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1. ABREVIATURAS

AMPA a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato

ALS Esclerosis amiotrofica lateral

ATP Adenosin trifosfato

BMMA  B-metilamino-L-alanina

BMP Proteina morfogénica de hueso
BOAA B-oxilamino-L-alanina

CNS Sistema nervioso central

ChAT Acetilcolina transferasa

D.E. Desviacion Estandar

DNA Acido acido

dpc Dias post coitum

dpi Dias post-induccion

EB Cuerpo embrionario

EC Carcinoma embrionario

ER Reticulo endoplasmico

ES Troncal embrionario

tALS Esclerosis amiotrofica lateral tamiliar
FGF Factor de crecimiento de tibroblasto
GFAP Proteina acidica fibrilar glial

GDNF Factor neurotrofico derivado de glia

HCSMA  Atrofia muscular espinal canina hereditaria
HD Homeodominio

HSP Proteina de choque térmico
ICM Masa celular interna

IFs Filamentos intermedios

[sl [slet

kDa Kilodaltones

LIF Factor inhibidor de leucemia
MN Motoneurona

MND Enfermedad motoneuronal
N-CAM  Molécula de adhesion celular neural
NF Neurofilamento

NGF Factor de crecimiento de nervio
NMDA  N-metil-D-aspartato

pMN Progenitor motoneuronal

PNS Sistema nervioso periférico

RA Acido retindico

RNA Acido ribonucléico

Shh Sonic hedgehog

SODI Superdxido dismutasa |

SOX SRY-box

YP Yoduro de propidio



2. INTRODUCCION

2.1. FORMACION DE LOS LINAJES NEURALES IN VIVO

La embriogénesis de los mamiferos placentados (Fig. 1) ocurre en tres fases:
preimplantacién, implantacién y postimplantacién. La fase de preimplantacion tiene lugar
en el oviducto y el lumen uterino, es independiente de la madre, y culmina con la formacién
del blastocisto. La implantacion es el resultado de interacciones adhesivas entre el
blastocisto y el utero, y marca el inicio de un periodo de dependencia materna. El desarrollo
postimplantacion incluye la gastrulacion, elaboracion de la placenta, organogénesis y
crecimiento (revisado en Downs, 2001).

La formacidn del blastocisto representa el primer evento de diferenciacion 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, “inner cell mass”), un conjunto de células no polarizadas; y (3) la cavidad del
blastocele adyacente a la ICM. Estos tipos celulares no soélo difieren en su localizacién y
morfologia, también en su patrén de expresion proteica, su funcion y destino: el
trofectodermo dara lugar a las estructuras extraembrionarias, mientras que la ICM originara
los linajes embrionarios (revisado en Wild y Fleming, 2001).
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Figura 1. Embriogénesis temprana en mamiferos (Modificado de Beddington, 2001).

Alrededor del tiempo de implantacion al utero, 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 poblacion pluripotente surgira el linaje neural (revisado en Wild y
Fleming, 2001).



Durante la transicion entre la ICM y el ectodermo primitivo se delinean
temporalmente distintas poblaciones de células pluripotentes, todas ellas caracterizadas por
la expresion de Oct4. En el raton, entre los 3.5 y 4.5 dias post coitum (dpc) las células
pluripotentes del blastocisto expresan Oct4, CRTR-1, Rex] y Pscl. Una disminucién en la
expresion de CRTR-1 y Rexl y el inicio de la expresion de PRCE a los ~4.75 dpc indican
una transicion de la poblacion pluripotente. Entre los 4.75 dpc y el inicio de la cavitacion
proamniotica, se identifica otra poblacion celular caracterizada por la expresion de Psc/ en
ausencia de CRTR-1 y RexI. Entre los 5.0 y 5.25 dpc cesa la expresion de Pscl y comienza
a expresarse Fgf5, lo que resulta en una poblacion de células que expresan Oct4, PRCE y
Fgf5. Entre los 525 y 5.5 dpc ocurre un decremento en la expresion de PRCE,
manteniéndose la expresion de Oct4 y Fgf5. Este patron de expresion se mantiene hasta la
gastrulacion (Pelton et al., 2002).

Durante la gastrulacion el ectodermo primitivo da lugar al surco primitivo justo en
la linea que separa las regiones embrionaria y extraembrionaria. Conforme el surco
primitivo se expande distalmente, las células del epiblasto se internan en €l y emergen
como mesodermo. Al alcanzar el extremo distal del embrion el surco primitivo se condensa
en una estructura especializada, el nodo, desde donde emana el mesodermo axial. Entonces,
el mesodermo axial se mueve hacia la region anterior del embrion y origina el
neuroectodermo (revisado en Downs, 2001).

