neuronas y glía- y sistema nervioso periférico

(PNS, "peripheral nervous ~stem") (Lang et a/., 2004).

A la par de la inducción, el neuroectodermo se subdivide respecto a los ejes dorso­

ventral y antero-posterior, en respuesta a señales provenientes de tejidos vecinos. Esto

resulta en un patrón de expresión génica restringido regionalmente y en la alteración del

potencial de desarrollo (revisado en Lang et a/., 2004).

2.1.1. Desarrollo de la médula espinal y surg imiento de las neuronas
motoras

La médula espinal es una estructura caudal, pero las células neurales de las que deriva

expresan transitoriamente marcadores moleculares de tipo rostral. La adquisición del

carácter caudal de la médula ocurre justo después de la inducción neural, a través de la

reprogramación del destino de un grupo de células neurales por una serie de señales

extrínsecas: factores de crecimiento de fibroblasto (FGFs, "fibroblast growth factors"),Neevia docConverter 5.1



retinoides, BMPs y una actividad cauda lizante de l mesodoremo paraxial. Estas señales

derivan de l surco primitivo en la etapa de gástrula o del mesodermo paraxial del embrión

(revisado en Jessell, 2000) .

Los principales tipos celulares de la médula espinal - las células de la placa del

piso (una clase especializada de cé lulas gliales), las motoneuronas (MNs) y las

intemeuronas- se generan durante las primeras etapas del desarrollo de la región ven tral

del tubo neural. Las células de la placa del piso diferencian en la línea media ventral justo

después de la formación de la placa neural (Figs. 2a, b) , mientras que las MNs e

intemeuronas se generan en posiciones más dorsales. La diferenciación de estos tres tipos

celulares depende de señales provenientes de un grupo ce lula r del mesodermo axial, la

notocorda, y posteriormente, de las propias células de la placa del piso (revisado en Jessell ,

2000).

Las prin cipales actividades señalizado ras de la notocord a y la placa del piso están

medi adas por el gradiente de conc entraeión de una proteína secretada, Son ie hedgehog

(Shh ). Un grupo de prot eín as de hom eodominí o (HD) expresadas por las células

progenitoras ventral es actúan como factore s intermediarios en la interpretaci ón de la señal

de Shh (revisado en Jessell , 2000). Shh promueve la expresíón de algunas de estas proteín as

(Clase 11) y reprime la expresión de otras (Clase 1). La represión mutua entre las proteínas

de la Clase 1 y Clase [1 establece cinco dominios discretos de cé lulas progcnitoras cn la

región ven tra l de la médul a espinal, los cuales generan posteri orm ente tipos espec íficos de

neuronas (revisado en Appcl y Eisen, 2003 ).

Las neuronas motoras derivan de células progenitora s que expresan la proteína HD

Pax ó (" Paired box gene 2") (Fig. 3). Dentro de esta pob lación las acci one s combinadas de

las prote ínas HD Clase Il Nkx ó. l , Nkx2.2 e Irx3 restrin gen la generación de MNs a un so lo

dominio progenit or (pMN). Dent ro de este dominio la actividad de Nkxó. 1 dirige la

expres ión dominio-restrin gid a de otros factores, como la prote ína de hom eodominio

MNR2. La expresión de MN R2 se inicia durante el cielo de división final de los

progenitores motoneuronales y coincide con el momento en que estas célul as se vuelven

independi entes de la señal de Shh (revisado en Jessell, 2000 ).

MNR2 induce la expresión de las proteínas HD Lim3 y lsll . La inducción de lsll

podrí a ser un paso clave en el proceso de diferenciación de MNs som áticas, ya qu e la

aparición de (s12 y HB9 -factores tran scripcionales específicos de las MNs somáticas­

parec e requerir de la expres ión de lsll . HB9 posee una acti vidad similar a la de MNR 2,

pero aparece sólo en neuronas postmit óticas, por lo que su funci ón podri a ser la de

mantener las prop iedades de las MNs somáticas despu és de que la expresión de MNR2 se

ha extinguido (Tanabe el al., 1998).

5
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Figura 3. VIOmolecular para la generación
de motoneuronas (MNs). El gradiente de
Shh establece un dominio progenitor Inicial
en el que la expresión de Nkx6.1. en
ausencia de Nkx2.2 e 1rx3. delinea el
domlnlo a partir del cual se generan las
MNs. La actividad de Nkx6.1 es suficiente
para Inducir la expresión de la proteína
homeodomlnlo MNR2. MNR2 Induce la
expresión de otros factores de
transcripción. Incluyendo Um3. Isll. Isl2 Y
HB9. MNR2 también autoactlva su propia
expresión. consolidando el destino de las
células progenitoras hacia una Identidad
motoneuronal (Jessell. 2000).

2.2. ESTABLECIMIENTO DE LINAJES NEURALES IN VITRO A PARTIR DE CÉLULAS

TRONCALES EMBRIONARIAS

Las células troncales embrionarias (ES, ",!<mbryonic f!tem") son líneas celulares derivadas

de la ICM de blastocistos en etapa de preimplantación. Cuando se cultivan in vi/ro, las

células ES mantienen un cariotipo diploide estable y retienen la capacidad de desarrollar

todos los tipos celulares, incluyendo las células germinales . Aparentemente, estas líneas

celulares exhiben un potencial replicat ivo ilimitado, lo cual podria estar relacionado al nivel

de metilación extremadamente bajo del DNA genómico en el blastocisto. En términos de su

patrón de expresión génica, las células ES se asemejan a la ICM tardía (revisado en

O'Shea, 1999).

El mantenimiento del fenotipo indiferenciado de las células ES de ratón no es un

proceso autónomo. Originalmente, se cons ideró que el co-cultivo con una capa de células

alimentadoras era esencial para suprimir la diferenciación; sin embargo, posteriormente se

descubrió que las células alimentadoras podían sustituirse por una citocina, el factor

inhibidor de leucemia (UF, "[eukaemia [nhibitory factor"). El UF es producido por las

células alimentadoras y su expresión se estimula por la presencia de células ES. Si se retira

el UF (o las células alimentadoras), la proliferación continúa, pero al mismo tiempo se

induce la diferenciación celular, de modo que las células troncales no persisten más allá de

unos días. Este efecto sobre la auto-renovación de las células ES se observa en cultivos

suplementados con suero y es exclusivo del UF y de un pequeño grupo de citocinas

relacionadas que actúan vía el receptor gp130, activando el factor transcripcional STAT3

(revisado en Smith, 2001) .
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En condiciones de cultivo sin suero, el UF no es suficiente para mantener la auto­

renovación de las células ES, pues se observa que los cultivos comienzan a diferenciar,

predominantemente a fenotipos neurales. Sin embargo, si a los cultivos se les añade UF y

BMP se preservan las propiedades de auto-renovación y diferenciación multilinaje de las

células troncales. De hecho, las células ES se pueden derivar de novo y propagar sin suero y

sin células alimentadoras usando UF y BPM . La principal contribución de las BMPs es

inducir la expresión de los genes Id C"lnhibitor of Qifferentation") mediante la ruta de

Smad. La expresión forzada de los genes Id en células ES las libera de su dependencia de

BMP o suero y permite su auto-renovación adicionando únicamente UF. Si se retira el UF

del medio, las células ES con expresión forzada de Id diferencian, pero no dan lugar a los

linajes neurales. Con base en lo anterior, se cree que el bloqueo de factores de transcripción

linaje-específicos por las proteínas Id permite la auto-renovación en respuesta a

UF/STAT3 (Ying el al., 2003 ).

2.2.1. Diferenciación de células ES

Las células ES diferencian fácilmente en culti vo en monocapa cuand o se les priva de U F o

células alimen tadoras . Bajo estas condiciones , emergen varias morf ol ogías diferenciadas y

se exp resan marcadores de mesodermo y endodermo . No obstante, la ident idad de la

mayoria de los tipos celulares producidos no se ha definido detalladamente. Es posibl e que

muchas de es tas cé lulas no representen fenotipos embrionarios o fetales, sino productos

aberrantes resultado de un programa de diferenciación confuso y mal regulado (rev isado en

Sm ith, 200 1).

Habitualmente, los métodos em pleado s para diferenciar células ES a tipos ce lulares

definidos (Fig. 4) cons isten en remover e l UF de l medi o e inducir la formac ión de

ag regados ce lulares. Para ello . ex isten varios protocolos: (i) sob recrecer el cult ivo ,

provocando la formación de agregados que se desprenden de l sus trato y co nti núa n

desarro llándose en suspensión; (ii) desprender las cé lulas, disociarlas y platearl as sobre

sustratos no adherentes (por eje mplo, platos de cultivo de grado bacteriológico) ; (iii)

realizar culti vos en gota colgante , para controlar el número celul ar y forzar el contacto

cé lula-cé lula ; o (iv) platear las cé lu las sobre un sustrato de baja adhes ión, co mo

meti lcelulosa.

7
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Figura 4. Derivación y diferenciación de células ES. (a) los células ES pueden derivarse de ratones
silvestres. con algún marcador genético. con alguno mutación espontáneo o transgénicos. Paro
e llo. los blastocistos se cultivan in vitro en presencia de UF y los gru pos de células de proliferación
rápida (de la ICM) se remueven. disocian y re-siembran. (b) Durante la expansión de las células ES se
pueden lle var a cab o experimentos genéticos de pérd ida o g a nancia de funci ó n. (e) la
d iferenciación de células ES requiere la remoción de UF del medio y el cu ltivo de la s células en
agregado por 2-4 días para dar lugar a la form ación de c uerpos embrionarios (EBs). Durante el
tiempo de c ultivo. los EBs se expo nen a algún agente qu ímic o indu c tor . (d) Después de alg unos días
d e c ultivo los EBs se siembran en cond ic iones de a dhesión. o bien. se disocian y las c élulas se
p la te a n y c ult iva n con un me dio definid o o se implantan en un animal (Mod ifica do de O'Sheo.
1999) .

Después de 4-8 d ías in vitro las células se agregan en grupos irregulares, los cuales,

de bido a q ue asemejan burdamen te embriones tem pr anos - endodermo exter ior ,

mesodermo y ectodermo interior rodeando una gran cav idad simil ar al saco vitelino - se

han denominado cuerpos embrionarios ( EUs, "embryoid Qodies"). Posteri ormente. para

promover la diferenciación terminal, los EUs resultant es frec uentemente : (a) se platean

directamente bajo condi ciones de adhes ión, o se disgregan y después se siembran: (b) se

transp lant an subcutáneamente, a la cáps ula de l riñón o al corioalanto idcs de pollo (rev isado

en O 'S hea, 1999).

2.2.2 . Formación espontánea de linajes celulares neurales

A pesar de que en los EUs ocurre la diferencia ción de poblaciones que representan las tres

capas germinales embrionarias, los EBs carecen de la organización ant ero -posterior y

dorso-ventral inherentes del embrión en desarro llo. Debido a esto. de l tota l de cé lulas de un

EB en diferenciación las neuronas comprenden sólo una pequeña fracción , observándose

que la diferenciación de tipos ce lulares neuralcs no es temporalmente sincrónica ni está

organizada espacia lmente . La presencia de tej idos se ña liza dores endógenos . co rno el

endodermo visceral y otras pobl aciones no-neurales, genera a lgunas co mplicac iones

ad icionales , pues se cree que las cé lulas en difercnciaci ón están expuestas a señales de

diferenciación apropiadas e inapropiadas (revis ado en Lang el al.. 2(04) .
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2.2.3. Inducción de linajes neurales por ácido retinóico

Diversos experimentos han demostrado que el ácido retinóico (RA, "je tinoic acid") juega

un pape l importante durante el desarrollo embrionario, particularmente en el proceso de

diferenciación neuronal, pues este factor es capaz de establecer o cambiar el patrón de

actividad génica en las células, inducie ndo su diferenciación (revisado en McCaffery y

Dráger, 2000).

La formación de linajes neurales a partir de células pluripotentes en respuesta a RA

se demostró inicialmente usando célul as embrionarias de carcinoma (EC , "~mbryonal

farci nom a") (Jones-Villen euve el al., 1982) y subsec uentemen te a partir de células ES

cultivadas como EBs (Bain el al., 1995; Fraichard el al., 1995). En este último caso, se ha

observado que desp ués de tres días de cultivo los EBs expuestos a RA contienen 40-60% de

células precur soras neurales, las cuales compa rten caracte rísticas con las poblaciones de

precursores neurales encon tradas in l 'i 1'O , incluyendo la expresión de marcadores

neuroepiteliales (Sox l, Sox2 y ncstina s, y un potencial de difere nciación in vitro e in vivo

tanto a neu ronas como a glia. Para el día 5-7 de desarrollo del EB. la gran mayor ía de las

células que sobreviven (50-70%) exhiben cara cterísticas de células neuronales. inclu yendo

la expresión de NeuN (proteina nuclear neurona-especí fica) y tubuli na 0- 11 1(isoforma de la

tubu lina neurona-específica) (Wichterle el al., 2(02). Aunque la presencia de astroc itos y

oligode ndroc itos - reconocídos por la expresió n de la proteína ac íd ica fibrilar glia l (G FAP)

y 04. respectivamente- se detecta desde el día 5 de cultivo, estos tipos celulares

represen tan una proporc ión muy baja de la población total. Sin embargo, entre el día 6 y 9

de cultivo el número de células posit ivas para G FAP incrementa. fundamentalmente en el

interior de los agregados. hasta constituir aproximadamente un 75% de la población neural

total (Fra ichard el al., 1995).

Adicionalmente, la espec ificac ión del destino neuronal post-mit ótico se pued e

modificar añadiendo otras moléculas se ñalizadoras a los EBs tratados con RA. Por ejemplo,

la d iferen eiación de EBs tratados únicamente con RA result a en una formación ineficiente

de MNs. identificadas por las expresión de HB9 que. como se menci onó anteriorm ent e. es

una proteina específica de este tipo neuronal. La adic ión de Shh a los EBs da lugar a un

marcad o incremento en el número de MNs produ cidas - 20-30% del total de cé lulas del

EB en ratón. y >50% de las células diferenciad as a part ir de células ES hum anas- o

indicando que tanto la señal de posteriorizaci ón por RA como la de ventralizac i ón por Shh,

son esenciales para la generación de neuron as motoras a partir de progenitore s neural es

(Wiehterle el a /.• 2002; Li el al ., 20( 5).
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2.3. ESCLEROSIS AMIOTRÓFICA LATERAL

Descrita inicialmente en 1869 por Jean-Martin Charcot, la esclerosis amiotrófica lateral

(ALS, "gmyotrophic lateral sclerosis") es un desorden neurodegenerativo caracterizado por

la pérdida progresiva de motoneuronas en la corteza, tallo del cerebro y médula espinal

(revisado en Cleveland y Rothste in, 200 1; Ju lien, 200 1).

Las características clínicas más comunes de la enfermedad incluyen contracciones

musculares, calambres o rigidez en los músculos, debilidad muscular, habla deteriorada

(disartria) y dificultad para deglutir (disfagia). En particular, la degeneración de las MNs

superiores ocasiona músculos tiesos o rígidos (espasticidad) y reflejos exagerados

(hiperreflexia); mientras que la pérdida de MNs inferiores provoca debilidad y atrofia de

los músculos, calambres y contracciones musculares rápidas (fasciculaciones). El dec line

pro gresiv o de la funci ón mu scular resulta, ultirnadamcnte, en una falla respiratoria que

provoca la muert e de la gran mayoría de los pacient es co n ALS en un lapso de tiempo de 2

a 5 años despu és de l inicio de la enfer medad (revisado en Wong el al ., 199R; Juli en. 200 1;

Guégan y Przedb orski, 200 3).

La A LS tiene una prevalenci a de tres a cinco por cada 100.000 indi viduo s. lo que la

hace la enfermedad paralítica más frecuent e en adultos . Aunque pued e presentarse a

cua lquie r eda d, ge neralmente los síntomas apa recen en tre los cua renta y cincuen ta año s

(revisado en Guégan y Przedborski, 2003), incrementán dose el ries go en un orde n de

magnitud después de los sesenta (Cleve land y Roth stein, 200 1).

El - 90% de los pacientes co n ALS present a una forma de la enfermedad conoc ida

como AL S esporádica. la cual no tiene nin gún elemento genético asociado. El - 10%

restant e. hereda la enfermedad de manera dominante, una forma con ocid a corno ALS

familiar (fA LS). En ambos casos, las características patológicas y cl ínicas de la enfermedad

son muy similares (revisado en Bruijn el al., 2004) .

2.3.1 . Mutaciones de la SOOl asociadas a la fALS

Alrede dor del 20% de los casos de fALS se deben a mutaciones en el gen que codi fica para

la super óxido d ismutasa 1 (SOO 1) (Rose n el al. , 1993), una de las prin cipales enzimas

an tioxidates en las cé lulas, local izada primordia lment e en el ci toso l. La SOO 1 es un

hom od irnero de 153 am inoáci dos (32 kOa) co n una sec uenc ia a lta me nte co nse rva da .

Contiene un sitio de unión a cobre y uno de unión a zinc, así como un enlace disulfuro en

ca da una de sus subunidades (revisado en Valentine y Hart , 2003 ). En condic iones

norm ale s, la función mejor conocida de es ta enz ima de ex pres ión ubicua es cataliza r la
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dismutación (una reacción en la que dos moléculas de sustrato idénticas tienen destinos

diferentes) de dos moléculas de superóxido a peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular.

(Fig. 5) (Mathews y Van Holde, 2(00). El superóxido es un radical libre que se genera

como resultado de la reacción de moléculas auto-oxidables con oxígeno molecular, escape

de electrones de la cadena mitocondrial de transporte de electrones y por ciertas enzimas,

como la xantina oxidasa (revisado en Halliwell, 2001).

2H+

0 2- + 0 2"" -\......:::..-...H2Ü2+ 0 2

Figura S. Químico normal de lo superóxido dísmutoso 1 (SODl). Lo 5001 medio lo dismutoclón de
dos moléculos de superóxido (02-) o peróxido de hidrógeno (H2Ü2) V oxígeno molecular (02). de
modo q ue uno molécula de superóxido se oxido V otro se reduce.

Hasta ahora, se han identificado aproximadamente 100 mutaciones puntuales

diferentes en la SODl en pacientes con ALS, las cuales se distribuyen a lo largo de toda la

estructura primaria de la enzima (Fig . 6). Con sólo dos excepciones (SOD ID96A Y

SODI NH6S), todas las mutaciones se heredan de manera dominante y ninguna de ellas

elimina la síntesis del polipéptido, aunque al menos siete mutaciones de marco de lectura o

de "splicing", truncan los 20-30 aminoácidos finales (revisado en Cleveland y Rothstein,

2001 ; Bendotti y Carri , 2004) .