El proceso de formacion del neuroectodermo como una region distinta del resto de
las células ectodermales, se conoce como induccion neural, y ocurre como resultado de la
inhibicion de la sedalizacion por la proteina morfogénica de hueso (BMP, “bone
morphogenic protein™) en el ectodermo embrionario (revisado en Mufioz-Sanjuan y
Brivanlou, 2002).

Inicialmente, el neuroectodermo consiste en una lamina de células a lo largo de la
linea media anterior del embrion (placa neural), la cual se pliega para formar el tubo neural
(Fig. 2). La formacion de la placa neural a partir de ectodermo coincide con un aumento en
la expresion Sox/ (“SRY-box containing gene 17) y con la expresion del factor
transcripcional Gbx2 (“Gastrulation brain homeobox 27). Con el cierre del tubo neural la
expresion de Gbx2 se regula negativamente en el interior del epitelio neural (revisado en
Lang et al., 2004).
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Figura 2. Desarrollo del sistema nervioso en mamiferos. (a) En la etapa de placa neural, las células
neurales recién formadas estdn flanqueadas lateralmente por el ectodermo epidérmico ECT). Las
células de la notocorda (N) descansan por debajo de la linea media de la placa neural, y el
mesodermo segmental (S) estd debajo de la regién lateral de la placa neural. (b) En la etapa de
pliegue neural, las células de la placa del piso (F) se hacen evidentes en la linea media ventral y el
mesodermo somitico comienza a desarroliarse. (¢) En la etapa de tubo neural, en la linea media
dorsal comienzan a diferenciar las células de la placa del techo (R), y las células de la cresta neural
(NC) comienzan a delaminar desde la regién dorsal del tubo neural. Se indican las regiones ventral
(V) y dorsal (D) (Jessell, 2000).

Las células multipotentes de la placa/tubo neural, también denominadas precursores
neurales, se caracterizan por la expresién de varios marcadores, incluyendo los factores
transcripcionales Sox/y Sox2, nestina (un tipo de filamento intermedio), musashil (proteina
de union a RNA que funciona como regulador traduccional) y N-CAM (molécula de
adhesion celular neural), y diferencian a los principales tipos celulares del sistema nervioso
central (CNS, “central nervous system’) —neuronas y glia— y sistema nervioso periférico
(PNS, “peripheral nervous system”) (Lang et al., 2004).

A la par de la induccidn, el neuroectodermo se subdivide respecto a los ejes dorso-
ventral y antero-posterior, en respuesta a sefiales provenientes de tejidos vecinos. Esto
resulta en un patrén de expresion génica restringido regionalmente y en la alteracion del
potencial de desarrollo (revisado en Lang e al., 2004).

2.1.1. Desarrollo de la médula espinal y surgimiento 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 adquisicién del
caracter caudal de la médula ocurre justo después de la induccién neural, a través de la
reprogramacion del destino de un grupo de células neurales por una serie de sefiales
extrinsecas: factores de crecimiento de fibroblasto (FGFs, “fibroblast growth factors™),



retinoides, BMPs y una actividad caudalizante del mesodoremo paraxial. Estas sefiales
derivan del surco primitivo en la etapa de gastrula o del mesodermo paraxial del embrion
(revisado en Jessell, 2000).

Los principales tipos celulares de la médula espinal —las células de la placa del
piso (una clase especializada de células gliales), las motoneuronas (MNs) y las
interneuronas— se generan durante las primeras etapas del desarrollo de la region ventral
del tubo neural. Las células de la placa del piso diferencian en la linea media ventral justo
después de la formacion de la placa neural (Figs. 2a, b), mientras que las MNs e
interneuronas se generan en posiciones mas dorsales. La diferenciacion de estos tres tipos
celulares depende de sefiales provenientes de un grupo celular del mesodermo axial, la
notocorda, y posteriormente, de las propias células de la placa del piso (revisado en Jessell,
2000).

Las principales actividades sefializadoras de la notocorda y la placa del piso estin
mediadas por el gradiente de concentracion de una proteina secretada, Sonic hedgehog
(Shh). Un grupo de proteinas de homeodominio (HD) expresadas por las células
progenitoras ventrales actian como factores intermediarios en la interpretacion de la senal
de Shh (revisado en Jessell, 2000). Shh promueve la expresion de algunas de estas proteinas
(Clase II) y reprime la expresion de otras (Clase [). La represion mutua entre las proteinas
de la Clase I y Clase II establece cinco dominios discretos de células progenitoras en la
region ventral de la médula espinal, los cuales generan posteriormente tipos especificos de
neuronas (revisado en Appel y Eisen, 2003).

Las neuronas motoras derivan de células progenitoras que expresan la proteina HD
Pax6 (“Paired box gene 6”) (Fig. 3). Dentro de esta poblacion las acciones combinadas de
las proteinas HD Clase II Nkx6.1, Nkx2.2 e Irx3 restringen la generacion de MNs a un solo
dominio progenitor (pMN). Dentro de este dominio la actividad de Nkx6.1 dirige la
expresion dominio-restringida de otros factores, como la proteina de homeodominio
MNR2. La expresion de MNR2 se inicia durante el ciclo de division final de los
progenitores motoneuronales y coincide con el momento en que estas células se vuelven
independientes de la sefial de Shh (revisado en Jessell, 2000).

MNR?2 induce la expresion de las proteinas HD Lim3 y Isll. La induccion de Isll
podria ser un paso clave en el proceso de diferenciacion de MNs somaticas, ya que la
aparicion de [s12 y HB9 —factores transcripcionales especificos de las MNs somaticas—
parece requerir de la expresion de Isll. HB9 posee una actividad similar a la de MNR2,
pero aparece sélo en neuronas postmitdticas, por lo que su funcion podria ser la de
mantener las propiedades de las MNs somaticas después de que la expresion de MNR2 se
ha extinguido (Tanabe et al., 1998).



Figura 3. Via molecular para la generacion
de motoneuronas (MNs). El gradiente de
Shh establece un dominio progenitor inicial
en el que la expresion de Nkx6.1, en
ausencia de Nkx2.2 e Ix3, delinea el
dominio a partir del cual se generan las
MNs. La actividad de Nkx6.1 es suficiente
para inducir la expresién de la proteina
homeodominio MNR2. MNR2 induce la

expresion de ofros factores de
EY franscripcién, incluyendo Lim3, Isl1, Isi2 y
L expresion, consolidando el destino de las
[Shh)
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HB9. MNR2 también autoactiva su propia

células progenitoras hacia una identidad
motoneuronal (Jessell, 2000).

2.2. ESTABLECIMIENTO DE LINAJES NEURALES /N VITRO A PARTIR DE CELULAS
TRONCALES EMBRIONARIAS

Las células troncales embrionarias (ES, “embryonic stem”) son lineas celulares derivadas
de la ICM de blastocistos en etapa de preimplantacién. Cuando se cultivan in vitro, las
células ES mantienen un cariotipo diploide estable y retienen la capacidad de desarrollar
todos los tipos celulares, incluyendo las células germinales. Aparentemente, estas lineas
celulares exhiben un potencial replicativo ilimitado, lo cual podria estar relacionado al nivel
de metilacion extremadamente bajo del DNA genémico en el blastocisto. En términos de su
patrén de expresion génica, las células ES se asemejan a la ICM tardia (revisado en
O’Shea, 1999).

El mantenimiento del fenotipo indiferenciado de las células ES de ratén no es un
proceso auténomo. Originalmente, se consideré que el co-cultivo con una capa de células
alimentadoras era esencial para suprimir la diferenciacion; sin embargo, posteriormente se
descubrié que las células alimentadoras podian sustituirse por una citocina, el factor
inhibidor de leucemia (LIF, “leukaemia inhibitory factor”). El LIF es producido por las
células alimentadoras y su expresion se estimula por la presencia de células ES. Si se retira
el LIF (o las células alimentadoras), la proliferacion continia, pero al mismo tiempo se
induce la diferenciacion celular, de modo que las células troncales no persisten mas alla de
unos dias. Este efecto sobre la auto-renovacion de las células ES se observa en cultivos
suplementados con suero y es exclusivo del LIF y de un pequefio grupo de citocinas
relacionadas que actiian via el receptor gp130, activando el factor transcripcional STAT3
(revisado en Smith, 2001).



En condiciones de cultivo sin suero, el LIF no es suficiente para mantener la auto-
renovacion 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 afiade LIF y
BMP se preservan las propiedades de auto-renovacion y diferenciacion multilinaje de las
células troncales. De hecho, las células ES se pueden derivar de novo y propagar sin suero y
sin células alimentadoras usando LIF y BPM. La principal contribucion de las BMPs es
inducir la expresion de los genes Id (“Inhibitor of differentation”) mediante la ruta de
Smad. La expresion forzada de los genes Id en células ES las libera de su dependencia de
BMP o suero y permite su auto-renovacion adicionando unicamente LIF. Si se retira el LIF
del medio, las células ES con expresion 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 transcripcion
linaje-especificos por las proteinas Id permite la auto-renovaciéon en respuesta a
LIF/STAT3 (Ying et al., 2003).