'\ ' '' -.1

tr-ur .a

AolV G,T

1-';.)

'--- - - - - ""7'r- ---¡-- --";-----,----.,- ---,.;=O- - - - - - rT7,,rr- - - - --'

FIgUra 6. Mutaciones en el polipéptido de 153 aminoácidos de lo superóxido dismutoso 1 (SOOl )
asociados con lo esclerosis amiotrófica latera l (ALS)(Clevelond V Rothstein. 2(01).
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De todas las mutaciones asociadas a la fALS que se han estudiado, la A4V es la más

común en Norteamérica (-41 % de los ca sos) y una de las que evoluciona con mayor

rapidez, provocando la muerte del paciente un año de spués de los primeros síntomas

(Andersen el al., 2003).

Inicialmente, se había pensado que la toxicidad de las formas mutantes de la SOO I

asociadas a la fALS (fALS-SOOI) podría ser el resultado de una pérdida parcial o total de

su actividad. Sin embargo, las diferentes fALS-SOOI muestran un importante grado de

variación con respecto a su actividad enzimática, vida media del polipéptido y resistencia a

proteólisis, sin que alguna de estas variables correlacione con la edad en la que aparecen los

primeros síntomas de la enfermedad, ni con la velocidad con que ésta progresa (Ratovitski

el al., 1999). Además, se ha observado que los animales deficientes en SOO l no

desarrollan ninguna enfermedad asociada a las motoneuronas (Reaume el al., 1996) ,

mientras que la expres ión transgénic a de distintas fALS-SOOl human as o murinas provoca

un sindro me similar a la ALS, independientemente de si la ac tividad catalítica de la enzima

silvestre se ma ntiene norm al. se aumenta o se red uce (G urney el a!., 1994: Ripps el al.,

1995: Bru ijn el al. , 1991\ ; Naga i el al. , 200 1: Dunlop el al ., 2( 03). Estas observac iones han

prop orci onado evidencia sufi ciente para concluir que la citotox icidad de la fALS-SO O l no

es tá mediada por una pérdida de funció n, sino por un meca nismo de ganancia de función no

asociada a su actividad catalítica.

La d iscusión sob re la toxicidad de las form as mut antcs de la SO O I asoc iadas a la

ALS ha estad o dominada por dos teorías: la hipóte sis de agregación y la hipótesi s de dañ o

oxida tivo (F ig. 7). La primera sos tiene que las proteínas fALS-SOO I tienen fallas en su

plegami ent o y, a co nsec uencia de es to, tiend en a ol igorncriza r en espec ies de alto peso

molecular hasta form ar grandes agregados, los cuales, en algún momento de su form ac ión

resultan selec tivamente tóxicos para las neuronas motora s (Bruijn el al., 1998; Stathopulos

el al., 2003). En apoyo a es ta hipótesís, se ha observado que la presencia de ag rega dos

proteicos intracelulares es una característica pato lógica prominente de varia s lineas murinas

transg énicas y varios tipos cel ulares cultivados que expresa n fALS-SOO l . Se especula que

la presencia de estos agregados en el citosol de las motoneuronas podria ser deletérea a l

dañ ar e l transp ort e axo nal de nut riment os vita les dep endient e de microt úbulos, o a l

pert urbar el recambi o normal de proteínas íntrace lulares (Johnston el al.. 2000) .

Una va riac ión de esta hipótesis seña la que los ag rega dos de fALS-SO O I podrian

unir se a otras proteínas esencia les, como las prote ínas de choque ténníco (HSP, "heat shock

pr otcin ") u otras chapet onas. proteínas mit ocondriales transportadoras de electrones,

prot eín as in volucrad as en la supe rv ive nc ia ce lular o pro tei nas de la maqu inar ia de

degradación proteica, impidié ndo les que lleven a cabo sus funciones norma les en la cé lula
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(revisado en Cleveland y Rothstein, 2001; Julien, 2(01). En este contexto, se ha observado

que en humano y en ratón la proteína anti-apoptótica BcI-2 se une a los agregados de fALS­

SOOI presentes en las mitocondrias de muestras provenientes de médula espinal pero no

aquellas provenientes de hígado . Una posible consecuencia de la ínteracción Bcl-2-fALS­

sao1 podria ser que BcI-2 pierda su funcionalidad al quedar "atrapado" en estos

agregados. Otra posibilidad es que la interacción BcI-2-fALS-SOOl índuzca un cambio

conformacional que convierta a BcI-2 en una moléc ula pro-apoptótica (pasinelli el al.,

2004).

5001 silvestre 5001 mutante
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cu Zn cu Zn Zn-defldente
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Agura 7. Hipótesis paro lo toxicidad mediado por fAlS-SOD1. Lo toxicidad de la fAlS-SOD1 podrío ser
el resulta da de (a) una químico oxidativa aberrante de subunidodes de fAlS-SODl mal plegadas o
agregados que permite n el acceso de sustratos inapropi ados 01 átomo de cobre catalítico; (b)
pérdida de proteínas celulores esenciales. como la proteína an ti-opoptótica BcI·2 mediante su co­
agregación con oIigómeros de fAlS-SOD1; (e) fal Jos en el plegamiento de componentes celulares
esenciales debido o lo saturación de pro teínas chaperanas, como lo proteína de choque térmico
de 70 kDA (HSP70), con fAlS-SOD1; o (el) inhibición de la degradación por proteosomas debido O su
saturación con fAlS-SODl mol plegadas (Modificado de Cleveland y Rothstein. 2001).

Por otra parte, la hipótesis de daño oxidativo postula que las proteínas fALS-SOO1

podrian ser capaces de generar estrés oxidativo por dos mecanismos diferentes, los cuales

no son mutuamente excluyentes. En el primer mecanismo, las mutaciones de la SOOI

resultarían en una conformación más relajada de la enzima, permitiendo que tipos o

cantidades anormales de sustrato ingresen en el canal activo y reaccionen con el átomo de

cobre que se encuentra en el sitio catalítico. Entre los sustratos aberrantes se ha propuesto elNeevia docConverter 5.1



peroxinitrito y el peróxido de hidrógeno (Wiedau-Pazos el al., 1996; Yim el al., 1996) , los

cuales pueden causar daño celul ar dire cta o indirectamente. La interacción peroxinitrito­

SOO generaría como intermediario el ión nitronio, el cual puede nitrar residuos de tirosina

de diferentes proteínas celulare s; mientras que el uso de peróxido de hidrógeno como

sustrato de la SOO resultaría en la generación de radicales hidroxilo que pueden dañar

blancos celulares incluyendo ONA, proteinas y membranas lipidicas. Una ligera

modificación de esta idea es que las mutantes podrían manejar el cobre torpemente,

liberándolo frecuentemente y permitiendo que, al estar libre , catalice reacciones oxidativas

no deseadas (revisado en Cleveland y Rothstein, 200 1). En el segundo mecanismo se

especula que las mutaciones en la SOOI están asociadas con una unión más lábil del átomo

de zinc a la proteína, y que al perder el zinc, el átomo de cobre de la fALS-SOO l se

reduciría rápidamente. Esta forma reducida de la enzima podría catalizar la conversión de

oxígeno en superóxido, el cual al combinarse con óxido nítrico produ ciria peroxinitrito, que

podría ocasionar daño oxidativo serio a virtualmente todos los elementos celul ares (Est évez

el al., 1999). Sin embargo, el hecho de que la toxicidad de la fALS-SOOl no se redu ce al

incrementar la expres ión, y con ello la act ividad, de la enzima silves tre, es incon sisten te

con que el daño se deba al superóxido o a cua lquier producto de una reacc ión espontánea de

éste, como el peroxinitrito (revisado en Cleveland y Rothstein , 200 1; Liochev y Fridovich,

20(3 ).

Una hipótesis más reciente sugiere que existe un vinculo causal entre la fALS-SOD 1,

un daño a l apa rato y vía de sec reción neuronal y la degeneración motoneuronal. La idea se

basa en la evidencia de que la SOD 1 silvestre es secretada a l medio ex traccl ular, pero las

formas mut ant es no. o só lo defi ci entcmente, provocand o la form ación de inclu siones

intracelulare s. As í, esta hipótesis sustenta que (i) la SO D 1 extrace lular podrí a tener una

función prote ctora sobre las motoneuronas al funcionar como antioxidante; y (ii) la fALS­

SO O l podrí a inducir daño estructural a los organ elos del aparato de sec reción - aparato de

Go lgi y retículo end opl ásmico (ER, "e ndo plasmic re ticulum") -- con tribuye ndo a la

acum ulación intracelular de proteínas, agregac ión y toxicidad (Turner el al., 200S).

2.3.2. Toxicidad de la tAlS-SOD1: un proceso celular no-autónomo

Independi ent emente del mecani smo de toxi cidad , aún no es tá totalment e c laro si la

degenerac ión y muerte motoneu ron al so n resultado de un proceso que se orig ina

directamente en las célul as que expresa n la fALS-SOO 1. es dec ir. si la tox icid ad es un

proce so ce lular autónomo. En este contexto. una de las primeras observaciones que llamó la

ate nci ón fue que a pesar de que la IAL S-SOO 1 tiene una expresió n ubicua, en los pacientes
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con fALS-SOOI las únicas células afectadas son las MNs . De manera similar, en los

roedores transgénicos que expresan fALS-SOO 1 en todas las células, se observa

degeneración severa de las MNs (revisado en 8ruijn el al., 2004); sin embargo, si la

expresión de la SOO l mutante se restringe a las motoneuronas de los transgénicos, los

animales no desarrollan la enfermedad (Pramatarova el al., 200 1; Lino el al., 200 1). Lo

anterior sugirió que el efecto neurotóxico de la SOO l mutante no es sólo consecuencia

directa de su expresión en el interior de las neuronas, sino que requiere la alteración de la

función de células no neuronales.

La importancia de la función de las células gliales en la provisión de factores tróficos

a las neuronas motoras y en el mantenimiento de la homeostasis de glutamato, hace

plausible un papel de las células gliales en la toxicidad mediada por fALS-SOOI. Tomando

esto en consideración, Gong el al. (2000) generaron un ratón transgénico con expresión

selectiva de SOO IG85 R en glía , observando que la expresión astro cito -espec ífica de la

en zima mutante provoca cierta patología en este tipo celul ar, pero no es suficiente para

generar muerte motoneuronal.

Una de las evidencias más fuertes de que la toxicidad de la fALS-SO O l a las MNs no

es un proceso ce lular autónomo, se der ivó a part ir de aná lisis rea lizados en ratones

qu imér icos (C lement el al., 20(3), los cuales son una mezcla de células que expresa n la

enzima si lves tre y cé lulas que expre san una forma mutante. En esto s ratones. las MNs que

expresaban de forma crón ica las mutantes SOO IG37R o SO O lG93A a niveles que provocan

un desar rollo temprano de la enferme dad cuando las enzi mas se expresa n ubicuarnent e,

lograban escapar de la degeneración y muerte si se encont raban rodea das por un número

suficie nte de células no neuronales silves tres . En algunos casos. incluso una minorí a

relativamente pequeña (5-20%) de células silvestres retardaba la degeneración y extendía la

supervivencia de las neuronas mutantes. Además , las MNs silves tres que se encontraba n

rodead as por cé lulas no neuron ales que expresaban la enzima mutante mostrab an algunos

depósitos intracelul ares ubiquitinados, indicando que las cé lulas que expresaban la form a

rnutante de la enzima les habian transferido el daño.

Los datos anteriores apuntan a que la muerte motoneuronal en la fALS depende, al

menos en parte, de una interacción de las MNs con las células gliales u otros tipos celulares

no-neuronales que las rodean.

2.3.3. Características de las neuronas motoras en degeneración

Los es tudios microscópicos y ultraestru cturales realizados en ratones transgén icos que

expresa n fALS-SOO 1 han revelado que en es tos anima les la mayor ia de las neuronas
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enfermas están atrofiadas y su citoplasma está ocupado por vacuolas, que resultan de la

dilatación del ER rugoso y de mitocondrias en degeneración (Dal Canto y Gurney, 1994).

Además, muchas neuronas tienen el citoplasma y el núcleo condensados difusamente y

presentan formas irregulares (Guégan y Przedborski, 2003).

De acuerdo con Dal Canto y Gumey (1994), las lesiones observadas se pueden

clasificar en dos patrones principales, los cuales parecen guardar una relación temporal

secuencial. El primero se caracteriza principalmente por cambios vacuo lares extensivos en

las astas ventrales - región de la médula donde se ubican las MNs- de la región anterior

médula espinal y en algunos núcleos del tallo del cerebro, siendo característico de los

animales más jóvenes. El segundo patrón se observa en animales más viejos, en la etapa

final de la enfermedad, y se caracteriza por la pérdida severa de neuronas en las astas

anteriores de la médula espinal y la presencia de inclusiones citoplásmicas

- acumulaciones esféricas de filamentos densamente empaquetados- en algunas de las

neurona s sobrevivientes . De este modo, la primera fase patol ógica se caracteriza

princip alm ente por degeneración vacuolar, lo cual eve ntualmente produce neuronas

atróficas y finalmente provoca la pérdida neuron al.

Si bien aún no se ha determinado el tipo de muerte que ocurre en la enfermedad, las

carac terís ticas de las neu ronas en degeneración qu e se mencionaron anteriorme nte,

co rresponden a una morfología no apoptótica con alg unas carac terísticas de autofagia y

muerte ci toplásmica (mue rte tipo 111 ). Sin embargo , aunque con muy poca frecuencia,

también se observa n algunas cé lulas apoptóticas en la médul a espina l de los ratones

afectados . Si bien la mayo ria de estas cé lulas ya no exhiben caracte risticas morfológicas

defin itivas o expresa n marcadores feno típicos que perm itan su ide ntificac ión co mo

neuronas o glia, a lgunas de ellas (menos del 15%) aún son inmunoreactivas para proteína s

es pecí ficas como neurofilamento s y G FA P, sugiriendo que en los mod elos murino s

transgén icos tanto cé lulas gliales como neuronale s mueren por apoptos is (rev isado en

Guéga n y Przedborski, 2003) .

En lo que respecta a los casos de ALS hum ana, Mart in (1999) ha clasificado las

MNs residuales de muestras post mortem de médula es pinal en tres categorías, las cuales

cons idera, rellejan diferentes etapas de degeneración. En la etapa de cromatolisis, las

neuronas motoras aún se asemeja n a las células no enfermas. excepto que el cuerpo celular

se observa in llamado y redondo, la tinción de Nissl difusa y e l núcleo ubicado

excéntricamente. Alguna s de las neuronas cromatolíticas tienen inclusiones citoplásmicas

hialin as prominentes (Tabla 1). En la etapa de desgaste somatodendrítico, el citoplasma y el

núcleo se observanh omogéneos y condensados, y el cuerpo celular parece con traíd o y con

forma irreg ular. En la etapa den ominad a "apopt ótica" las MNs afectadas tienen
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aproximadamente un quinto de su diámetro normal, el citoplasma y el núcleo están

extremamente condensados y el cuerpo celular adopta una forma fusiforme o redondeada.

Sin embargo, cabe mencionar que la condensación nuclear de las MNs afectadas difiere de

la observada clásicamente en la apoptosis, ya que la cromatina no se encuentra organizada

discretamente en cúmulos densos y rendondos.

Tabla 1. Inclusiones encontradas en neuronas provenientes de pacien tes con esclerosis amiotráfica
lateral (Festoff. 2(00).

Tipo de inclusión Locali zación Tinción Contenido

Esfero ide n-motoneurona Plata Neurofilamento

Cong lomerado Célula piramidal de Betz Plata Neurofilamento

Cuerpo Bunina u-motoneurona Hematoxilina y eosina Incierto

Eosinofilica u-motoneurona Hematoxilina yeosina Neurofilamenlo

Madeja Neurona subcortical Anticuerpo anti-ubiquitina Ubiquitina positiva
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3. ANTECEDENTES

3.1. MODELOS DE ESTUDIO DE DEGENERACiÓN MOTONEURONAL

3.1 .1. Modelos in vivo

Un modelo animal ideal de una enfermedad hum ana deb e cumplir ciertos criterios,

incluyendo la recapitulación del proceso patogénico, la presentación de los signos clínicos

y síntomas patológicos de la enfermad humana y responsividad a eventos que modifiquen

la enfermedad, como los tratamientos terapéuticos. Se han empleado diferentes enfoques

para la creación de modelos animales de enfermedades humanas, los cuales , esencialmente,

se pueden dividir en (i) aquellos que inte ntan reproducir la patogénesis de la enfermedad y

(ii) los que tratan de reproducir los síntomas. Además, la serendipia ha provisto a la

comunidad cie ntífica de modelos animales naturales, generalmente líneas murinas

mutantes, que muestran espon táneamente los síntomas de alguna enfe rmedad humana

(revisad o en Dobl e y Kcnnel, 2000).

En el co ntexto de la ALS , se han propuesto varios modelos animale s, los cuales se

pueden clasifi car en tres categorías principales : (a) mode los farma co l ógicos, (b) modelos

espo ntáneos y (e) modelos transg énicos (revisa do en Kaal el al., 1999; Doble y Kenncl,

2000). Adicionalm ente, se han empl eado modelos de lesión , en los cuales se seccionan los

nervi os motores (axo tomía), induciendo la degenerac ión neuronal. Sin embargo, el daño

que estas lesiones generan , representa un solo even to "mas ivo" que podría genera r una

cascada de eve ntos diferente de la generada por una enfermedad crónica como la A LS

(revi sado en Elliott. 1(99) .

a . Modelos fa rmacológ ic os

Aunque varias toxinas producen neurodegeneración , pocas produ cen daño especí ficamente

a las MNs (Kaal el al ., 1( 99 ).

~-metilamino-L-alanina (BMAA). La BMA A se derí va de la palm a de sagú (C.vcas

circ ina/is ) y se ha implicado como un facto r patogénico pote ncial en una forma de ALS del

Pac ífico Occidental asoci ada con parkinsoni smo y demencia. La BMAA es un agoni sta de

los recep tore s a aminoácidos exc itatorios de tipo NM DA (~.-.!!let i l-º-ªspartato),

prod ucie ndo neurotoxicidad dependiente del receptor a NMDA en cu ltivos celu lares.

Administrada oralmente a monos en grandes dosis, produ ce degen eración de las célula s de
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Betz en la corteza motora y, en menor grado , de las células del asta anterior, esto ,

acompañado por signos de disfunción motora y un síndrome parkinsoniano. Las ratas

alimentadas con BMAA desarrollan un síndrome cerebelar, mientras que los ratones

perecen ser resistentes a la toxina (revisado en Doble y Kennel , 2000) .

Cabe mencionar que la hipótesis de la BMMA para el origen de la ALS del Pacífico

Occidental ha estado en disputa debido a que las concentraciones de BMAA en los

alimentos preparados son muy bajas para que ésta actúe como una neurotox ina (revisado en

Doble y Kennel, 2000).

l3-oxilamino-L-alanina (BOAA). La BOAA es un aminoácido excitatorio que se

encuentra en el garbanzo (Lathyrus sativus) y se ha implicado en la patogénesis del

neurolatirismo, un desorden motoneuronal caracterizado por la degeneración del tracto

motoneuronal superior. Esta excitotoxina actúa activando los receptores a aminoácidos de

tipo AMPA (a -amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato)/kainato, provocando muerte

por excitotoxicidad a células en cultivo. Su administració n oral a monos les produce

lesiones en el tracto corticoespinal y su inyección intratecal (dentro del espacio que

cont iene el líquido cefalorraquideo) a roedores les provoca parálisis (revisado en Doble y

Kcnncl, 20(0) .

Ácido kaínico. El ácido kainico, una pirolidin a ácida aislada del alga Dignea simplex y

análoga al ácido glut ámico, es la excitotoxina exógena más empleada (Coyle, 1987). Su

inyecc ión intratecal genera daño neuron al en la médula espinal. Por alguna razón, aún no

establecida, las células de la región anterior de la médula parecen ser más sensibles al ácido

kainico en comparación con el resto de las neuronas espinales. Histop atol ógicam ent e, las

lesiones se caracterizan por inflamac ión axonal y anormalidades en la arquitectura del

citoesqueleto similares a las observadas en la ALS (revisado en Doble y Kennel, 2000).

b . Mod elos espontáneos

Existen varios modelos animales que desarrollan degeneración motoneuronal de manera

natural, la mayoria de ellos son líneas de ratones con alguna mutación espontánea. Además,

se ha descrito una forma canina de atrofia muscular espinal hered itaria y una enfermedad

motoneuronal espontánea en caballos (revisado en Doble y Kennel, 2000) . Debido al

desarrollo reciente de mode los transg énicos, la atención a los modelos espontáneos ha

disminuido (Kaal el al., 1999).
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Ratón Mnd. La enfennedad motoneuronal (M nd, " motor neuron di sea se") de ratón es un

s índro me que evoluciona lentamente y no se restringe al sis tema motoneuronal. La

mutación Mnd se hereda de manera dominante y se loca liza en e l cromosoma 8 (revisado

en Doble y Kennel, 2000). Los síntomas neuropatólogicos y s ign os clínicos aparecen en la

etapa adulta e incluyen inflamación neuronal con inclusiones citoplásmicas y degeneración

motoneuronal en la médula espinal, núcleo hipoglosal y corteza motora; también se observa

degeneración retinal severa. La supervivencia de los ratones raras veces se extiende más

allá de los 14 meses (revisado en Elliott, 1999).

Ratón wo b bler. El ratón wobbler porta una mutación recesiva (wr) localizada en el

cromosoma 11. Los primer os síntomas de la enfermedad aparecen a las tres semanas de

edad y la muerte ocurre a lrededor de los 6 meses. Las motoneuronas que inervan las

extrem idades an teriores parecen afectarse de manera predominante y la pérdida de MNs es

ev ide nte en la regi ón ce rv ica l de la médula es pi na l. Lo s principa les ca m b ios

neuropat ológi cos so n degen erac ión axo na l prox im al. vac uo lización pron unciad a de las

cé lulas del as ta anterior, cambios en los as troci tos y cierta degener ac ión de las MNs del

tall o ce re bral (revisado en Elliott, 1( 99). Se han descrito a lgu nos ca mbios en los nive les de

áci do gl utá m ico del flu ido cerebro-espina l y en los receptores espi nales de glutamato, pero

éstos no se asemejan a los observados en la ALS (revisado en Doble y Ken nel , 2(00).

Au nque este ratón exhibe un curso clí nico y pato logía que asemeja más a la

enfermeda d moton euron al hu mana, las contradicc iones observadas en los res ultados con

difer entes tra ta m ientos farmacol ógicos en es te mod el o muri no y en human os, ponen en

duda su utilidad par a pred ec ir la eficacia terap éut ica de di stintos agentes en la ALS

(rev isado en Doble y Kenn el. 2000).

Rató n wa sted . Los raton es hom ócigos para la mut ación autosóm ica was ted (lVsl) sufre n

deter io ro progresivo co me nza ndo a las 3 semanas de eda d. Estos anima les no viven más de

30 días, present an paráli sis de las ex tremida des posteriores, desarroll an respu estas inmunes

secre to rias reduc idas y tien en mecani smos de reparación de DN A ano rma les. El prin cipal

cua dro neuropatol ógico se carac teriza por una prominente degen er ación vac uolar de las

neu ron as dentro de las astas anteriores de la médula es pina l y núcleo motor del tall o del

ce rebro (revisado en Kaa l el al ., 1999).

Ra tón pmn. El ratón pmn port a una mutac ión autosómica recesiva en el cromosoma 13.
La príncipal caracte ríst ica patológica es axo nopatía di s tal ; los cuerpos ce lulares de las

neuron as y los axo nes prox imales se preserva n relat iva mente, lo cual d ifiere de lo
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observado en los pacientes con ALS (Elliott, 1999). Los an imales presentan atrofia

mu scular neurogénica y, subsecuentmente, parálisis. También se observa patologia

testicular. Los signos clínicos aparecen tempranamente (2 semanas), los síntomas

neurpotalógicos comienzan a las 3 semanas de edad y progresan de manera rápida,

presentándose la muerte alrededor de los 40 días (revisado en Doble y Kennel, 2000).

Rató n nmd. El defecto genético del ratón nmd se ha identificado como una deleción de

un aminoácido y una mutación de "splicing" en el gen que codifica para una ATPasalDNA

helicasa de expresión ubicua, conocida como 5Mbp2. Estos ratones presentan debilidad

progresiva en las extremidades posteriores desde las 2 semanas y generalmente no

sobreviven más de 4 semanas. El cuadro patológico revela cuerpos motoneuronales en

degeneración en la médula lumbar (revisado en EllioU, 1999).

En gen eral , en los modelos espontáneos descritos en roedores anteriormente, el curso

temporal (nmd, wasted), el patrón es pacial (Mnd) o la patología (pmn) so n bast ante

dis tintos de lo observado en la ALS .

Perros Brit tany spanie l. La atro fia mu scul ar es pinal caruna hereditaria (H CSM A,

"[jercditary canine spinal musc ular atrophy" ) es una enfermedad motoneuronal progresi va

de etio log ía desconocida que se observa en perros Brittany spa nie l. Ex isten diferentes

variantes de la enfermedad co n un curso más o me nos ag resivo. Aunque el volumen del

cuerpo neurona l y el diámetro axo nal están reduc idos, sugíríendo un retraso o anomalía en

su desa rrollo , las cé lu las del as ta ante rior no se pierden . La neuropatología incluye

agregación intens a de neurofilamcntos. Deb ido a que las MN s superiores no sufren ningún

dañ o, la HCSM A se asemeja más a la atro fia mu scul ar es pina l hum ana que a la ALS

(rev isado en Doble y Kennel, 2000) .

Enf ermed a d m o tone uro na l equina (M ND) . Las ca racterísticas c línicas,

neuropato lóg icas y electrorniográficas de la MND ("motor ncuron gisease" ) ase mejan a

aquell as de una form a moderada de la ALS humana. La etio log ía de es ta enfermed ad

eq uina es desconocid a, pero se sos pecha de una facto r ambienta l. Co mo en los human os,

los ca ba llo s afectados mu estran at ro fia y fascicu lac iones de los músculos de las

extremidades, debil idad y, ocasionalme nte , co nt racciones muscu la res invol unta rias

(revi sado en Doble y Kennel, 2000) .
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c. Modelos transgénicos

El advenimiento de las técnicas de tran sgénesis ha permitido el diseño y generación de

nuevos modelos animales de enfermedad motoneuronal (revisado en Elliott , 1999). Se han

creado varias líneas de roedores que expre san el gen de la SOO I humana con mutaciones

encontradas en ciertas formas de fALS (Gurney el al., 1994; Ripp s el al., 1995; 8ruijn el

al., 1998; Nagai el al., 2001 ; Ounlop el al., 2003). Además, debido a que se ha postulado

que diversas anormalidades en el citoesqueleto podrían jugar una papel significativo en la

patogénesis de la ALS, se han generado ratones tran sgénicos que expresan genes de

proteínas del citoesqueleto, incluyendo neurofilamentos y periferina (Robertson el al.,

2002).

fALS-SOD1 . Los ratones nulo s con deleciones en ambos alelos de la SOOI y virtualmente

sin actividad de SOO I no desarrollan pérd ida motoneuronal espontánea (Reaume el al.,

1996; 8ruijn el al. , 1998). En contraste , las líneas de ratone s que expresan el gen de la

SOO 1 humana con algu na de las mutaciones asociadas a la fALS exhiben degeneración

espontánea de MNs y debilidad clínica progres iva. En todas esta s líneas la expresión del

transg én está dirig ida por e l promo tor endóge no de la SOO I humana, y de ellas, la primera

que se desa rrolló y las más ampliame nte estudia da es la que porta la mutación G93A

(G urney el a /., 1994). Fenotípicamente, los ratones mutantes para la SOO l presentan una

función motora normal, pero después desarrollan debil idad progresiva, la cual generalmente

comienza por los miembros poster iores y, eve ntua lmente, lleva a la muerte del animal. La

superv ivencia de estos ratones varía de línea a línea (4- 14 meses) y parece no depender de

la mutación en particular, sino del nive l de expresión de la enzima mutan te. Las médu las

espinales de las líneas con más altos nive les de expre sión se encuentran prácticament e sin

MNs, y las neu ronas motoras que aún permanecen presentan cambios vacuolares

significativos y mitocondrias dilatadas. Sin emba rgo, las líneas con niveles más bajos de

expresión del transg én, carecen de estos cam bios rnitocondriales, lo que sugiere que estas

vacuolas están relacionadas con el curso más fulminante de la enfermedad que presentan

las líneas con los niveles de expres ión más altos . Las MNs de los ratones transgén icos

también contienen inclusiones positivas para neurofilamentos, ubiquitina y SO O1, simi lares

a aque llas encontradas en pacientes con ALS fam iliar y espo rádica (revisado en Elliot,

1999).

Prot eínas del citoesqu eleto. El citoesque leto neuronal está com puesto de tres tipos de

filamentos: actina, microtúbl os y filamentos intermedios (IFs). Se ha reportado el principal
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tipo de IFs , los neurofilamentos (NF), forman acumulaciones en las moto neuronas de

paciente s con ALS fami liar y esporádica; no obs tante, las causas de estas acumulaciones y

la ma nera en que contribuyen a la enfermedad aún se desconocen (rev isado en Julien y

Beaulieu , 2000).

En ratones transgénicos, la sobreexpresión de cualquiera de las subunidades silvestres

de los NF puede inducir la formación de acumulaciones de NF tanto en el soma como en

los axones neuronales . Aunque estos ratones desarrollan debilidad, ésta no es

suficientemente severa para causarles la muerte (revisado en Elliot, 1999). En co ntraste, los

rato nes que expresan el transgén de la cadena ligera de los NF (NF-L; "neurof¡lament [igth

chain") con una sustitución de Leucina a Prolina (L394P), muestran, dentro de las primeras

cuatro semanas después de nacidos, una pérdida masiva de neuronas motoras. Sin embargo,

cabe mencionar que esta mutación no está descrita para ningún caso de ALS (revisado en

Robertson el al., 2002).

La periferina es un filament o interm edio de tipo 111 que interacciona co n los

ncurofil arncnt os durante el ensa mblaje del citoes que leto y se detecta en la mayoría de las

incl us iones de IFs (89%) en las MNs de pacientes con ALS (rev isado en Julien y Beaulieu ,

2000). La sobreexpresión de periferina en ratones transgénicos da lugar a una pérd ida

selectiva de las MNs espi nales conforme los anima les envejecen. Los síntomas clí nicos van

preced idos por la form ación de cuerpos de inclusión que co ntie nen proteín as de los

filame ntos intermedios. El desarrollo tardi o de la enfermedad se puede ace lerar cuando la

per iferina se sobreex presa en ratones en los que se ha suprimido la expresión de NF-L

(revisado en Doble y Kennel, 2000) .

3.1. 2. Modelo s in vitro

A pesar de la ex istenc ia de model os in vivo para e l es tud io de la degeneraci ón

motoncuro na l asociada a la ALS , existen algunas ventajas de los sistemas in vitro (F ig. 7)

que han motivado su desarrollo . En genera l, estos sistemas permiten un estud io más

detallado de tipos ce lulares específicos y ofrecen una manipulación senci lla, ya sea por

administración farm acológica directa o medi ant e transfecciones gé nicas (rev isado en

Elliott, 1999).

Aunque se ha utili zado teji do humano co mo mater ial de partida para rea lizar

cu ltivos de MNs, es más frec uente que el mat er ial se obt en ga de roedores debido,

princ ipalm ente, a su mayor disponibilidad . En el pasado, el mayor tamaño de las ratas en

relación co n e l de los ratones, favoreció el uso de éstas: sin embargo, ac tualmente. dado que
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existe una mayor disponibilidad de modelos murinos para la ALS, estas preferencias están

cambiando (revisado en Kaal el al., 1999).

e

a . Monocultivos

o

v

figura 7. Modelos Úl vltro poro el estudio de la
degeneract6n motoneuronal. (a) Monocultivo de
motoneuronas derivadas de médula espinal de
embriones de rata de 15 cflOS de desarrollo (I(aal et al..
1998). (b) Motoneurona de rata en cocuttivo con
astrocltos de rata (Herpers et ai; 1999). (e) Rebanada
organotíplca de médula espinol después de tres
semanas de cult1vo. La médula se derivó de uno rata
postnatal de 8 cflOS; en negro se observan las
motoneuronas positivas poro ocetncoano transferasa
(Ch Al). localizadas en el asta ventral M . y en rojo. las
neuronas positivas poro calretinlna. ubicadas en dos
bandas del asta dorsal (O) (1<001et al.. 2CXXJ) .

Cultivos primarios. El cultivo primario de MNs superiores (corticoespinales) se ha

limitado debido a la dificultad de identificar y aislar esta pequeña subpoblación del resto de

las neuronas corticales (revisado en Elliott, 1999; Kaal el al., 1999). Esto no ha sido igual

para el caso de las MNs inferiores, cuya técnica de cultivo se describió originalmente por

Schnaar y Schaffuer en 1981, Y se ha mantenido hasta la actual idad con algunas

modificaciones. En este método, las MNs se purifican con base en las diferencias que

existen entre su densidad de flotación y la de astrocitos y neuronas más pequeñas. Una vez

aisladas, las MNs se cultivan sobre un sustrato adecuado (Fig. 7a), el cual generalmente

contiene laminina y un polimero de un aminoácido básico. Dado que en la médula espinal

en desarrollo se produce un exceso de MNs -la mayor parte de las cuales (-50%) muere

durante la inervación (revisado en Houenou y Oppenheim, 1994)-, para obtener un mayor

número de MNs estas preparaciones se derivan de animales en estadios embrionarios o

neonatales, lo cual tiene la desventaja de que las neuronas generalmente son bastante

inmaduras (Elliott, 1999). Además, la mayoría de las neuronas (hasta el 90%) muere en las
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primeras horas después de haber sido disociadas, y las que sobreviven permanecen con vida

só lo por una semana (Bar, 2000), por lo que estos cul tivos resultan más adec uados para el

estudio de daños agud os y no de enfermedades crón icas, como la ALS (revi sado en Elliott,

1999).

Líneas c elulares. Con la fina lidad de lograr monocultivos más prolongados y tomando

como base el concepto de inmortalización, se han generado varias líneas celulares

neuronales, siendo las más comunes la NSC-34 y la VSC 4.1. En ambos casos, las líneas se

obtuvieron mediante la hibridación de MNs con cé lulas de neuroblastoma, dando como

resultado células que asemejan neuronas motoras inmaduras (revisado en Kaal el al., 1999).

Dado que los monocultivos no permiten que exista una interacción reali sta entre las

motoneuronas, otros tipos neuronales y células gliales, las aplicaciones que tienen en el

estudio de la degeneración neuronal relacionada con la ALS son muy limitadas.

b . Cocultivos

Motoneuronas-Glía. Para obtene r cultivos más estab les, varios investigadores cu ltivan

las MNs sobre una capa de astroci tos confluen tes, que debe prep arase con una o dos

semanas de antic ipac ión (F ig. 7b). Estas cé lulas g liales rodea n a las MNs en la médul a

espinal y se cree que interaccio nan con ellas y les proveen factores tr óficos, Los cultivos de

neuronas motoras recién ais ladas plateadas sobre astroci tos sobrevive n más tiempo (más de

2 semanas) que los monocultivos y se desarrollan en mejores condiciones, perm itiend o el

crecimient o de neuri tas, observándose árbo les dendrit icos densamente ramificados y

exhib iendo ca rac terist icas de MNs adultas , como la presencia de rece pto res AM PA

perm eables a calc io (revisado en Kaal, 1999; Bar, 2000).

Motoneuronas-Fibroblastos. Se ha desarrol lado un sistema de cocultivo en el que las

MNs se siembran sobre una capa de fibroblastos. Bajo estas condiciones, las MNs viven

más tiempo que en los monocultivos, pero no tant o como aquellas que crece n sobre

astroc itos, lo que indica que no só lo es importante la presencia de otras cé lulas como

sustrato, sino también el tipo celu lar (Bar, 2000) .