2.2.1. Diferenciacion de células ES

Las células ES diferencian facilmente en cultivo en monocapa cuando se les priva de LIF o
células alimentadoras. Bajo estas condiciones, emergen varias morfologias diferenciadas y
se expresan marcadores de mesodermo y endodermo. No obstante, la identidad de la
mayoria de los tipos celulares producidos no se ha definido detalladamente. Es posible que
muchas de estas células no representen fenotipos embrionarios o fetales, sino productos
aberrantes resultado de un programa de diferenciacion confuso y mal regulado (revisado en
Smith, 2001).

Habitualmente, los métodos empleados para diferenciar células ES a tipos celulares
definidos (Fig. 4) consisten en remover el LIF del medio e inducir la formacion de
agregados celulares. Para ello, existen varios protocolos: (i) sobrecrecer el cultivo,
provocando la formacion de agregados que se desprenden del sustrato y contintan
desarrollandose en suspension; (ii) desprender las células, disociarlas y platearlas sobre
sustratos no adherentes (por ejemplo, platos de cultivo de grado bacteriologico); (iii)
realizar cultivos en gota colgante, para controlar el nimero celular y forzar el contacto
célula-célula; o (iv) platear las células sobre un sustrato de baja adhesion, como

metilcelulosa.
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Figura 4. Derivacion y diferenciacion de células ES. (a) Las células ES pueden derivarse de ratones
silvestres, con algun marcador genético, con alguna mutacién espontdnea o transgénicos. Para
ello, los blastocistos se cultivan in vitro en presencia de LIF y los grupos de células de proliferacion
rdpida (de la ICM) se remueven, disocian y re-siembran. (b) Durante la expansion de las células ES se
pueden llevar a cabo experimentos genéticos de pérdida o ganancia de funcién. (c) La
diferenciacién de células ES requiere la remocién de LIF del medio y el cultivo de las células en
agregado por 2-4 dias para dar lugar a la formaciéon de cuerpos embrionarios (EBs). Durante el
tiempo de cultivo, los EBs se exponen a algun agente quimico inductor. (d) Después de algunos dias
de cultivo los EBs se siembran en condiciones de adhesion, o bien, se disocian y las células se
platean y cultivan con un medio definido o se implantan en un animal (Modificado de 0'Shea.
1999).

Después de 4-8 dias in vitro las células se agregan en grupos irregulares, los cuales,
debido a que asemejan burdamente embriones tempranos —endodermo exterior,
mesodermo y ectodermo interior rodeando una gran cavidad similar al saco vitelino-— se
han denominado cuerpos embrionarios (EBs, “embryoid bodies™). Posteriormente, para
promover la diferenciacion terminal, los EBs resultantes frecuentemente: (a) se platean
directamente bajo condiciones de adhesion, o se disgregan y después se siembran; (b) se
transplantan subcutaneamente, a la capsula del rinon o al corioalantoides de pollo (revisado
en O’Shea, 1999).

2.2.2. Formacion espontdnea de linajes celulares neurales

A pesar de que en los EBs ocurre la diferenciacion de poblaciones que representan las tres
capas germinales embrionarias, los EBs carecen de la organizacion antero-posterior y
dorso-ventral inherentes del embrion en desarrollo. Debido a esto, del total de células de un
EB en diferenciacion las neuronas comprenden solo una pequena fraccion, observandose
que la diferenciacion de tipos celulares neurales no es temporalmente sincronica ni esta
organizada espacialmente. La presencia de tejidos senalizadores enddgenos, como el
endodermo visceral y otras poblaciones no-neurales, genera algunas complicaciones
adicionales, pues se cree que las células en diferenciacion estan expuestas a senales de

diferenciacion apropiadas e inapropiadas (revisado en Lang et al., 2004).



2.2.3. Induccion de linajes neurales por acido retindico

Diversos experimentos han demostrado que el 4cido retindico (RA, “retinoic acid™) juega
un papel importante durante el desarrollo embrionario, particularmente en el proceso de
diferenciacién neuronal, pues este factor es capaz de establecer o cambiar el patron de
actividad génica en las células, induciendo su diferenciacion (revisado en McCaffery y
Dréager, 2000).