Cultivos mixtos. Otro tipo de coculti vo consiste en el cultivo de cé lulas disociadas de

médu la espinal de embriones murinos sin ninguna purificación . Aunque este tipo de cul tivo

supone una mayor supervivencia de las MNs (al menos 4 semanas), pues está n presen tes

todas las células que las rodean in vivo (rev isado en Kaal el al., 1999) , tiene la desventaj a
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de que la concentración real de MNs en el cultivo es muy baja «1 %), por lo que no resulta

adecuado para estudi ar las respuestas de estas célul as (revisado en Bar, 2000).

c. Cultivos organotípicos

La rebanada organotípica de médula espinal (Fig. 7c) provee ciertas ventajas de

manipulación in vitro, mientras se preservan algunas de las interacciones célula-célula que

ocurren in vivo. Generalmente, estas rebanadas se preparan a partir de ratones postnatales

de 8-9 días y se pueden preservar en cultivo hasta por tres meses, con la ventaja de que la

identificación y cuantificación de MNs se real iza fácilmente (revi sado en ElIiott, 1999).

Además, las MNs de la rebanada muestran características de neuronas adultas, como

crecimiento axonal y expresión de acetilcolina transferasa (ChAT, "Choline­

gctey ltrans ferase ") (revisado en Kaa l, 1999).

La rebanada co nserva, grosso modo, la arquitec tura norm al de la médula espina l,

pudi éndose reconocer fáci lmente las astas dorsales, el ca nal centra l y las zonas ventra les;

además, teóri camente, algunas asociaciones neuronales deb erían mantenerse (revisado en

ElIiott, 1999). Con el desarrollo de la técnica de interfase , un sistema en el que la rebanada

crece sobre una membrana en la interfase aire- fluido, se obtiene una mejor organ izac ión

tridimensional y menor proliferación glial (revisado en Kaa l, 1999).

Aunque la administrac ión de age ntes terapéuti cos potenc iales a la rebanada se hace

de man era d irecta, su ma nipulación ge nética resulta más complicada cn com para c ión co n

los cultivos cel ulares. pues la transfe rencia de genes a la reba nada requ iere la utilización de

vec to res adenov irales o biobal ístic a. Adem ás, la rebanada tiene algunas di ficultad as

intrínsecas. Dado que debe ser removida del anima l, se rea lizan múlt ip les axotomías que

dej an a las MNs sin afe rencias. El gra do de mue rte inducido por la axo tomía se reduce

debido a que las rebanad as se preparan a partir de animales madu ros - el corte de los

axones mo tores de ratón durante la primera semana de desarrollo postnatal resulta en una

pérdida masiva de MNs (revi sado en Houenou y Oppenheim, 1994)- , sin embargo, las

neu ronas motoras siguen suje tas al es trés indu cido por la axotomía y las condic iones de

cultivo. A pesar de esto, muchas de las MNs sobreviven en la preparación, pero es posible

que el proced imiento es té se leccionando la superv ivencia de neuronas particulares, lo cua l

deb e co ns iderarse al momento de interpretar los datos deri vados de es te tipo de cultivos

(revi sado en Elliott, 1999).
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3.2. SISTEMAS DE ESTUDIO DE DEGENERACiÓN NEURONAL BASADOS EN

CÉLULAS ES

Como se mencion ó anteriormente, se ha demostrado que por medio de pro toc olos de

inducción, como aquellos que involucran el uso de RA, es posible obtener cultivos mixtos

de neuronas y células glia les a partir de cé lulas ES. Las neuronas así derivadas asemejan a

las neuronas de cultivos primarios por su morfología y por la expresión de marcadores

mo lec ulares particulares (Bain el al., 1995; Fraichard el al., 1995; Renoncourt el al., 1998;

Wichterle, 2002); más aún, despliegan varias características funcionales de las neuronas

desarrolladas in vivo, incluyendo la expresión de receptores a neurotransmisores, las

propiedades electrofisiológicas de membrana necesarias para ge nerar pa trones de disparo

de potenciales de acción apropiados y la capacidad 'de formar sinapsis (Miles el al., 2004).

Tomand o es to en co nsiderac ión, recient em en te se han diseñ ado paradi gm as basados en

cé lulas ES para es tudia r algunos procesos de degeneración neuronal.

Qu el al. (2003) indujero n, med iante el tratami ento de EBs con RA, la diferenciación

neuronal de cé lulas ES de ratón y eva luaron si estas célul as podían proveer un sistema para

examinar la muerte neuro nal med iada por recept ores de glutama to. Los autores enco ntraron

que las neuronas der ivadas de cé lu las ES so n vulnerables a la muer te inducida por los

ago nistas pro totí picos de los recep tores a glu tamato: NM DA, kainato y AM PA . Ade más ,

obse rva ron que es ta vulnerabi lida d a la muerte inducida por los agonista s aument ab a

con forme se incr em ent aba la edad in vitro y correl acionab a co n la ex pres ión de las

subunidades de los rece ptores, tal como sucede en los cult ivos primarios de neuronas. Dado

lo ant erior , se co ncluyó que las cé lulas neuronales diferenciadas de cé lulas ES ex hiben una

respuesta excitotóxica que asemeja a la que muestran las neurona s del CNS.

Por otra part e. en el context o de los desórd en es ncurodegenerativos, Martinat y

co laboradores (2004) desa rro llaro n un modelo de es tudio para una forma de la enfermedad

de Parkinson que se hereda de ma nera recesiva y está relacionada co n una de leción en el

ge n D1-1, el cua l se sabía es tá involu crado en respu estas cel ulares a es trés oxid ati vo.

Martinat el al. generaron clon as de células ES de rat ón defi cientes de D1-l (mutantes

nulas). Medi ante el co-cultivo de las cé lulas ES con una línea cel ular es tro ma l mur ina, se

indujo la diferenciación in vitro a neuronas dopaminérgicas (DA) - células se lec tivame nte

a fectadas en la enfermedad de Parkinson- . Se observó que las neuronas DA derivadas de

células ES deficientes de D1-1 mostraban una menor supervivencia y un incremento en la

se ns ib ilidad al es trés oxida tivo en relación con neuronas deri vad as de cé lulas ES

heteróci gas. Co n esto, los aut ores conclu yeron que D1-1 es un componente ese ncial de la

respuesta a estrés oxidativo en neuronas DA y demostraron la utilidad de las neuronas
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derivadas de células ES genéticamente modificadas en el estudio de desórdenes

neurodeg enerativos .
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4. JUSTIFICACiÓN

La esclerosis amiotrófica lateral es la enfermedad paralítica más frecuente en adultos y uno

de los de sórdenes neurodegenerativos más devastadores. Hasta ahora, no exi ste ningún

tratamiento terapéutico eficaz, en gran parte debido a que aún no están totalment e claras las

causas de la muerte neuronal. Lo anterior, resalta la necesidad de crear un sistema de

estudio que reproduzca el proceso de degeneración neuronal asociado a la ALS.

Dada la complejidad de los organismos vivos, la utilización de modelos animales

para el estudio de enfermedades humanas pu ede resultar poco práctica , complicada y

consumir periodos de tiempo muy prolongados. Por ello, resulta esencial el de sarrollo de

sistemas in vitro , pues estos modelos además de ofrecer una manipulación sencilla, pueden

proveer información a niv el celular y molecular sobre el proceso pato génico , así como

paradi gm as para la eva luac ión de tratami ent os potenc iales.

Una de las princ ipales limit antes de los modelos in vitro que se han utilizado hasta

aho ra para est udiar la degeneración motoneuronal , es la di sponibilidad de l materia l de

partida . Resulta dific il ais lar poblac iones grandes de neuron as motoras y lograr cult ivos

pri marios poco varia bles (Si lani el al ., 200 1). Ad em ás, la ma nipu lación ge nét ica de

neuronas postm itót icas tampoco es senci lla, pues aún no se ha encontrado algú n s istema

que prop orcione una alta efi cie ncia de tran sfección independientemente del tamaño de la

construcci ón, que tenga baja tox icidad celu lar y sea fácil y seguro de em plear (Washbourne

y McAlli ster, 2002) . En principio, es tas limi taciones podrian resol verse uti lizando líneas

ce lulares , las cua les proveen un sustrato inmorta l y uniform e. Sin em bargo, estas cé lulas no

presentan las carac ter ísti cas de una neurona madu ra, por lo que su co mportam iento pod ria

di ferir del de las neuronas desarrolladas in vivo.

Las cé lulas ES proveen un sistema fáci lmente man ipu lable a nive l genético y capaz

de orig inar in vitro cé lulas neuronales funciona lmente mad ura s, en periodos de tiem po

cortos. Esto abre la posibi lidad de generar lineas de células ES que expresen alguna forma

mutante de la SOD I asociada a la ALS. A parti r de esas líneas, se pued e obtener un gran

núm ero de motoneuronas, segu ir su desarroll o y com parar su comportam iento co n el de

mo toneuronas der ivadas de células ES silvest res.

Ade más, es te sis tema podría ay udar a di lucidar algunos de los aspec tos

funda me nta les de la patología neuron al que hasta ahora ninguno de los modelos de estudio

de la ALS ha logrado explicar: el tipo cel ula r responsab le de la degeneración neuronal y la

es peci fic idad de la muerte motoneu ron al. En el prim er caso, co nsiderando la evidenc ia de

que la degen eración neuronal pue de ser el resultado de una interacción en tre neuronas y

astrocitos disfuncionale s, y la ca pac idad de las cé lulas ES para diferenciar en ne uro nas o
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glía en función de las condiciones de cultivo , sería posible estudiar los efectos de la fALS­

SaDl en ambos tipos celulares, ya sea de manera independiente o en condiciones de

cocultivo. En cuanto a la especificidad, podría inducirse la diferenciación de células ES que

expresen fALS-SaD I a diferentes tipos neuronales, y estudiar qué factores hacen a las

motoneuronas particularmente susceptibles a la toxicidad inducida por la enzima mutan te.

En síntesis, las células ES representan una estrategia para obtener un modelo de

estudio de manejo sencillo y, quizá aún más importante, reproducible, pues al poder partir

siempre de células con el mismo fondo genético se reduce la variabilidad entre los

experimentos, lo que aumenta la confiabilidad de los resultados.
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•

5. HIPÓTESIS

Dado que las motoneuronas derivadas in vitro a partir de células ES exhiben diversas

características morfológicas, moleculares y funcionales propias de las motoneuronas

desarrolladas in vivo, se espera que sean susceptibles a la toxicidad ind ucida por una forma

m utante de sao I asoc iada a la fALS o

6. OBJETIVOS

GENERAL:

Generar un mod elo experimental a partir de células ES qu e reprodu zca in vitro el proceso

de degene ración motoneuronal asociado a la esclerosis arniotr ófica lateral.

PARTICULARES:
• Construi r diferentes vectores de expresión de la enzima humana sao l wr ysao l A4\'

bajo el co ntrol del promotor CMV/CBA (citornega lovirus "enhancer'Vpromotor

"c hickcn- jf-actin") .

Ge nerar diferentes línea s de cé lulas tron cales embrionarias ( ES) que ex prese n de

man era constitutiva la enzima hum ana sao1 silves tre o su forma mutant c A4V.

Llevar a cabo la diferenciaci ón de cé lulas ES al fen ot ipo motoneuronal.

Compara r la viab ilidad de las mo tone uronas derivadas de cé lulas ES si lvestres co n la

de aquellas derivadas de células ES que expresan sao 1 humana silvestre o la forma

mu tant e A4V.

3 1Neevia docConverter 5.1



7. MÉTODOS

7.1. PLÁSMIDOS

El plásmido de expresión que codifica para la sao IA4V se derivó de un plásmido basado en

el vector pcONA3 (Invitrogen) (Fig. 8). Los plásmidos de expresión que codifican para las

enzimas sao IWT Y sao IA4V fusionadas a la proteína verde fluorescente (GFP, "green

fluorescent protein'') se derivaron de plásmidos basados en el vector pEGFP-C2 (Clontech)

(Fig. 9). Este vector codifica para una variante de la GFpWT
, la EGFP ("enhanced" GFP), la

cual contiene dos sustituciones de aminoácidos cerca del cromóforo y 190 cambios de base

silenciosos que la hacen más brillante y adecuada para su expresión en células de

mamífero.

En todos los casos, con cl fin de lograr la expresión constitutiva de la sao I en

células ES, se reemplazó la secuencia promotora de los plásmidos originales (CM V) por el

prom otor CMV /C BA (Ci tomegalovirus "en hance r"/promotor "chicken-jf-actin") que se

encontraba clonado en el vector pBluescript IIKS (pKS) (Stratagene ) (Figs . 8 y 9). Las

construcc iones generadas se verificaron estructuralmente mediante su patrón de res tricción

con diversas endo nucleasas y, en algunos casos, por sccuenciaci ón, y funciona lmente por

transfección transitoria en células COS-7.

7.1,1. Subclonación de fragmentos de DNA

El vecto r CMV /C BA-SO Ol AN se gene ró digirie ndo los plásmid os pcONA3-S00 IA.\V Y

pKS-CMVICBA con Ndes y Eco RI. En el primer caso, se purificó un fragmento de 5661 pb

que contenía la secuencia de la SO O 1 y el esqueleto del vector sin prom otor, y en el

segundo, un fragmento de 1467 pb correspondiente al promotor CMV/C BA (Fig. 8).

Posteriormente, se ligaron amb os fragmentos.

Para reemplazar las secuencias promotoras de los plásmidos pEGFP- C2-SaO IWT y

pEGFP-C2-S001 A4v
, éstos se digir ieron con Nd eI y Nhe i, generándose, en cada caso, un

fragme nto de 5075 pb correspondiente a la secuencia de la enzima y al esqueleto del vector

sin prom otor. El plásmido pKS-C MV/C BA se digirió con Nde l y Spe l, para generar un

fragme nto de 1491 pb que contenía la secuencia del promotor CMV/C BA (Fig . 9). Una vez

purifi cados los fragmentos, se efectuó la reacción de ligación.
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Procedimi ento

l. Digerir las moléculas parentales de DNA con las enzimas de restricción adecu adas,

incubando I hora a 37°C.

Para una reacción de 20 111:

x 111 de DNA (0.5 a 4 ug en buffer TE)

2 111 de buffer de restricción 10X

Endonucleasa de restricci ón (l a 5 U/Ilg de DNA)

H20 cuanto baste para 20 111

2. Separar los fragmentos de DNA digeridos mediante electroforesis en gel de agaro sa

SeaPlaque de bajo punto de fusión (BioWhittaker Molecular Applications #50 100).

3. Usando una lámpara de luz UV de longitud de onda larga o una lámpara Dark Reader

para visualizar el DNA, cortar la banda de interés y extraer el DNA del gel:

a. Pesar la banda cortada y completar a 250 mg con H20 libre de RNAsa.

b. Fundir a 65°C durante 10 minutos.

c. Extraer dos veces con 250 111de fenol, recuperando la fase acuosa, y una vez

con c1orofonno.

d. Añadir 25 111 de acetato de potasio 3M pH 5.5 Y 1 mi de etanol absoluto para

precipitar el DNA. Dejar reposar l minut o.

e. Centrifugar a 17500 x g a 4"C por 20 minut os.

f. Lavar el pellet dos veces con etanol al 70%, secarlo al vacío y rcsuspcnd erlo en

H20 .

4. Cuantificar el DNA purificado en un gel de agarosa.

5. Mezclar el vector con el inserto , de modo que el número de moléculas quede en una

proporción 1:3. Si el volumen tinal es muy grande precipitar el DNA:

a. Añad ir 1 111de glucógeno (20 ug/ul ) Y300 ul de etanol abso luto.

b. Congelar a - 70"C por 15 minuto s.

c. Centrifugar 5 minutos a 15700 x g .

d. Eliminar el sobrenadante y secar el pellet al vacío.

e. Resuspender el DNA en 5 ~t1 de H20 .

6. Poner la reacción de ligación. Incubar toda la noche a 15°C si la proporción de GC en

los extremos cohesivos es mayor a la de AT, o a 4°C si la de AT es mayor.

Para una reacción de 5 ul:

3.5 111 de DNA

1 pi de buffer de ligación con ATP 5X

0.5 111de DNA ligasa T4 (Boehri nger #716359)
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7. Una vez concluida la reacción de ligación, añadir 500 ~I de butanol para precipitar el

DNA. Mezclar en vórtex y centrifugar a 15700 x g durante 5 minutos. Eliminar el

sobrenadante.

8. Lavar el pelIet con l 00 ~I de etanol al 70% frio. Centrifugar a 15700 x g durante 5

minutos. Eliminar el sobrenadante, secar el pelIet al vacío (2 a 5 minutos) y

resuspenderlo en l O~I de H20.

9. Transformar células E. coli competentes con los productos de la ligación y

seleccionar los transformantes en función del cassette de resistencia a antibiótico

incluido en el vector.

10. Para cada transformante, purificar el DNA plasmídico mediante una miniprepración

de DNA ("miniprep") y determinar su secuencia mediante enzimas de restricción.

Una vez identificada la clona de interés, amplificar el plásmido por medi o de una

maxipreparación de DNA (" maxi prep" ).

7.2. LíNEAS Y CULTIVOS CELULARES

La verificac ión funcion al de los vec tores de expres ión constru idos se rea lizó en cé lulas

COS-7 . Esta línea cel ular proviene de riñón de mono africano verde (Ccrcopithccus

ac thiops s adulto y se encuentra transformad a con un mut ant e de SV40 defi cient e de

replicación qu e codi fica para el antíge no T silvestre.

Para los cultivos de cé lulas ES, se utilizó la linea cel ular de ratón (/vIIlS muscu lus ¡

AB2.2, de la cual posteriorm ente se derivaron por transfección estable las líneas WTF 1 y

WT FIO (CMV/CBA-SODJ wT- EGFP), A4V2 (CMV/CBA-SODI A4V
) , y A4VF3

(C MV/C BA-SO D I A4v-EGFP). Las cé lulas alimen tadoras utili zadas para el mant enimient o

de estos cu ltivos consis tieron de la linea de fibroblastos murinos STO. La co mposición de

los medios utilizados para el cultivo de estas líneas ce lulares se describe en el anexo.

7.2.1. Cultivo y transfección de células COS-7

a. Subcultívo de células COS-7

l . Aspirar el medio usando la bomba de vacío.

2. Lavar :2 veces con PBS.

3. Añadir Z ml de trip sina 0.25% a cada plato de 10 cm ó 1 mi a cada plato de 6 cm e

incubar a 37 "C por 5 minutos .
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4. Agregar al menos un volumen de medio COS-7 para inactivar la tripsina y dispersar

las células pipeteanado suavemente.

5. Transferir las células a un tubo estéril de 15 mI (Corning #430790) y centrifugar 5

minutos a 220 x g.

6. Retirar el sobrenadante usando la bomba de vacío .

7. Resuspender el pellet en 5 mI de medio STO. Tomar una alícuota de 10 J.lI Y contar el

número de células en la cámara de Neubauer.

8. Sembrar I x 106 células en cada plato de 10 cm (Corning #430167) para mantener la

línea, ó 4 x 105 células en cada plato de 35 mm (Corning #430165) o en cajas de 6

pozos (Costar #3506) para transfectar. En este último caso, utilizar medio sin

antibiótico para evitar que las células se intoxiquen durante la transfección.

b. Transfección transitoria de células COS-7

La transfección transitoria de células COS-7 se llevó a cabo en cajas de 6 pozos o platos de

35 mm, por lipofe cción con Lipofectamina 2000 (Invitrogcn # 11668-027) , de acuerd o con

las instrucciones del proveedor , las cuales se describen a continuación:

l . Un d ía antes de la transfecci ón, sembrar 4 x 105 cé lulas en 2 mi de medio de

crecimiento (DMEM + SFB 10%) sin antibióticos (penicilina, est reptomicina).

2. Para cada muestra preparar el complej o de transfccci ón de la siguiente manera:

a. Diluir 4 Il g de DNA en 250 ~¡J de DMEM sin suero. Mezclar gentilmente.

b. Agitar suave mente la Lipofec tamina antes de usarla. Después, diluir 8 ~¡J en 250

111 de DMEM sin suero. Incubar por 4 minutos a temperatura ambiente.

c. Después de la incubación, mezclar suave mente el DNA Y la Lipofectamina.

Incubar durante 20 minut os a temperatura ambiente.

3. Añadir los 500 ~¡J de mezcla a cada pozo . Dispersar la solución, moviendo la caja

gentilmente en todas direcciones.

4. Incubar las células a 37°C y 5% de C02.

5. Cuatro horas después de la transfecci ón, reempl azar el medio por medio de

crecimiento sin antibióticos.

6. 24 horas después de la transfecci ón, cambia r el medio por 2 mi de medio COS-7.

Incubar a 37"C y 5% de CO2. Se obtiene una eficiencia de transfe cci ónde - 70%.
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7.2.2. Preparación de células alimentadoras

Las cél ulas ES empleadas se cultivaron sobre una capa de células alimentadoras qu e

consistió en fibroblastos STO mitóticamente inactivados. Las células STO se mantuvieron

y propagaron en pla tos de cultivo previam ente gelatinizados. Para ello , los platos se

cubrieron con una solución de gelatina al 0. 1%, se incubaron a temperatura ambiente con la

solución al menos 2 horas y, posteriormente, se aspiró la solución de gelatina.

a. Subculfivo de células sro

l . Aspirar el medio usando la bomba de vac ío.

2. Lava r 2 veces con PBS.

3. Añadir 2 mI de trip sin a 0.25% a cada plato de 10 cm ó 0.5 mI a cada plato de 6 cm

(Coming #430 166; NUNC # 150288) e incubar a 37 °C por 3 minutos.

4 . Agregar al menos un volumen de medio STO para inacti var la trip sina y di spersar las

célu las pipeteanado suavemente.

5. Transferir las cél ulas a un tubo estéri l de 15 mI y ce ntri fugar 5 mi nutos a 220 X g .

6. Ret irar el sobrenadantc usando la bomba de vac ío.

7. Resu spender el pelle t en 5 mI de medio STO. Tomar una alícuota de l O ~¡J Y co ntar el

número de células en la cámara de Ne ubauer.

8 . Sembrar Ix l06 cé lulas por cada plato de 10 cm previamente ge latinizado.

b . Inactivación nvtotic a de células sro

Las cé lulas alimentadoras se prepararon a part ir de cultivo s contl uentes de cé lulas STO en

platos de 10 cm. Para inact iva rlas rnit óticamentc se utilizó mit om icin a C (Roc he # I07409).

una droga altame nte tóxica, cu yo manejo req uirió el uso de guan tes de látex y cubrebocas .

Procedimiento

1. Añadi r 200 ~¡J de mitomi cina C 50X (0.5 mg!ml en PBS) a cada plato de 10 cm.

Mover e l plato gentilme nte para distribuir la d roga lo mejor posible.

2. Incubar a 37°C por dos horas. Ge latiniza r los platos su ficientes para dist ribui r las

cé lulas alimentadoras.

3. Después de la incubación . lava r 2 veces con r BS para el iminar la mit omicina.

4 . Añadir 2 mi de trip sin a 0 .25% a cada plato e incubar a 37 °C por 3 minutos .
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5. Agregar al menos un volumen de medio STO para inactiva r la tripsina y dispersar las

células pip eteando suaveme nte.

6 . Transferir las cé lulas a un tubo estéril de 15 mI y centrifugar 5 minutos a 220 x g.

7. Retirar el sobrenadante usand o la bomba de vacío.

8. Resuspender el pellet en 5 mi de m edio STO. To ma r un a alí cuo ta de 10 III Y co ntar el

número de célul as en la cámara de Neubauer.

9. Sembrar l x 106 células por cada plato de 6 cm ó 3 x 106 por cada plato de 10 cm ,

previamente gelatinizados. Bajo estas condiciones, las células aliment adoras pueden

mantenerse hasta por una semana a 37°C y con 5% de COz. Para ello, es necesario

ca mbiar el medio periódicament e para ev itar qu e se aci di fique (se toma color

amarillo) y revisarlas bajo el microscopio para asegurarse que la monocapa se

encuentre en buenas condiciones .

7.2.3 . Cultivo de células ES

Previo a cualqu ier manipul ación (electrop oraci ón, inducción de di feren ciación , etc.) las

cé lulas ES empl eadas se subcultivaron almenas una vez después de haberl as descon gel ado.

Durante el tiempo de cultivo, las cé lulas se mantuvieron subco ntl uentes y se registraron

diari amente bajo el micro scopio para de tectar cualquier di ferenciaci ón espontánea.

a. Subcultivo de células ES

l . Ca mbiar el medi o 2-3 hora s ant es de subcultiva r las cé lulas.

2. Aspirar el medi o viejo usando la bomba de vacío.

3. Lavar 2 veces con PBS.

4. Añadir 0.5 ml de trip sina 0.25% a cada plato de 6 cm a 37 oc por 10 minutos .

5. Agregar al menos un volume n de medi o M 15 para inacti var la trip sin a y dispersar las

cél ulas pipeteando suavemente.

6. Transferir las célul as a un tub o estéri l de 15 ml y centri fugar 5 minutos a 220 X g .

7. Retirar el sobrenadante usando la bomba de vac ío.

S. Res uspender el pellet en 5 ml de medio M 15. Tomar una a lícuota de IO ~Ll Ycontar el

número de células en la cámara de Ne ubauer.

9. Sembrar 5 x 105 célul as por cada plato de células alimentado ras de 6 cm.

10. Cambiar el medi o diariam ente para evitar que se acid ifique (se toma col or amarillo ).
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7.2.4. Electroporación de células ES

La transfección estab le de las células AB2 .2 se llevó a cabo mediante elec troporación. En

cada evento de electroporación se utilizaron Ixl 07 cé lulas (1 o 2 platos de 6 cm a densidad

óptima) y IO ug de DNA pre viamente linearizado. El plásmido CMV/CBA-SODl A4V se

linearizó con Sspl y los plásmidos CMV/CBA-SODl WT_EGFP y CMV/CBA-SODl A4V _

EGFP con A/w44 1. Dado que el DNA debe estar limpio de compuestos orgánicos y sal es,

una vez linearizado, se extrajo una vez con un vo lumen de fenol /c1oroformo y una vez con

un volumen de cloroformo, se precipitó y se lavó 2 veces con etanol al 70%. Finalmente el

pellet se secó al vacío y se resuspendió a una concentración de l ~g/~I en buffer TE 0.1X

estéril.

Proced imiento

l. Cambiar el medio a las células 2-3 horas antes de rea lizar la e1ectroporación.

2. Trip sinizar la cé lulas en la forma habitu al.

3. Resuspcnder el pellet de células en un vo lumen conoc ido de PI3S. Tom ar una alícuo ta

de IO~tl Yconta r el número de célu las en la cámara de Neu bauer.

4. Centrifuga r 5 minutos a 220 x g .

5. Ret irar el sobrenada ntc usando la bomba de vado.

6. Rcsuspender el pcllet de cé lulas en el volumen de PI3S requ erid o para obt ener una

densidad de 1.1 x 107 c élulas/mí .

7. Colocar 10 ug del DNA lincarizado sobre la pared interna de la celda de

clect ropo raci ón (Bio-Rad # 165-2088)

8. Transferir 900 ~tl de la suspensión celul ar a la celda de elcctroporaci ón y

hom ogcnizar con la so lución de DNA pipeteand o suavemente. sin hacer burbujas .

9. Co locar la celda en el elcctroporador (Bio-Rad) con el ex tenso r de capacitancia y dar

un pulso de 230V y 500 mf', presionando los dos botones simultáneamente. Este

procedim iento se realiza rápid am ente y a temperatura ambiente. La máquina muest ra

"C h9" . hace un tono cuando la electroporae ión está completa y despli ega la constante

de tiempo. cuya lectura debe ser entre 5.6 y 7.0.

10. Tran sfe rir el con tenido de la celda a un tubo de 50 mi estéril (Corning #43 0828 ) con

20 mi de medio M 15. resuspend er y repartir la solución en 2 plat os de 10 cm co n

célul as aliment adoras.

11 . Incubar a 37"C co n 5% de CO l .
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a. Selección

Después de crecer 24 horas las células electroporadas en medio M15, se inició la selección

de las células que habían adquirido el vect or . Para ello, se adicionó ant ibiótico en dosis

letales para todas las células ES, excepto para aquellas que estuvieran expresando un gen

que les proporcionara resistencia al agente de selección. Dado que los vectores utilizados

proveían resistencia a neomicina, se utili zaron 300 ug/ml de G-418 (Gibco #10131-035) .

La selección tomó de 12 a 15 días .

Un día antes de que el proceso de selección se completara se prepararon platos de 96

pozos con fondo plano (Coming #3524) con células alimentadoras.

b. Aislamiento de colonias

Co ncluida la selección, se aislaron las colonias que se utilizarían para manipulaci ones

futur as. Se eligieron aquellas colonias que fueran ligeramente más pequ eñas que la punt a de

un tip para pipeta de 20 ~d Yque tuvieran los bordes claramente definidos. En el caso de las

cé lulas electro poradas con los pl ásmidos CMV /C BA-SOD l WT_EG FP y CMV/C BA­

SOD Ii\ 4V _EGFP, se consideró, además, que las colonias fueran positivas a la tluorescenci a.

Procedimiento

l . Inspeccionar las células bajo el microscopio y seña lar con un marcador sobre la base

de la caja las colonias ideales.

2. Ya en campana. lavar las células con PBS y añadir 7 mI de PBS al plato de 10 cm.

3. Con el tip de la pipeta de 20 ul colocada en 10 pi . trazar un pequeñ o círculo alrededor

de la colonia y raspar cuidadosamente desde la periferia hacia el centro para

desprender la colonia del plato.

4 . Aspi rar la colonia en un solo movimiento y co locarla cn un pozo de una caja de 96

pozos con tondo de U (Costar #3799).

5. Realizar el mismo procedimiento (pasos 3-5) con el resto de las co lonias.

6. Tripsinizar las colonias con 50 ul de tripsina 0.25%, incubando 5 minu tos a 37"C y

5% de C02 .

7. Durante la incubación, reemplazar el med io de cultivo de una caja de 96 pozos con

células alimentadoras por medio M 15 (50 )ll por pozo).

8. Detener la tripsinización añadie ndo l00 ~d de med io M15 a cada pozo del plato con

tripsina. Dispersar las colonias mecánicamente pipeteando suavemente.
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9. Transferir los 150 111 de suspension celular a la caja de 96 pozos con células

a limentado ras . Incubar a 37°C y 5% de CO2•

10. Cambiar el medio diariam ent e.

c . Expansión de colonias

Una vez qu e las células ES en los platos de 96 pozos alcanzaron 70% de confluencia se

subcultivaron a platos de 24 pozos (Corning #3 524) con célul as al imentadoras y de és tos, a

caj as de 6 cm .

Pro cedimiento

l. Ca mbiar el medio 2-3 horas an tes de subcultivar las células.

2. Lavar las cé lulas con 100 111 de PBS.

3. Añadir 50 111de trips ina al 25% e incuba r 5 minutos a 37"C y 5% de CO}.

4 . Durante la incubación, reemplazar el medio de cultivo de una caj a de 24 pozo s con

cé lulas alime ntado ras por medio MIS .

5. Detener la trip sinización añadiendo 50 111 de medi o M 15 Ypipetear para obtener una

suspens ión hom ogénea. Tra ns feri r los 100 ul de suspens ión a la caj a de 24 pozos.

6. Incub ar a 37°C y 5% de CO}. Ca mbiar cl medi o diariamente.

7. Cuando las célul as hayan alcanzado 70% de co nfluencia, subcultiva rlas a plato s de 6

cm con cé lulas alimentadoras. Para ello , seguir los pasos \-5, aumenta ndo la cantidad

de PBS de los lavados a 500 ~tl yel vo lumen de tr ipsina y de med io M 15 utilizado

para de tener la trip sinización a 200 ul .

Una vez que las cé lulas en las cajas de 6 cm alcanzaron una den sid ad adecuada , cad a

caja se tri ps inizó y las cé lula s se resuspendieron en I mi de medio M IS. Posteriormente. la

mitad de la suspens ión celular se conge ló, añadiendo previamente SOO ¡tI de medio de

co ngelac ión 2X. y el res to se utili zó para hacer extrac tos de prot eín a (ver más adela nte ).

7.2.5. Mantenimiento y almacenaje de líneas celulares

a. Congelac ión de células

l . Tripsinizar las células en la forma habitual. Para el caso de las cé lulas ES, cambiar el

medio 2-3 horas antes.
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2. Resuspender el pellet de célu las en una cantidad conocida del medio correspondiente.

Tomar una alícuota de 10 ¡.d Ycont ar el número de células en la cámara de Neubauer.

3. Centri fugar 5 minutos a 220 x g .

4. Retirar el sobrenadante usando la bomba de vacío.

5. Resuspender el pellet de células en la mitad del volumen de medio requerido para

obtener una densidad de (5-10) x 10 6 células/mI.

6. Agregar gradualmente por la pared del tubo o por goteo un volumen de medio de

congelación 2X, mezclando constantemente la suspensión celular.

7. Alicuotar rápidamente en viales de congelación (Coming #2028), colocando I mI de

la suspensión celular por vial.

8. Marcar cada vial con el nombre de la línea celul ar, número de pase, cantidad de

células y fecha.

9. Congelar a - 70°C. Transferir al tanqu e de nitrógeno líquido para su almace naje.

b . Descongelación de células

l . Sacar el vial de células congeladas del tanque de nitrógeno líquido y transferirlo a un

baño de ag ua a 37°C. La descongelación toma 1-2 minutos.

2. Transferir la suspensión celu lar a un tubo estéri l de 15 rnl. Añad ir gradualmente por

la pared del tubo o por goteo 5 mi del med io correspondiente. agitando

cons tantemente el tubo durante la adición.

3. Centrifugar 5 minutos a 220 x g.

4. Retirar el sobrenadante usando la bom ba de vacío.

5. Resuspcndcr el pcllet de células en 5 mi del medio correspondiente. To mar una

alícuota de 10 Id Y registrar la viabilidad celular la en la cáma ra de Neubaucr

utílizando azul de tripano (GIBCO # 15250-061) como colorante vital.

6. Sembrar las célul as en las condiciones apropiadas según el tipo celular:

> I xl 06 células COS-7 cn una caja de 6 cm

>0.5 x 101> cé lulas STO en una caja de 6 cm previamente gclatinizada

> 1 x 106 células ES en una caja con de 6 cm con células alimentadoras

7. Cambiar el medio al día siguiente para eliminar células muertas.
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7.3. DIFERENCIACiÓN DE CÉLULAS ES

El prot ocolo em pleado para inducir la diferenc iación de células ES hacia el fenotipo

moton euronal es tá basado en el trabajo de Wichterle el al. (2002). Este protocolo invol ucra

la formación de cuerpos embrionarios y, su bsecuentemente, el tratamiento de es tos

agregados con facto res inductores.

7.3.1. Formación de cuerpos embrionarios (EBs)

Antes de iniciar la formación de cuerpos em briona rios es recom endable dism inu ir la

proporción de células alimentadoras en los cultivos de cé lulas ES. Para este fin , las células

ES se subc ultivaron de la manera habitual y se sembraron I xl 06 células en un plato de 6

cm previam ente ge latinizado, sin células alime ntado ras y co n medi o M 15 supleme ntado

co n 1000 U/mI de UF (Chemicon tlU F20 10) para ev itar la diferenciación celular. El

cultivo se man tuvo en est as cond icio nes por 3 o 4 día s, cambiando el medio diariame nte .

Posteriormente, para promover la formaci ón de los agre gados, las células ES se

cultivaro n en suspensión. Para ello, se desprendieron el sustrato mediante un tratam iento

con tripsina 0.2 5% y se sembraron (1-1.5) x 104 células/cm 2 en platos bacteri ológicos o en

los pozos de una caja de adherencia ultra baja (Costar 11347 1) con medio DFK 5.

7.3.2. Diferenciación al fenotipo motoneuronal

l . Iniciar la fo rmación de cuerpos embrio narios, sembrando las células ES en

suspensión con medio DFK5 .

2. Después de dos día s de cu ltivo, cambiar el medio de los EBs por me dio DFK5

suplementado con ácido retinóico 2~lM (Sigma #R2625) y agon ista de Sonic

hed gehog (Hh-Ag 1.3 ) (Curis Inc.) 1uM . Para ello :

a. Tra ns ferir e l cultivo a un tubo estéril de 15 rn l .

b. Dejar reposar vertica lme nte, hasta que los EBs precipiten en el fo ndo del tubo

(5 minutos aprox .)

c. Aspirar el medio usando la bomba de vacío .

d . Añ adir el medio de cul tivo fresco y res uspender moviendo el tubo ge ntilme nte .

e. Vaciar los EBs al plato en el que estaban ori ginalmente.