La formacion de linajes neurales a partir de células pluripotentes en respuesta a RA
se demostr6 inicialmente usando células embrionarias de carcinoma (EC, “embryonal
carcinoma”) (Jones-Villeneuve et al., 1982) y subsecuentemente a partir de células ES
cultivadas como EBs (Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995). En este ultimo caso, se ha
observado que después de tres dias de cultivo los EBs expuestos a RA contienen 40-60% de
células precursoras neurales, las cuales comparten caracteristicas con las poblaciones de
precursores neurales encontradas in vivo, incluyendo la expresion de marcadores
neuroepiteliales (Sox/, Sox2 y nestina), y un potencial de diferenciacion in vitro € in vivo
tanto a neuronas como a glia. Para el dia 5-7 de desarrollo del EB, la gran mayoria de las
células que sobreviven (50-70%) exhiben caracteristicas de células neuronales, incluyendo
la expresion de NeuN (proteina nuclear neurona-especifica) y tubulina B-I1I (isoforma de la
tubulina neurona-especifica) (Wichterle et al., 2002). Aunque la presencia de astrocitos y
oligodendrocitos —reconocidos por la expresion de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP)
y O4, respectivamente— se detecta desde el dia 5 de cultivo, estos tipos celulares
representan una proporcion muy baja de la poblacion total. Sin embargo, entre el dia 6 y 9
de cultivo el numero de células positivas para GFAP incrementa, fundamentalmente en el
interior de los agregados, hasta constituir aproximadamente un 75% de la poblacion neural
total (Fraichard et al., 1995).

Adicionalmente, la especificacion del destino neuronal post-mitotico se puede
modificar afiadiendo otras moléculas senalizadoras a los EBs tratados con RA. Por ejemplo.
la diferenciacion de EBs tratados unicamente con RA resulta en una formacion ineficiente
de MNss. identificadas por las expresion de HB9 que, como se menciond anteriormente, €s
una proteina especifica de este tipo neuronal. La adicion de Shh a los EBs da lugar a un
marcado incremento en el nimero de MNs producidas —20-30% del total de células del
EB en raton, y >50% de las células diferenciadas a partir de células ES humanas—,
indicando que tanto la sefal de posteriorizacion por RA como la de ventralizacion por Shh,
son esenciales para la generacion de neuronas motoras a partir de progenitores neurales
(Wichterle et al., 2002; Li et al., 2005).
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2.3. ESCLEROSIS AMIOTROFICA LATERAL

Descrita inicialmente en 1869 por Jean-Martin Charcot, la esclerosis amiotrofica lateral
(ALS, “amyotrophic 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 Rothstein, 2001; Julien, 2001).

Las caracteristicas clinicas mas comunes de la enfermedad incluyen contracciones
musculares, calambres o rigidez en los musculos, debilidad muscular, habla deteriorada
(disartria) y dificultad para deglutir (disfagia). En particular, la degeneracion de las MNs
superiores ocasiona musculos tiesos o rigidos (espasticidad) y reflejos exagerados
(hiperreflexia); mientras que la pérdida de MNs inferiores provoca debilidad y atrofia de
los musculos, calambres y contracciones musculares rapidas (fasciculaciones). El decline
progresivo de la funcion muscular resulta, ultimadamente, en una falla respiratoria que
provoca la muerte de la gran mayoria de los pacientes con ALS en un lapso de tiempo de 2
a 5 anos después del inicio de la enfermedad (revisado en Wong et al., 1998; Julien, 2001;
Guégan y Przedborski, 2003).

La ALS tiene una prevalencia de tres a cinco por cada 100,000 individuos, lo que la
hace la enfermedad paralitica mas frecuente en adultos. Aunque puede presentarse a
cualquier edad, generalmente los sintomas aparecen entre los cuarenta y cincuenta afnos
(revisado en Guégan y Przedborski, 2003), incrementandose el riesgo en un orden de
magnitud después de los sesenta (Cleveland y Rothstein, 2001).

El ~90% de los pacientes con ALS presenta una forma de la enfermedad conocida
como ALS esporadica, la cual no tiene ningun elemento genético asociado. El ~10%
restante, hereda la enfermedad de manera dominante, una forma conocida como ALS
familiar (FALS). En ambos casos, las caracteristicas patologicas y clinicas de la enfermedad

son muy similares (revisado en Bruijn et al., 2004).
2.3.1. Mutaciones de la SOD1 asociadas a la fALS

Alrededor del 20% de los casos de fALS se deben a mutaciones en el gen que codifica para
la superoxido dismutasa 1 (SOD1) (Rosen et al., 1993), una de las principales enzimas
antioxidates en las células, localizada primordialmente en el citosol. La SODI es un
homodimero de 153 aminoacidos (32 kDa) con una secuencia altamente conservada.
Contiene un sitio de unién a cobre y uno de unién a zinc, asi como un enlace disulfuro en
cada una de sus subunidades (revisado en Valentine y Hart, 2003). En condiciones

normales, la funcion mejor conocida de esta enzima de expresion ubicua es catalizar la
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dismutacion (una reaccion en la que dos moléculas de sustrato idénticas tienen destinos
diferentes) de dos moléculas de superdxido a perdxido de hidrégeno y oxigeno molecular.
(Fig. 5) (Mathews y Van Holde, 2000). El superéxido es un radical libre que se genera
como resultado de la reaccién de moléculas auto-oxidables con oxigeno 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+

02'+02'L>H202+02

Figura 5. Quimica normal de la superdxido dismutasa 1 (SOD1). La SOD1 media la dismutacion de
dos moléculas de superdxido (O2) a perdxido de hidrégeno (H202) y oxigeno molecular (O2), de
modo que una molécula de superdxido se oxida y otra se reduce.

Hasta ahora, se han identificado aproximadamente 100 mutaciones puntuales
diferentes en la SOD1 en pacientes con ALS, las cuales se distribuyen a lo largo de toda la
estructura primaria de la enzima (Fig. 6). Con sélo dos excepciones (SOD1”** y
SOD1™%)  todas las mutaciones se heredan de manera dominante y ninguna de ellas
elimina la sintesis del polipéptido, aunque al menos siete mutaciones de marco de lectura o
de “splicing”, truncan los 20-30 aminoacidos finales (revisado en Cleveland y Rothstein,
2001; Bendotti y Carri, 2004).
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Figura 6. Mutaciones en el polipéptido de 153 aminodcidos de la superdxido dismutasa 1 (SOD1)

asociadas con la esclerosis amiotréfica lateral (ALS) (Cleveland y Rothstein, 2001).
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De todas las mutaciones asociadas a la fALS que se han estudiado, la A4V es la mas
comun en Norteamérica (~41% de los casos) y una de las que evoluciona con mayor
rapidez, provocando la muerte del paciente un ano después de los primeros sintomas
(Andersen et al., 2003).

Inicialmente, se habia pensado que la toxicidad de las formas mutantes de la SOD1
asociadas a la fALS (fALS-SOD1) podria ser el resultado de una pérdida parcial o total de
su actividad. Sin embargo, las diferentes fALS-SOD1 muestran un importante grado de
variacion con respecto a su actividad enzimatica, vida media del polipéptido y resistencia a
protedlisis, sin que alguna de estas variables correlacione con la edad en la que aparecen los
primeros sintomas de la enfermedad, ni con la velocidad con que ésta progresa (Ratovitski
et al., 1999). Ademas, se ha observado que los animales deficientes en SODI1 no
desarrollan ninguna enfermedad asociada a las motoneuronas (Reaume et al., 1996),
mientras que la expresion transgénica de distintas fALS-SOD1 humanas o murinas provoca
un sindrome similar a la ALS, independientemente de si la actividad catalitica de la enzima
silvestre se mantiene normal, se aumenta o se reduce (Gurney et al., 1994; Ripps et al.,
1995; Bruijn et al., 1998; Nagai et al., 2001; Dunlop et al., 2003). Estas observaciones han
proporcionado evidencia suficiente para concluir que la citotoxicidad de la fALS-SOD1 no
esta mediada por una pérdida de funcion, sino por un mecanismo de ganancia de funcion no
asociada a su actividad catalitica.

La discusion sobre la toxicidad de las formas mutantes de la SOD1 asociadas a la
ALS ha estado dominada por dos teorias: la hipotesis de agregacion y la hipotesis de dano
oxidativo (Fig. 7). La primera sostiene que las proteinas fALS-SOD] tienen fallas en su
plegamiento y, a consecuencia de esto, tienden a oligomerizar en especies de alto peso
molecular hasta formar grandes agregados, los cuales, en algin momento de su formacion
resultan selectivamente toxicos para las neuronas motoras (Bruijn ez al., 1998; Stathopulos
et al., 2003). En apoyo a esta hipotesis, se ha observado que la presencia de agregados
proteicos intracelulares es una caracteristica patologica prominente de varias lineas murinas
transgénicas y varios tipos celulares cultivados que expresan fALS-SODI. Se especula que
la presencia de estos agregados en el citosol de las motoneuronas podria ser deletérea al
danar el transporte axonal de nutrimentos vitales dependiente de microtibulos, o al
perturbar el recambio normal de proteinas intracelulares (Johnston ez al., 2000).