3. Mantener los EBs en tratamiento co n RA y Hh-Agl.3 durante cinco días, cambiando

el medio el tercer dí a del tratamiento.
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Una vez concluidos los 5 días de tratamiento, los EBs se cultivaron sobre una

monocapa de células alimentadoras en cajas de 4 pozos (2cm 2) (NUNC # 177437) con

medio DFK5 suplementado con 10% de SFB (DFK5 + 10). Se emplearon dos paradigmas

de cocultivo, en uno los EBs se sembraron íntegros, y en el otro, se disociaron previamente

para platear una suspensión celular. En este último caso se empleó el siguiente protocolo:

1. Transferir los EBs con la micropipeta de I mi a un tubo de 15 mi con 5 mi de PBS.

2. Dejar reposar verticalmente, hasta que los EBs precipiten en el fondo del tubo.

3. Retirar el sobrenadante usando la bomba de vacío.

4. Lavar una vez con PBS para eliminar los restos de medio.

5. Añadir 500111 de tripsina 0.25% e incubar 5 minutos a 37°C y 5% de C02.

6. Disociar los agregados pipeteanado suavemente (5-10 veces).

7. Dejar reposar verticalmente, hasta que los agregados restantes sedimenten.

8. Transferir 400 111 del sobrenadantc (que contiene las célula s disociadas) a un tubo

estéril de 15 mi con 2 mI de medio DFK5 + 10.

9. Añadir 400 111 de tripsina 0.25'% al pellet de EBs, incubar 5 minut os a 37"C y 5% de

C02 y repetir la disociación.

10. Recup erar las células disociadas y transferi rlas al tubo con medio. De ser necesar io, la

disociación se puede repetir una vez más, pero el tiem po total de tripsinización no

debe exceder 20 minutos.

11. Centrifugar la suspensión celular recuperada 5 minutos a 220 x g.

12. Retirar el sobrenada nte usando la bomba de vacío.

13. Rcsuspender el pellet en I mi de medio DFK5 + 10. Tomar una alícuota de 10 pI Y

contar el núm ero de células en la cámara de Neubauer.

14. Sembrar 1.5 x 105 células en cada pozo de 2 cm2 con células alimentado ras. Incub ar a

37"C y 5% de C02.

Transcurridos dos días después de habe r sembrando las célu las, se les añad ió Ara-C

(S igma #C 1768) a una concentración tinal de IOIlM para detener la división celular. Dos

día s más tarde y, posteriorm ente, cada 5 días, se reempl azó la mitad del medio por medio

DFK 5 + 10 fresco.

7.4. WESTERN BlOTS y GElES DE ACTIVIDAD

Los nivele s de expresión de SOO l en las células COS-7 transfectadas y en las clonas de

células AB2.2 se leccionadas después de la electroporaci ón, se evaluaro n mediante análisis
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tipo westem blot a partir de extractos de proteí na citosólica derivados de estas células. Para

ello, se util izó un antic uerpo policlonal anti -SOD 1 (1: 1000) (The Binding Site ,

Birmingham) y posteriormente un anticuerpo anti-oveja IgG acoplado a fosfatasa alca lina

(1: 1000) (Zymed, San Francisco, CA). Además, a partir de los extractos derivados de las

células COS-7 se realizaron ensayos de actividad de SOD en geles de acrilamida

(Beauchamp y Fridovich, 1971).

7.4.1. Extractos de proteína

1. Tripsinizar las células en la forma habitual.

2. Lavar el pellet de células con PBS .

3. Agregar un volumen de buffer de lisis igual al volum en del pellet de células.

4. Co locar las células en hielo y lisarlas por sonicaci ón (tres ciclos de 10 segundos a

30% de amplitud) (Ultrasonic Processor, Sonios & Materials, Inc).

5. Centrifugar a 17500 X g durante 10 minutos a 4 "C. Recuperar el sobrcnadante,

6. Determinar la concentración de proteínas en el espectrofotómetro median te una curva

Bradford.

7.4.2. SDS-PAGE (electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes)

l. Preparar un gel desnaturalizante de poliacril amid a:

Reso lving gel ( 11%) Resol ving gel ( 15%) Stacki ng gel (4%)

II ¡Ü 1.85 mi ~ .4 mi 1.22 mi

AcrilamidaJBis (30 % T. 2.67% C) 1.85 mi 5 mi ~60 ItI

l3uffer* 1.25 mi ~ .5 mi 500 ul

SDS 10% 50 111 100 pi ~O 111

Persu lfai o de amo nio 10%) 50 ~tI 40ltl 10 111

TEM ED 5 ftl 5 ftl ~ ul

Tota l 5.0 mi 10ml 2.0 mi

* Rcso lving gel : Tris-HCI 1.5M. pH 8.8. Stak ing gel : Tris- HC I O.5M. pi ( 6.8

2. Agregar buffer de carga a 50 ug de cada muest ra (el volum en final no debe exceder

20 ul), calentar a 95 oc por 4 minutos y cargar en el ge l.

3. Correr el gel a 100-200 V hasta que el colorante llegue al final.

4. Sacar el gel de los cristales con ayuda de una espátu la.
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7.4.3. Western blots para SOO1

l. Correr el gel de prot eína.

2. Transferi r las proteínas a una membrana de nítrocelul osa en la cámara Míni Trans­

Blot (Bío -Rad) l hora a 100 V, 350 mA, o 12 horas a 30 V, 90 mA .

a. Preparar el buffer de transferencia y enfriarlo a 4°C .

b. Cortar la membrana de nitrocelulosa de acuerdo con las dimensiones del gel.

Utilizar guantes al manipular la membrana.

c. Equilibrar el gel y sumergir la membrana, el papel filtro y las fibras en buffer de

transferencia por 15 minutos.

d. Preparar el "sándwich" de transferencia:

Poner el cassette, con la superfi cie gris hacia abajo, sobre una superfic ie

limpia.

Co loca r sobre la superfic ie gris del cassette una libra, enseguida una hoja

de papel filtro, el gel previam ente equilibrado y sobre éste la membrana

pre-hu medecida. Enc ima, co loca r otra hoj a de papel filtro y otra libra.

Eliminar cua lquier burbuja de aire que se haya formado,

e. Ce rra r el cassette firmemente y co loca rlo dentro del módul o.

f. Colocar la un idad de enfriamiento previam ente co ngelada y el módul o con los

cassettes en la cámara. Llenar completament e el tanque co n bu ffer de

transferenci a.

g. Colocar una mosca ma gn etic a en el interior del tanque y ponerlo sobre un

agit ador para mantener la temperatura y distribuci ón jóni ca del buffer .

h. Co nec tar los electrodos a la fuente de poder y trans feri r, preferentement e a 4"C.

3. Te rm inada la transfe rencia , lavar la mem brana con agua 2 veces.

4. Lavar con TBST.

5. Bloquear co n una so lució n de leche al 5% en TBST durante 1 hora a tem peratura

ambiente, o 12 horas a 4"C.

6. Incubar con el anticuerpo primari o (anti-SOD l 1:1000 en leche al 5% en T BST )

durante 1 hora a temperatura ambiente. o 12 hora s a 4 oc.
7. Lavar con TBST la minutos 3 vece s.

8. Incubar co n el anticuerpo sec undar io (anti-ovej a aco plado a fo sfat asa alca lina 1:l000

en leche al 5% en T BST ) durante 2 hora s a 4 "C.

9. Lavar con TBST dura nte 5 minutos dos veces.

la. Lavar con DIG 3.
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11. Revelar con OIG3 + NBT (3 .37 ul/ml) + BeIP (3.5 ul/ml). Detener la reacción en

cuanto aparezcan las bandas.

12. Lavar con agua y dejar secar sobre pape l filtro.

7.4.4. Geles de actividad de superóxido dismutasa

1. Preparar un ge l nativo de poliacrilamida:

H¡O

AcrilamidaIBis (30% T, 2.67% C)

Tri s 2M pH 8.9

Persulfato de amonio 10%

TEMED

Tota l

Resolving gel (8%)

2.7ml

1.3 mi

I mi

25 ¡ti

10 ¡ti

5.0 mI

Stacking gel (5%)

1.26 mi

260 111

400 111

12 111

4111

2.0 mi

2. Ca rga r 150 ~lg de proteín a de cada mu estra, previam ente mezclados co n bu ffer de

ca rga. Co mo co ntrol pos itivo pueden utili zarse 100 ug de extracto proteico de hígado

de ratón .

3. Correr el gel a 120V hasta que el co lorante sa lga por el ex tremo inferior.

4. Sacar el gel de los cr ista les co n ayuda de agua del grifo y una espá tula . Ma nte nerlo en

ag ua.

5. En el cuarto obsc uro , preparar las so luciones 1 y 2 (ve r anexo) por separado .

6. Desechar el ag ua en la que se encuentra el gel Y adic iona r las dos sol uciones

simultáneamente en la obsc uridad. Incubar co n ag itac ión suave durante 40 minutos.

7. Revelar ex poniendo el gel al tran siluminador hasta ver las bandas (30 minutos

aprox imadamente ).

8. Una vez expuesto. lavar el gel co n agua y fija rlo con metanol 5% y forma ldch ído 5%

en H ~O .

7.S.INMUNOCITOQuíMICA

Sobre los cultivos obtenidos después de haber aplica do el protocolo de difer enci aci ón

moton euronal en célul as ES, se real izaron técni cas de inrnunocitoquimica para detect ar la

presenc ia de neur onas (T ubu lina ~ I I I y NeuN) y motoneu ron as ( Islet l/2).
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Para facilitar el análisis cuantitativo de las motoneuronas presentes en los cult ivos, se

obtuvieron imágen es mediante microscopí a confocal, o utilizando un microscopio de

fluore scencia (Nikon Eel ipse TE300) y una cámara digital (CoolSNAP RS, Photometrics).

Tabla 2. Ant ic uerp os primarios.

Anticuerpo Especie hospedera

Anti -Tubf3IIl Conej o

Anti -IsI I/2 Ratón

Anti-NeuN Rató n

Tabla 3. Antic uerp os secundarios.

Dilución

1:2000

1:1

1:100

Fuente

Covance (Berkley , CA)

Developmental Studies Hybridoma Bank (Iowa , lA)

Chemicon (Temecula, CA)

An ticuerpo

Alexa Fluor 488 Cabra ami-conejo IgG

Alexa Fluor 488 Cabra ami-ratón IgG

Alexa Fluor 594 Cabra ami-ratón IgG

Dilución

1:1000

1:1000

1:500

Fuente

Molecular Probes (Eugcne. ÜR)

Molecular Probes (Eugene. O R)

Mo lecular Probes (Eugcnc, OR)

Procedimiento

l. Retirar el medio de cultivo utilizando la bomb a de vacío .

2. Lavar 2 vece s con PI3S.

3. Fijar las células con 200 ~11 de PFA 4% por 10 minutos.

4. Lavar 3 veces con I'SS.

5. I'errn eabili zar con 200 ~tl Tritón X-l OO 1% en PS S durante 5 minut os.

6. Lavar 2 veces con I'S S.

7. Incub ar con solución de bloqueo (SS 10% YTritón X- lOO 0.2% en PI3S) durante 30

minutos.

8. Incuh ar con el anticuerpo primario:

a) Ant i-Tubulina ¡mI o anti-Ne uN. Realizar la dilución cor respondiente en 200 ¡tI

de so lución de hloqueo e incuhar 1 hora .

b) Anti-Isletl /2. Añadir 10 ~ l de una mezcla de los dos anticuerpos (39.4D5 y

40 .2D6, en una relación 1:1), cubrir el pozo con un círculo de parafilm para

distribuir homogéneamente la so lución sobre toda la muestra e incubar 1 hora

30 minut os en cámara húmeda.

9. Lavar 3 veces con PS S.
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10. Incubar con el anticuerpo secundario durante 30 minutos en agitación. Real izar la

dilución correspondiente en 200 JlI de una solución de SS 10% YTritón X-lOO 1% en

PBS.

11. Lavar 3 veces con PBS .

12. Teñ ir los núcleos con OAPI (Molecular Probes #0-1306) o yoduro de propidio (YP)

(O.2Jlglml) por 2 minutos.

13. Lavar una vez con PBS y agregar unas gotas de so lución de montaje.

7.6. ANÁLISIS ESTADíSTICOS

El núm ero total de célul as en los cultivos a los 4 y 20 días post-inducción (dpi) se calculó a

través del cont eo de células viables (con az ul de tripano) en la cámara de Neubauer. Para

obtener el porcentaje de células Is1I/2
t

se analizaron 6 campos por pozo de 2 cm

(aproxi madamente 850 cé lulas).

Para eval uar si había di ferencias significati vas en el núm ero total de células y el

porcentaje de células IsII /2 t entre los culti vos deri vados dc las di ferente s líneas dc cé lulas

ES (A B2.2, WTF 1, WTF l0, A4V2 y A4V F3) se realizaron análisis de varianza de un factor

(ANOVA) y la prueba post hoc de Tuke y. El número total de cé lulas para cada linea a los 4

y 20 dpi se comparó mediante una prueba de t . Para ello, se utili zó el programa GraphPad

Prism versión 4.00 (GraphPad Softw are, San Diego, CA, www.graphpad.com) . Todos los

datos cuantitativos represe ntan la media ± desviación estándar (D.E.) de dos expe rimentos

independientes realizados por duplicado.
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8. RESULTADOS

8.1. GENERACiÓN DE PLASMIDOS DE EXPRESiÓN DE SOD1

Con la finalidad de lograr la expresión constitutiva de SOOI humana en células ES yen

neuronas derivadas de estas células, se generaron vectores de expresión de esta enzima bajo

el control del promotor CMV/CBA. Para ello, se reemplazaron las secuencias promotoras

de los plásmidos pcONAJ _SODlA4v
, pEGFP-C2-S00IWT y pEGFP_C2_S0Dl A4v por el

promotor CMV/CBA, dando lugar a los vectores CMV/CBA-SODl A4v (Fig. 8),

CMV/CBA-SOOl WT_EGFP y CMV/CBA-SOOI A4v-EGFP (Fig. 9), respectivamente.
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Figura 8. Plósmldos de expresión de
SODl. (a) El promotor CMV del
plósm ldo pcONA3-SOD 1 se
reemplazó por (b) el promotor
CMV/CBA que se encontraba
clonado en el vector pK5. (e) La
construcción resultan te . CMV/CBA·
SOOl MV• se Iinearizó con Sspl para
ser transfectada en células ES. Las
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Agura 9. Plásmidos de expresión de SOD1-EGFP. (a) El promotor CMV del plósmido pEGFPC2-SODl
se reemplazó por (b) e l promotor CMVICBA que se encontraba clonado en el vector pKS. (e) La
construcción resultante. CMV/CBA-SOD1 AAV• se ~nearizó con Alw441 (=ApaLl) para su transtección
estable en células ES. Las rneos punteadas abarcan los fragmentos de cada pl6smido que se
tomaron para hacer la construcción .

La funcionalidad de las construcciones generadas se verificó mediante su

transfección transitoria en células de mono COS-7. Transcurridas 48 horas después de la

transfección, se examinaron los cultivos con un microscopio invertido de fluorescencia Se

observó que aproximadamente el 70% de las células lipofectadas con los vectores que

codifican para SODl-EGFP eran EGFPT
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La expresión transitoria de SOOI WT-EGFP en células COS-7 produjo una señal

fluorescente distribuida homogéneamente en todo el citoplasma; en contraste, la expresión

de SODl A4V-EGFP indujo un señal heterogénea y más localizada, indicando que la enzima

mutante había formado agregados (Fig. 10).

Figura 10. Expresión transitoria de SOD1-EGFP en células COS-7. l a expresión d e SOD1WT-EGFP
genera uno señal fluorescente d istribuida homogéneamente en el ci toplasma celular. mientras que
la expresión de SOD1A4V-EGFPind uc e la fonnación de agregadas. Barro de escalo 20 urn .

Análisis de westem blot realizados a partir de extractos de proteína de las células

COS-7 transfectadas, confirmaron la expresión de SOO1 humana (hSOO 1) sobre una banda

de fondo de - 12 kOa correspondiente a la enzima endógena (mSOO1) (Fig. 11a).
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Figura 11. Niveles de expresión y de activiclad de SODl en células C05-7. Cultivos confluentes de
células C05-7 se transfectaron transitoriamente con vectores de expresión de SODl bajo el control
de los promotores CMV o CMVICSA después de 48 horos las c élolos se lisaron y se obtuvo un
extracto de proteína. (a) 50 ~g de cacla extracto de proteína se fraccionaron por SDS/PAGE en
geles al 11% Y se analizaron mediante westem blot con un anticuerpo posclonoí anti-SOD1. (b) 150
~g de coda extracto de proteína se uti liza ron poro analizar la actividad de SOD1 en geles nativos a l
8%. hSOD1=SODl humana: mSOD1=SODl de mana: rSOD1=SODl de rotón.
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En el caso de las células transfectadas con el vector CMVICBA-SOO l A4V se detectó,

además de la enzima endógena, una única banda de - 15 kOa, correspondiente a la forma

monomérica de sao l A4V. Mientras que en las células lipofectadas con los vectores que

codifican para SOOlwT-EGFP y SOOIA4v_EGFP se observó una banda principal de - 40

kOa que correspondía al monómero de la proteína de fusión SOOI-EGFP, así como otras

bandas más débiles y de menor peso (-15, - 20, -25 Y- 35 kOa), que indicaban la presencia

de posibles productos de degradación.

Finalmente, con los extractos de proteína derivados de las células transfectadas, se

realizó un ensayo de actividad de sao en geles de aerilamida. Una de las finalidades de

este ensayo era determinar si en la fusión de sao l a EGFP la actividad enzimática de la

SOOI se mantiene. Se observó que la proteína de fusión SOOI WT_ EGFP mantiene

actividad significativa de superóxido dismutasa. En ningún caso se detectó actividad para la

enzima sao l A4V (Fig . l 1b).

8.2. ESTABLECIMIENTO DE LíNEAS DECÉLULAS ES QUE EXPRESEN SODl

Una vez ver ificada la funciona lidad de los vectores de expresión generados, se procedió

con el seg undo objetivo de este trabajo, la ob tenció n de líneas de células ES murinas que

expresen de forma estable y constituti va la enz ima saoI hum ana silvestre o su forma

mutante A4V.

Los plásmid os de expresión CMV/C BA-SO O IAw, CMV/C BA-SO D lwr-EGF P y

CMV/C BA-SOO IAw-EGF P previamente linearizados se introdujeron en células AB2.2 por

electroporaci ón, obteniendo varias clo nas (233 ±2 .64 O.E. cn tres experimentos de

clcctro po rac i ón) de células ES resistentes a G4 18. Para cada construcción. se aislaron 24

clo nas resistentes a G4 18 y se expandiero n para analiza r los niveles de expresi ón de SOD l .

En el caso de las clonas obtenidas de la transfecc ión de los plásmidos CMV/CBA­

sao1WT_EG FP yCMV/C BA-SOD IA4V-EGFP se eligiero n clo nas que mostraran expresión

de EG FP. En lo que se refiere al vector CMV/C BA-SOD l A4V, la se lección fue al azar.