Una variacion de esta hipotesis sefiala que los agregados de fALS-SODI1 podrian
unirse a otras proteinas esenciales, como las proteinas de choque térmico (HSP, “heat shock
protein”) u otras chaperonas, proteinas mitocondriales transportadoras de electrones,
proteinas involucradas en la supervivencia celular o proteinas de la maquinaria de

degradacion proteica, impidiéndoles que lleven a cabo sus funciones normales en la célula
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(revisado en Cleveland y Rothstein, 2001; Julien, 2001). En este contexto, se ha observado
que en humano y en ratén la proteina anti-apoptética Bcl-2 se une a los agregados de fALS-
SOD1 presentes en las mitocondrias de muestras provenientes de médula espinal pero no
aquellas provenientes de higado. Una posible consecuencia de la interaccién Bcl-2-fALS-
SOD1 podria ser que Bcl-2 pierda su funcionalidad al quedar “atrapado” en estos
agregados. Otra posibilidad es que la interaccién Bcl-2-fALS-SOD1 induzca un cambio
conformacional que convierta a Bcl-2 en una molécula pro-apoptética (Pasinelli ez al.,
2004).
SODI silvestre SODI mutante
l
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Figura 7. Hip&tesis para la toxicidad mediada por fALS-SOD1. La toxicidad de la fALS-SOD1 podria ser
el resuitado de (a) una quimica oxidativa abemrante de subunidades de fALS-SOD1 mal plegadas o
agregadas que permiten el acceso de sustratos inapropiados al Gtomo de cobre catalitico; (b)
pérdida de proteinas celulares esenciales, como la proteina anti-apoptdtica Bel-2, mediante su co-
agregacion con oligémeros de fALS-SOD1; (c) fallas en el plegamiento de componentes celulares
esenciales debido a la saturacion de proteinas chaperonas, como la proteina de chogue térmico
de 70 kDA (HSP70), con fALS-SOD1; o (d) inhibicion de la degradacién por proteosomas debido a su
saturacion con fALS-SOD1 mal plegadas (Modificado de Cleveland y Rothstein, 2001).

Por otra parte, la hipotesis de dafio oxidativo postula que las proteinas fALS-SODI1
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 SODI1
resultarian en una conformacién mas relajada de la enzima, permitiendo que tipos o
cantidades anormales de sustrato ingresen en el canal activo y reaccionen con el atomo de
cobre que se encuentra en el sitio catalitico. Entre los sustratos aberrantes se ha propuesto el



peroxinitrito y el peroxido de hidrogeno (Wiedau-Pazos et al., 1996; Yim et al., 1996), los
cuales pueden causar dafo celular directa o indirectamente. La interaccion peroxinitrito-
SOD generaria como intermediario el i6n nitronio, el cual puede nitrar residuos de tirosina
de diferentes proteinas celulares; mientras que el uso de peroxido de hidréogeno como
sustrato de la SOD resultaria en la generacion de radicales hidroxilo que pueden dafiar
blancos celulares incluyendo DNA, proteinas y membranas lipidicas. Una ligera
modificacion de esta idea es que las mutantes podrian manejar el cobre torpemente,
liberandolo frecuentemente y permitiendo que, al estar libre, catalice reacciones oxidativas
no deseadas (revisado en Cleveland y Rothstein, 2001). En el segundo mecanismo se
especula que las mutaciones en la SODI estan asociadas con una unidén mas labil del atomo
de zinc a la proteina, y que al perder el zinc, el &tomo de cobre de la fALS-SOD1 se
reduciria rapidamente. Esta forma reducida de la enzima podria catalizar la conversion de
oxigeno en superdxido, el cual al combinarse con 6xido nitrico produciria peroxinitrito, que
podria ocasionar dafno oxidativo serio a virtualmente todos los elementos celulares (Estévez
et al., 1999). Sin embargo, el hecho de que la toxicidad de la fALS-SODI no se reduce al
incrementar la expresion, y con ello la actividad, de la enzima silvestre, es inconsistente
con que el dano se deba al superoxido o a cualquier producto de una reaccién espontanea de
éste, como el peroxinitrito (revisado en Cleveland y Rothstein, 2001; Liochev y Fridovich,
2003).