Después de un primer análisis por westcm blot , se eligieron varias clonas de célul as

ES con nivele s simi lares de expresión de SO D 1. Las clon as que expresaban SOD Iw,_

EG FP Y SO D 1A4v_EGFP se expandieron y se analizaron bajo el microscop io de

fluorescenci a para selecc ionar aquellas en las qu e las co lonias presentaran una expresión

hom ogénea de EG FP. Posteriorm ente, con el fin de verificar que la expresión de la hSOD I

en las clonas seleccionadas fuera constituti va. se indujo la formaci ón de EBs. Los EBs se

mantuvieron en culti vo por 5 dias y al final de ese periodo se escogieron las clonas a partir
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de las cuales se desarrollaron EBs que conservaron durante todo su desarrollo un patrón de

expresión homogéneo de EGFP. Con base en lo anterior, se eligieron las clonas WTFI ,

WTFIO (CMV/CBA-SODl WT-EGFP) y A4VF3 (CMV/CBA-SODlA4V-EGFP) para

realizar los experimentos subsecuentes (Figs.12 y 13).

+- hSOO1·
EGFP

AB2.210

MV WI

3KDo.-----------,:;0 -

40 -

25 -

20 -

15- f4- lSOOlL..- -'

figura 12. Clonas selecc ionadas de células E5c on expresión estable de hSOD1. Después de dos días
de cultivo sobre células a limentadoras. los clonas seleccionadas se expandieron en cojos de cultivo
cubiertas c on gelatina. sin células a limentadoras y con medio suplementado c on UF. los niveles de
expresión de saD1 se veri ficaron mediante anólisiswestem blot de extractos de prote ína derivados
de estos c ultivos. hSOD1=50 D1 humana: rSOD1=SOD1 murlna.

En el caso de las clonas seleccionadas después de la electroporación con el vector

CMV/CBA-SODI A4v, no fue posible detectar la expresión de la enzima mutante mediante

westem blot , debido a que su peso molecular es igual al de la enzima endógena y el

anticuerpo empleado reconoce a ambas . No obstante, dado que presentaba un fenotipo

similar a la A4VF3 (ver más adelante), lo que sugeria que expresaba cantidades suficientes

de SOD IA4V (dato a confirmar mediante RT-PCR), se seleccionó también la clona A4V2.

Durante la expansión de la línea AB2.2 y las clonas seleccionadas, se observó que

mientras que las células AB2.2 y las que expresan hSOD 1WT forman colonias compactas,

con los límites redondeados y bien definidos, las células que expresan hSODI A4v se

desarrollan en colonias extendidas con bordes irregulares . Estas diferencias se perciben más

fácil cuando las células crecen sobre cajas de cultivo sin células alimentadoras y con medio

MI5 suplementado con UF, se acentúan conforme transcurre el tiempo de cultivo y son

más marcadas cuando el cultivo casi ha llegado a confluencia (Fig. 14).
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a

b

e

Figura 13. Células ES silvestres(AB2.2) y clonas seleccionadas con expresión estable de hSOD1. (a ) y
(b) Células lndi ferenclodos o las 2 álOS de cultivo. (e) Cuerpos emblionorlos de 3 álOS de desarrollo.
Los imógenes de fluorescenci a muestran lo expresión constitutivo de EGFP-SOD1. Borros de escalo
l OO ¡;m.
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FIgura 14. Morfología de c olonias de clonas seleccionadas de células ES c on expresión estable de
hSOOl. Tra nscurrid os c uatro días de cultivo en c ojas con gelatina. sin células a limentadoras y c on
medio suplementodo con UF. se observan d iferencias en la morfología de las colonias de células
que expresan SÜO1AAV c on respecto o las de células silvestres. Borra de escala 100 urn .

8.3. DIFERENCIACiÓN DE CÉLULAS ES ALFENOTIPO MOTONEURONAL

El tercer objeti vo de este trabajo fue llevar a cabo la diferenciación de células ES al

fenotipo motoneuronal. Para ello , se recurrió al protocolo establacido por Wichterle el al.

(2002), el cual involucra el cultivo de células ES en suspensión por 2 días para inducir la

formación de EBs, y posteriormente, el tratamiento de estos agregados con RA y Shh

durante 5 días (ver detalles en la sección de Métodos).

Concluido el protocolo de diferenciación, las células se cultivaron nuevamente en

condiciones de adhesión. Inicialmente, se emplearon dos paradigmas de cultivo: en uno, los

EBs se sembraron íntegros, y en el otro , se disoc iaron previamente. En ambos casos, se

observó que después de un día de cultivo, gran parte de las células tratadas habían

extendido neuritas largas y expresaban el marcador neuronal Tubjllll. Una subpoblación de

las células Tubpm+, expresaba también el marcador motoneuronal Islet 112 (Fig. 15).

Tomando en cuenta los objetivos de este trabajo, se encontró que la disociación de

los EBs previa al plateo, tenía algunas ventajas sobre la siembra de los EBs íntegros. Las

neuronas quedaban más extendidas y separadas entre sí, lo que facilitaba los conteos y

resultaba más adecuado para analizar deterioro y muerte neuronal, incluso a nivel de células

individuales. Dado lo anterior, se optó por incluir la disociación de EBs para los estudios

siguientes.
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figura 15. las células AB2.2 tratadas con RA y Hh-Ag1.3 expresan el marcador neuronal Tub . lII
(verde) y el marcador motoneuronol 1511 / 2 (rojo) . Después de 5 días de tratamiento. los cuerpos
embrionarios. íntegros (a) o disociados (b). se platearon sobre uno monocapo de células
alimentadoras. Transcurrido 1 día de cocutttvo se observo que las células tratadas han extendido
extensos neuritas. Borra de esca la 100IJm.

8.4. SUSCEPTIBILIDAD DE MOTONEURONAS DERIVADAS DE CÉLULAS ES A LA

TOXICIDAD INDUCIDA POR FALS-SODl

Para analizar el efecto de la expresión de la enzima sao1A4V en neuronas motoras. se

aplicó el protocolo de diferenciación de células ES al fenotipo motoneuronal en las lineas

WTFl, WTFlO, A4V2 y A4VF3, así como en células AB2.2 silvestres. Concluido el

tratamiento con RA y Hh-Ag1.3, se sembraron 1.5 x 105 células por pozo de 2 crrr' sobre

una monocapa de células alimentadoras (fibroblastos STO mitóticamente inactivados).

Posteriormente, se realizaron conteos del número total de células y del porcentaje de

motoneuronas. Esto último, mediante la identificación por inmunocitoquímica de células

positivas para el marcador Isl1/2.

Se encontró que a los 4 días post-inducción, sin haber diferencias en el número total

de células (P = 0.8) , el porcentaje de motoneuronas en los cultivos derivados de las líneas

de cé lulas ES que expresan sao 1A-lV era significativamente menor en relació n al de los

cultivos derivados de células silvestres y de aquellas que expresan saol WT (P = 0.02) (Fig.

16).
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Figura 16. Diferenciación de células ES
silvestres y con expresión estable de
hSOD1 01 fenotipo motoneuronol.
Concluido e l tratamiento con RA y Hh­
Ag 1.3. los EBs se disociaron y se
sembraron 1.5 x 1()5 células sobre uno
monocopo de células a limentadoras. A
los 2 dpl los cult1vosse trataron con Aro ­
C 10 IJM poro evitar d ivisiones celulares
futuras. se muestro (b) el número total
de células o los 4 dpi. Y (a . e) el
porcentaje de c élulas lsl-. Los datos
representan los medios ± D.E. de dos
experimentos independientes rea lizados
por duplicado. Barro de escalo 100 IJm.
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Adicionalmente, se evaluó la estabilidad general de los cultivos. Se observó que

bajo las condiciones empleadas, los cultivos de motoneuronas derivados de las células

AB2.2 yde las que expresan son1WT se mantienen en buenas condiciones hasta por tres

semanas, sin haber cambios significativos en el número total de células (p > 0.05) (Fig. 17).
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Figura 17. Número total de c élulas
por pozo de 2 cm? a los 20 dpi. Los
datos representan las medias ± D.E.
de dos expe rimentos independientes
realizados por duplicado .
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Al analizar en conjunto el número total de células a los 20 dpi en todas las líneas

empl ead as, se encontró que la población celular total es signi ficativamente menor en las

líneas A4V2 y A4V F3, en comparación con las líneas AB2.2 y WTFI (p = 0.0 148 )

(Fig.17).
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9. DISCUSiÓN

9.1. PROPIEDADES DE LA SOD1A4V

Diversos auto res han reportado que una caracteristica prom inente de varias líneas de

raton es transgénicos y líneas cel ulares que expresan fALS-SO D1 es que presentan

agregados citoplasmáticos (Bruijn el al., 1998; Tobisawa el al., 2003; Tumer el al., 2005).

Co nsistente con esos repo rtes, durante la verificación funcional de los vec tores de

expresión en células COS-7 nosotros observamos que, a diferencia de la SOD l silvestre

que se distribuye difusame nte en todo el citoplasma celular, la mutante A4V forma

agregados.

Se ha sugerido que la propiedad de la fALS -SOD 1 de precipitar fáci lmente y formar

agreg ados. está asoci ada con cambios confonnacionales que disminuyen su solubilidad. De

hecho, estudios in vitro realizado s con distintas mutantes de la SOO 1 asociadas a la fALS

(A4V, G93A, G93R YEl OOG) han demostrado que , en relación con la enz ima silves tre, las

form as mut an tes tienen menor estabilidad y mayor velocidad de desnaturali zación. Lo

anterior provoca que, del total de la pobla ción de enzima, la mayor parte se encuentre

desnaturalizada o sólo parcialmente plegad a, lo que increm enta su propensió n a agregarse

(S tathopulos el al., 2003 ).

Aparte de la solubilidad, otra de las propiedades de la SO O1 que se ve a fectada en

la fALS-SOO l es su actividad enzimática. Aunque ciertas formas mutantes son tot almente

inacti vas, la mayoría retienen entre el 30 y 60% de acti vidad en relación con la enzima

silves tre, y algunas inclu so el 100%. En el caso de la SOO 1A4V , se sabe que la enzima

mantiene actividad, pero los dato s reportado s son muy heterogéneos: 12%, 45% Y 75%

respecto a la enzima silvestre (Ratovitski el al, 1999; Borchelt el al., 1994; Ray el al.,

2004). La variabilidad tan alta de estos dato s y el hecho de que en el ensayo que nosot ros

realizamo s no detectáramos actividad algun a, podria ser resultado de difer encias en la

sens ibilidad de las técni cas empleadas y en las condiciones part iculares del ensayo, pues se

ha dem ostrado que la actividad especí fica de la mut ante A4V está en func ión de su

concentración, siendo menor a concentraciones más bajas (Ray el al., 2004) . Además, en

nuestro caso particular. podría deberse a qu e el método que emp leamos para prep arar los

ex tractos de proteína quizá no logre desh acer los agrega dos de la enzima mut an te, por lo

que estaríamos perdiendo una parte importante de la muestra.
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9.2. EXPRESiÓN CONSTITUTIVA DE SOD1 EN CÉLULAS ES

El principal atributo de las células troncales embrionarias es que, aún después de haber sido

expandidas y manipuladas in vitro, mantienen la capaci dad de diferenciar a todos los tipo s

celulares del embrión y del adulto . Dicho potencial ha llevado a que estas líneas celulares

constituyan una importante herramienta para introducir alteraciones genéticas específicas

en la línea germinal, permitiendo la generación de animales transgénicos, y para analizar in

vitro el pape l de distintos genes durante la dife renciación celu lar (Smith, 2001).

Dado que las aplicaciones anteriores dependen de que las células ES puedan

manipularse a nivel genético de manera eficiente, diversos grupos han evaluado la

eficiencia de varios promotores celu lares y virales en células ES en diferentes estad os de

diferenciación (Chung el al., 2002 ; Ward y Stern, 2002 ; Zeng el al., 2003). Se ha reportado

que el "e nhancer" del citomegaloviru s (CMV) fusionado al prom otor de p-actina de pollo

(CBA) es capaz de diri gir la expresión constitutiva de transgenes tanto en células ES

indiferenciadas (Chung el al., 2(02), como en los distintos tipos celul ares del embrión y del

adulto, incluyendo las células del sistema nervioso (Pratt el al., 2000 ).

Toman do como base esas observaciones, en este trabajo decid imos utiliza r el

promotor CMV/CBA para lograr la expresión constitut iva de sao I humana en la línea de

células ES AB2 .2. La fusión de la enzima a la proteína verde fluorescente nos permi tió

verifica r que la actividad del promotor se mantuvi era estab le en diferentes etapas del

proceso de diferenciación neuronal: células indi ferenciadas, cuerpos embrionarios y

neuronas maduras.

Comprobar continuidad y ubicuidad de la expresión de la s a o l era esencial para

que el modelo de estudio que se plantea en este proyecto reprodujera de la manera más fiel

posible el proceso degenerativo que ocurre in vil'O , dado que, a pesar de que la ALS es una

enfermedad que se man ifiesta hasta la etapa adulta y afecta únicamente a las neuronas

motoras, la fALS-SaO l se expresa en todos los tipos celulares y durante toda la vida del

individuo. Además. el hecho de que la evidencia actual apunta a que la degeneración

motoneuronal inducida por la fA LS-SaO 1 no es un proceso celular autónomo, sino que

requ ire que la enzima mutante se exprese tanto en las MNs, como en las células no

neuronales que las rodean, recalca la importancia de que la expresió n de la sao 1 sea

constitutiva. Pues de esta manera se garantiza que todos los tipos celul ares que se deri ven

de las células ES transfect adas y que podrían estar interaccionando con las MNs en el

cultivo, estarán expresando la enzima mutante.

Algo que llamó nuestra atención durante la expansi ón de las célula s ES

indiferenciad as, fue la morfología de las colonias de las células que expresan Sa O ] A4V . En
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contraste con la línea AB 2.2 si lvestre qu e forma col oni as redondas y con los lím ites bien

definidos, las célul as ES qu e expresan s a o l A4V generan co lonias más ex tendidas y con

forma irregular. Este cambio en la morfología no parece se r consecuencia simplemente del

evento de transfección o de la expresión de sao1, ya que las células ES que expresan

sao l WT no presentan dicho fenotipo. Hasta ahora, no existe ningún reporte en la literatura

que asocie la expresión de fALS-SaOI con un fenóm eno de es te tipo , por lo que podría ser

interesante analizarlo con detal1e. Una estrategia que nos ayuda ría a visualizar mejor lo que

está ocurriendo sería la realización de ensayos c1onales, pue s est os permiten monitorear

temporalmente el desarrol1o colonial a partir de una sola célula. Con el1o, se podría obtener

información detal1ada sobre diferencias en el patrón y la tasa de proliferación , factores que

qui zá pudieran estar contribuyendo a es te fenotipo .

9.3. GENERACiÓN Y MANTENIMIENTO DE MOTONEURONAS

En el 2002 Wichterle y co laboradores dem ostraron que es posible ge nerar ne uro nas

motoras in vitro a partir de células ES de ratón, en un proceso que recapitu la las di fercntes

etapas de la diferenciaci ón motoneuronal qu e ocurren in vivo. En dicho reporte se señala

que después de cinco días de tratamiento con ácido retin oico y So nic hedgehog, el 20-30%

de las cél ulas del EB adq uieren ide ntidad moton euron al. Bajo nuestras condiciones de

cultivo co n la línea cel ular AB2 .2 esta proporción se conserva, ya que aprox imadamente el

25% de las células trat adas so n posit ivas para el marcador motoneuronal IsII .

Dados los obj etivos de nue stro trabajo, nos inte resaba en contrar un sistema de

siembra q ue nos permitiera obtener cultivos motoneu ronales estab les, es decir, qu e

eliminara al máximo la muerte cel ular espontánea, y además, era de seable que las neu ronas

quedaran extendidas de modo que se pudi eran anali zar y contar fácilmente . En la ma yorí a

de los protocol os publicados para inducir la diferenciación neu ron al de células ES, las

cél ulas generadas se platean sobre cajas de cultivo cubiertas co n algún sustrato que permi ta

la adhesión y desarroll o neuronal, como po li-D-lisina/ laminina (Li et al., (998) o

po liornit ina/ larninina (Renoncourt el al., 1998; Lee el al., 2000). Sin embargo, la viab ilidad

de estos cu ltivos es limitada y las cé lulas tienden a crecer en agregado s débilmente

adheridos a la superficie, lo que diticulta su co nteo y las hace muy susceptibles a

desp renderse durante los cambios de medio y lavados (Q u el al., 2003 y nuestras prop ias

observaciones).

Se ha observado que al platear neuronas motoras reci én ais ladas de un animal sobre

una monocapa preexistente de astrocitos o fibrobl astos, la viabi lidad de los cultivos
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aumenta notablemente en comparación con la de un monocultivo (Bar, 2000). Aunque el

tipo celular es importante, pues las neuronas plateadas sobre astrocitos tienen una mayor

supervivencia que las plateadas sobre fibroblastos, el simple hecho de sembrar las células

sobre un sustrato celular mejora la calidad del cultivo. Tomando esto consideración,

decidimos evaluar la estabilidad de un sistema de co-cultivo de motoneuronas derivadas de

células ES y células alimentadoras (fibroblastos mitóticamente inactivado s). Encontramos

que en estas condiciones las neuronas generadas pueden mantenerse en cultivo hasta por

tres semanas. Adicionalmente, observamos que las neuronas extienden neuritas más largas

que las cultivadas directamente sobre la caja cubierta con poli-D-lisina y que su

distribución espacial mejora.

En un futuro, quizá seria conveniente evaluar la utilización de células gliales como

sustrato, pues como se mencionó anteriormente, se ha reportado que bajo estas condiciones

los cultivos se desarrollan mejor. Esto es de espera rse puesto que este tipo celular es el que

rodea a las células neuronales in \'ivo, y se sabe que no sólo funciona como una fuente

importante de factores de crecimiento, sino también que los contactos neurona-a strocito

promue ven la supervivencia neuronal a largo plazo. Cabe mencionar que, aunque los

cultivos de astrocitos normalmente se derivan de ratones post-natales (Qu el al ., 2003) ,

también se pueden obtener a partir de células ES. con lo que tendríamo s la posibilidad de

(a) reducir la variabilidad experimental que pueda surgir al derivar células de distintos

animales, y de (b) implementar condiciones de cocultivo combinando astrocitos silvestres

con MNs que expresen fALS-SaO 1, o viceversa, y evaluar el efecto que tíenen las células

gliales sobre la supervivencia de la población motoneuronal en la ALS.

9.4. SUSCEPTIBILIDAD DE MOTONEURONAS DERIVADAS DE CÉLULAS ES A LA
TOXICIDAD INDUCIDA POR FALS-SODl

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar si las motoneuronas derivada s de

células ES son susceptibles a la toxicidad inducida por una de las form as mutantes de la

sao I asociada a la ALS. Dado que la ALS es una enfermedad que provoc a la

degeneración específica de neuronas motoras en personas adultas (revisado en Clevcla nd y

Rothstein , 200 1). el que las motoneuneuronas derivadas de células ES sean sensibles al

efecto tóxico de la sao 1, depende de que posean propiedades funcionales y/o moleculares

características de una motoneurona madura que se ha desarrollado in vivo .

En estudios previos se había demostrado que las motoneuronas derivadas de célu las

ES expresan distintos marcadores moleculares característicos de las poblaciones
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desarrolladas in vivo, como HB9, Isll /2, Lhx3 y Lim l (Wichterle el al., 2002), y que

poseen las mismas propiedades electro fisiológicas que las neuronas deriv adas de embrión

(Miles el al., 2004) . Adem ás se había visto que si estas células se implantan en la médula

espinal de embriones de pollo , logran sobrevivir y proyectar axones a las fibras musculares

(Wichterle el al., 2002).

En este trabajo , nosotro s observamos que después de 4 días de concluido el

protocolo de diferenciación de célul as ES al fenotipo motoneuronal, la proporción de

motoneuronas presentes en los cult ivos derivados de células que expresan saol A4V era

menor con respecto a la de los cultivos derivados de células silvestres o que expresan la

sao l WT. Lo que sugiere que las motoneuron as deri vadas de células ES son vulnerables al

efecto tóxico de la fALS-Sa O l. Esto, aunado a los reportes mencionados anteriorm ente,

confirma que las neuronas derivad as de célul as ES pueden ser motoneuron as maduras.

Cabe recalcar que, aunque se detectan diferencias en cl número de motoneuronas,

para asegurarse de que se trata de un efecto específico de la sao l sobre este tipo neuronal

- como sucede en la enfermedad-, será necesario verificar que la producci ón general de

neuronas no se vea afectada, evaluando por ejem plo el número de células NeuN ' o

Tub~ I II ', y examinar si cualquier otro tipo neuron al presente en el cultiv o presenta algún

cambio.

Por otra parte, también será import ante investigar si el menor número de

motoneuronas en los cultivos que expresan fALS-SaD I es resultado de que hay una menor

prod ucción de ellas, o de que las células generada s tienen una menor supervivencia. Para

ello, habrá que realizar un análisis temporal del número de motoneuronas, empezando quizá

desde un punto más tempran o a los 4 dpi Y tomando en cuenta tiempos más tardíos. Dado

que a los 20 dpi se observa un decre mento en la población total de células en los cultivos

que expresan SaD1A~V con respecto a los silvestres, esperamos que conforme transcurra el

tiempo de culti vo la población motoneuronal siga disminu yendo, y que esta diferencia que

logramos detectar en la población total sea un reflejo de ello.

9,5, LAS CÉLULAS ES COMO MODELO DE ESTUDIO DE ENFERMEDADES

NEURODEGENERATIVAS

En este trabajo se ha implementado un sistema de estudio in vitro para una

enfermedad neurodegenerativa a partir de célula s tronca les embri onaria s. Este sistema tiene

varias ventajas sobre los modelos que existen actualmente, principalmente el factor

temporal y la facil idad de manejo .
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En muchos de los estudios que se han realizado para analizar el proceso de muerte

que ocurre en diversos desórdenes neurodegerativos se recurre al uso de animales

transg énicos . Sin embargo, la dilucidación molecular de los mecanismos que originan una

enfermedad puede resultar mucho más sencilla utilizando modelos celulares, en vez de

animales completos.

Habitualmente, los estudios de degeneración motoneuron al que emplean modelos

celulares utilizan cultivos primarios , los cuales son dificiles de obtener, presentan mucha

muerte celular espontánea e implican aislar continuamente las células de un animal. En

otros casos, se emplean líneas de neuroblastoma, las cuales tienen la limitante de que no

presentan todas las características de una neurona madura. En contraste, las células ES

indiferenciadas, son células que se dividen rápidamente, lo que facilita su modificación

genética y la generación de cultivos, y dado que los protocolos de diferenciación neuronal

son relativamente cortos. permiten la obtención de neuronas totalmente funcionales en poco

tiempo.

Tomando en cuenta estas propiedades de las células ES y la disponiblid ad de

diversos protocolos de diferenciación neuronal. la estrategia que aquí se empleó para

generar un modelo de estudio de la ALS podría extenderse al estudio de otras enfermedades

neurodegcncrativas.
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10. CONCLUSIONES

• El promotor CMV/CBA es capaz de dirigir la expresión de saol en la línea de

células ES AB2.2 en diferentes estados de diferenciació n.

• En cocultivo con fibroblastos inactivados mitóticamente , las motoneuronas derivadas

de células ES silvestres se mantienen viables hasta por 3 semanas.

• La sao l A4V tiene un efecto negativo sobre el número de motoneuronas derivadas de

células ES.
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12. ANEXO: MEDIOS Y SOLUCIONES

l. CULTIVO DE CÉLULAS

D- M E M ("!!ubelco's modified ~agle Medium") (OIBCO # 12 100-046)
Para I litro: I sobre de medio en polvo

3.7 g de NaHC03

H20 grado cu ltivo
• Disolver el medio en polvo en 800 mI de H20 grado cultivo med iante agitación

suave.
• Añadir 3.7 g de NaHC03 y agitar has ta disolver.
• Ajustar el pH a 6.9 con HCl IN. Este pH está 0.2-0 .3 unidades por debajo de lo

requerido durante las condiciones de trabajo, ya que suele incrementar 0.1-0.3
con la filtración.

• En campana, aforar a I litro y esteri lizar por filtración a través de membrana de
0.22 11m.
A lmacena r a 4°C y utilizar en un period o máximo de 2 meses.

D-MEM/FI2 sin HEPES (O IBCO # 12500-039).
Para 1 lit ro : I sobre de medi o en polv o

2.438 g de NaHCOJ

11 20
A excepció n de la cantidad de Na IlCOJ, se prepa ra igual que el D-MEM.

Suero bovino fetal (FBS, "fet al !2ovinq .crum" ) (OlBe O # 16000-044)
• Inactivar las proteínas del complemento, ca lentado el suero a 56"e por 30

minutos.
Alicuotar y almacenar a - 20"C.

• Para utilizar , descon gelar una alí cuot a y manten er a 4"C hasta por l mes.

GPS 11111X. Glutamina -+- Penicilina -t- Estreptom icina
Para 100 mi : 100 rnl de Gluta-Max 200m M (O IBe O #35050-06 1)

300 mg dc penicil ina
500 mg de estreptomicina

• Transfe rir 10 m i de Gl uta-Max a un tub o dc 15 m l.
• Ag regar la penicilina y la estrepto micina. Disolve r.

Esterilizar por filt ración a través de mem brana de 0.22 um y agregar la so lució n
al res tante de G luta- Max . Mezclar hom ogéneam ent e.
Alicuotar y almacena r a - 20"C.
Para utilili zar, desconge lar y mant ener a 4"e hasta por 1 mes .

~-mercaptoetanol (BME) lOOX
Para 25 mI: 4.5 mI de BM E 55mM (O IBeO #2 1985-023 )

20.5 mi de PBS 1X
Almacenar a 4"C hasta por 2 meses.
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PBS IX (Buffer salino de fosfatos)
Para 1 litro: 8 g de NaCl

0.2 gde KCI
1.44 g de Na2HP04
0.24 g de KH2P04
H20

• Disolver y esterilizar por filtración a través de membrana de 0.22 um .

Tripsina 0.25% (GIBCO #15090-046)
Para 20 mi : 2 mi de tripsina 2.5% en H20 grado cultivo (se almacena a - 20°C)

18 mi de Verseno (GIBCO # 15040-066)
• Almacenar a 4°C hasta por I mes.

Medio COS-7
Para 250 mi :

Mcdio ST O
Para 250 mI:

McdioM1S
Para 250 mi:

222.5 mi de D-MEM
25 mi de FBS (final 10%)
2.5 mi de GPS 100X (fi nal IX)

230 mI de D-MEM
17.5 mI de FBS (fi nal 7%)
2.5 mi de GPS 100X (tin al 1X)

204.75 mi de D-M EM
37.5 mi de FBS (final 15%)
2.5 mi de piru vato de sodio IOOX (tinal IX ) (G IBCO 11 11360-070)
2.5 mi de am inoáci dos no esenc iales 100X (final IX) (G IBCO
11 11140-( 50)
250 ¡tI de BME (tina) IX)
2.5 mldeGPS 100X (tin aI IX)

Medio de congelación 2X
Para 10 mI: 6 mI de D-M EM

2 mI de FBS (final 20%)
2 mI de DMSO (final 20%) (Sigma #D2( 50)

Mcdio DF
Para 50 mi: 48 .4 mi de D-M EM/F 12 sin HEPES

500 ~t1 de glucosa 450 mg/m l (final 4500 rng/l)
125 ~t1 de insulina 4 mg/rnl (fin al 10 mg/l) (GIBCO 11 13007-0 18)
69 1-11de transferrina 4 mg/rnl (tinal 5.5 mg/l ) (G IBCO # 13008-0 16)
187.5 ~t1 de sele nita de sodio 1OIlM (fina l 37.5n M)
IO ~t1 de progesterona IOOIlM (tinal 20nM) (Sigma 118783)
30 1-11de putreseina 0.1M (final 60IlM)
911ll de BM E 55mM (ti nal O.lmM)
500 ~d de GPS 100X (tinal 1X)
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Medio ESKIO
Para SO mI: 43.9 mI de D-M EM

S mI de reemplazo de suero knockout (final 10%) (GIBCO # 10828)
SOO /ll de aminoácidos no esenciales 100X (fin al IX)
91 /ll de BME SSmM (fin al O.lmM)
SOO /ll de GPS 100X (final IX)

Medio DFKS. Medio DF + Medio ESK IO(1 :1)

Lipofectamina 2000 (lnvitrogen #11668-027)

Gelatina 1%
Para 300 mI:

•
•
•
•

3 g de gelatina
300 mi de HzO grado cultivo

Calentar en horno de microondas hasta disolver.
Esterilizar en autoclave.
Almacenar a tem peratu ra ambiente hasta 2 meses.
An tes de usar llevar la so luc ión al 0.1% en H20 grado cultiv o.

Mitomicina C SOX (Roc he # 107409)
Para 4 mI: 2 mg de mitomicina C

4 mi de PBS IX
Utilizar gua ntes y cubrebocas.

• Co n una jeringa de I mi tom ar I 011 de PBS, clavar la jeringa en la tapa del
Irasco de mitom icina para despresurizar e inyectar cI PBS.
Una vez disuelto, destapar el Irasco, tomar el contenido con la jeringa y
adicionarlo a 3 mi de PBS cn un tubo de IS rnl, La soluci ón debe verse azu l­
violeta.
Almacenar a 4"C en la obsc uridad, hasta por I me s.

Ara-C (Ci tosi na- l -jl-a rabinofuran ósido) (Sigma #C I7( 8)
Stoc k: 1 mM en PBS

Almacenar a 4"C en la obscuridad.

LI F (Factor inhibidor de leucemia) (Chemicon #LIF20 1O)
Stock: 1 x 105 U/mi en PBS + BSA 10% (Sigma #AJ OS9)
• Almacenar a 4"C.

Ácid o Retinóico (AR) (Sigma #R262S)
Stoc k: I mM en DMSO
• Almacenar a - 20°C en la obscuridad .

Agon ista d e Sonic Hedgehog (Hh-AgI.3) (Curi s Inc.)
Stock : 1mM en DMSO
• Almacenar a - 2Ü"C.
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2. WESTERN BLOTS y GELES DEACTIVIDAD

2.1. Extractos de proteína

200 /11 de HEPES 1M
100 /11de DTT 100mM
10 /11 de desferal 100mM
9.59 mi de H20

Antes de usar adicionar 100 /11 de PMSF 100mM.•

Bu ffer de lisis. HEPES 20mM + DTT ImM + Mes ilato de deferoxamina O.lmM + PMSF
I mM

Para 10 mI:

HEPES 1M (4-(2-hidroxietil)-I-ácido piperazinetansulfónico) (S igma #H-6 147)
Para 10 mi : 2.383 g de HEPES

10 mi de H20
• Esterilizar por filtración y almacenar a - 20°C.

1,4-Ditiotrcitol (D1'T) IOOmM (Merck # 120 13)
Para 10 mi: 154.5 mg de DTT

10 mi de ace tato de sodio 0.0 1M pH 5.2
• Esterilizar por fi ltraci ón, y almacenar en alícuotas de I mi a - 20°C.

Mesilato de defcroxamina IOOmM (Sigma #D-9533)
Para 10 mi: 956 .8 mg de mesi lato de deferox arnina

10 mi de H20

Almacen ar en alíc uotas de 500 ~tl a - 20°C.

PMSF 100ml\1
Para 10 mi : 174 mg de PMSF

10 mI de isoprop anol
Almacenar en alícuotas de I mi a - 20°C.

2.2. SDS-PAGE (electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes)

Acr ila mida/ Bis (30 % T , 2.67% C)
Para 100 mi: 29 .2 g de acri lamida

0.8 g de N'N' -bis-meti lcno-acti lnmida
H20 desionizada

• Utilizar guantes y cubrebocas,
Disolver. filtrar y almacenar a 4"C en la obscuridad .

Tris-HCI I.5M, pII 8.8
Para 150 mi : 27 .23 g de Tris base

SOmI de H20
Ajustar pH 8.8 con HC\ 6N.
Aforar con H20 y almacenar a 4°C.
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Tris-HCI 0.5M, pH 6.8
Para 100 mI: 6 g de Tris base

60 mI de H20
• Ajustar pH 6.8 con HCI 6N.
• Aforar con H20 y almacenar a 4°C.

TEMED (Bio-Rad #161-0801)

Persulfato de amonio (APS) 10% (Bio-Rad #161-0700)
Para I mI: 100 mg de APS

1 mlH20

HCI6N
Para 100 mI: 81.6 mI H20

18.4 mI de HCI

Buffer de corrida. Tris 25mM, pH 8.3 + glicina 192mM + SOS 0. 1%
Para l litro:3.03 g de Tris base

14.4 g de glicina
1 g de SOS
1120

Buffer de carga 5X
Para 9.5 mi:

•

3.55 mi de 1120 dc sionizada
1.25 mi de Tris-HC I 0.5M, pll 6.8
2.5 mI de glicerol
2 mI de SOS 10%
200 ~¡( de azul de bromofenol 0.5%

Almacenar a temperatura ambie nte.
Antes de usar, añadir 50 111 de p-mercaptoetanol (Bio-Rad # 161-071O) a cada
950111de buffer. En estas condiciones, almacenar a - 20nC.

2.3. Western blot

3.03 g de Tris base
14.4 g de glicina
1 g de SOS

Disolver en H20 , aforando a 800 mI
Añadi r 200 mi de metanol

•
•

Buffer de tran sferenci a . Tris 25mM, pH 8.3 + glicina 192mM + metanol 20% + SOS
0.1%

Para 1 litro:

T BST. Tris-HCl lOOmM, pH 7.5 + NaCI 0.9% + Tween 20 0. 1%
Para I litro: 100 mI de Tris-HC I 1M, pH 7.5

9 gde NaCl
1 mI de Tween 20
H20
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DIG3 . Tris -HCI 100mM, pH 9.5 + NaCI IOOmM + MgCh s OmM
Para 10 mI: I mI de Tris-HCI 1M, pH 9.5

0.2 mi de NaCI sM
0.5 mI de MgCh 1M
8.3 mI de H20

NBT (Cloruro 4-nit ro azul tetrazolio) (Roche #1383213)

BCIP (s -bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) (Roche # I383221)

2.4. Geles de actividad de superóxido dismutasa

Acrilamida/Bis (30% T, 2.67% C)

Tris-HCl2M, pH 8.9
Para 100 mI:

•
•

24 g de Tris base
60 mI de H20

Ajustar pH 8.9 con HCI 6N.
Aforar con H20 y almacenar a 4°C.

TEMED

Persulfato de amonio (APS) 10%

Buffer de corrida. Tris 25mM, pH 8.3 + glicina 192mM
Para I Iitro:3.03 g de Tris base

14.4 g dc glicina
H20

Buffer de ca rga
Para 1.5 mI: I mi de glicerol

500 ul de Tris-Hel 2M, pH 8.9
3 mg dc azul de bromofenal

So lución l
Para 7.5 mI:

•

7.455 mi dc H20
7.5 f.!l de ribot1avina 10% en H20
37.5 ul de NBT

Preparar en la obscuridad.
Disolver y filtrar a través de membrana de 0.22 urn.

Solución 2
Para 7.5 mI: 7.S mI de H20

45 ul de TEMED
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3. INMUNOCITOQuíMICA

Parafor malde hí do (PF A) 4%. Preparar fresco
Para 10 mI: 004 g de paraformaldehído

H20 bidestilada
• Utilizar guantes y cubrebocas y trabajar en campana.
• Calentar 8 mI de H20 10-15 segundos en horno de microondas, cuidando de

que no hierva.
• Adicionar 004 g de PFA.
• Añadir 2 111 de NaOH 2.5 M. Agitar hasta que la solución se vea clara,
• Añadir I mI de PBS 10X.
• Aforar con H20 y dejar enfriar 10 minutos en hielo.
• Filtrar a través de membrana de 0.22 11m.

PBS l OX
Para 50 mI:

•
•

4 gde NaCI
0.1 g de KCI
0.72 g de Na2HP0 4
0. 12 g de KH2P0 4
f-1 20

Disolver y ajustar pf-l a 704 con HC\.
Esterilizar por filtraci ón a través de membrana de 0.22 urn.

PBSIX

Tritón X-lOO (Bio-Rad 161-0407)

Suero de oveja (SS. "~hccp ~erum" )

DAPI (Molecular Probes #0 - 1306)

Solución de montaje
Para 10ml : 5 mi de glicero l

5 mi de Naf-lCO.1 0.1M. pl-l 9.0
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