Una hipotesis mas reciente sugiere que existe un vinculo causal entre la fALS-SODI,
un dano al aparato y via de secrecion neuronal y la degeneracion motoneuronal. La idea se
basa en la evidencia de que la SOD1 silvestre es secretada al medio extracelular, pero las
formas mutantes no, o solo deficientemente, provocando la formacion de inclusiones
intracelulares. Asi, esta hipotesis sustenta que (i) la SOD1 extracelular podria tener una
funcion protectora sobre las motoneuronas al funcionar como antioxidante; y (i1) la fALS-
SOD1 podria inducir dano estructural a los organelos del aparato de secrecion —aparato de
Golgi y reticulo endoplasmico (ER, “endoplasmic reticulum”)-— contribuyendo a la

acumulacion intracelular de proteinas, agregacion y toxicidad (Turner et al., 2005).
2.3.2. Toxicidad de la fALS-SOD1: un proceso celular no-auténomo

Independientemente del mecanismo de toxicidad, ain no esta totalmente claro si la
degeneracion y muerte motoneuronal son resultado de un proceso que se origina
directamente en las células que expresan la fALS-SODI, es decir, si la toxicidad es un
proceso celular autonomo. En este contexto, una de las primeras observaciones que llamo la

atencion fue que a pesar de que la fALS-SOD] tiene una expresion ubicua, en los pacientes
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con fALS-SODI las unicas células afectadas son las MNs. De manera similar, en los
roedores transgénicos que expresan fALS-SODI en todas las células, se observa
degeneracion severa de las MNs (revisado en Bruijn et al., 2004); sin embargo, si la
expresion de la SOD1 mutante se restringe a las motoneuronas de los transgénicos, los
animales no desarrollan la enfermedad (Pramatarova et al., 2001; Lino et al., 2001). Lo
anterior sugirio que el efecto neurotoxico de la SOD1 mutante no es sdlo consecuencia
directa de su expresion en el interior de las neuronas, sino que requiere la alteracion de la
funcion de células no neuronales.

La importancia de la funcion de las células gliales en la provision de factores tréficos
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-SOD1. Tomando
esto en consideracion, Gong et al. (2000) generaron un raton transgénico con expresion
selectiva de SOD19*® en glia, observando que la expresion astrocito-especifica de la
enzima mutante provoca cierta patologia en este tipo celular, pero no es suficiente para
generar muerte motoneuronal.

Una de las evidencias mas fuertes de que la toxicidad de la fALS-SODI a las MNs no
es un proceso celular autonomo, se derivo a partir de analisis realizados en ratones
quiméricos (Clement et al., 2003), los cuales son una mezcla de células que expresan la
enzima silvestre y células que expresan una forma mutante. En estos ratones, las MNs que
expresaban de forma cronica las mutantes SOD19*™ o0 SOD19** a niveles que provocan
un desarrollo temprano de la enfermedad cuando las enzimas se expresan ubicuamente,
lograban escapar de la degeneracion y muerte si se encontraban rodeadas por un nimero
suficiente de células no neuronales silvestres. En algunos casos, incluso una minoria
relativamente pequena (5-20%) de células silvestres retardaba la degeneracion y extendia la
supervivencia de las neuronas mutantes. Ademas, las MNs silvestres que se encontraban
rodeadas por células no neuronales que expresaban la enzima mutante mostraban algunos
depositos intracelulares ubiquitinados, indicando que las células que expresaban la forma
mutante de la enzima les habian transferido el dafio.

Los datos anteriores apuntan a que la muerte motoneuronal en la fALS depende, al
menos en parte, de una interaccion de las MNs con las células gliales u otros tipos celulares

no-neuronales que las rodean.
2.3.3. Caracteristicas de las neuronas motoras en degeneracion

Los estudios microscopicos y ultraestructurales realizados en ratones transgénicos que

expresan fALS-SODI1 han revelado que en estos animales la mayoria de las neuronas
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enfermas estan atrofiadas y su citoplasma esta ocupado por vacuolas, que resultan de la
dilatacion del ER rugoso y de mitocondrias en degeneracion (Dal Canto y Gurney, 1994).
Ademas, muchas neuronas tienen el citoplasma y el nucleo condensados difusamente y
presentan formas irregulares (Guégan y Przedborski, 2003).

De acuerdo con Dal Canto y Gurney (1994), las lesiones observadas se pueden
clasificar en dos patrones principales, los cuales parecen guardar una relacién temporal
secuencial. El primero se caracteriza principalmente por cambios vacuolares extensivos en
las astas ventrales —region de la médula donde se ubican las MNs— de la region anterior
médula espinal y en algunos nicleos del tallo del cerebro, siendo caracteristico de los
animales mas jovenes. El segundo patron se observa en animales mas 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 citoplasmicas
—acumulaciones esféricas de filamentos densamente empaquetados— en algunas de las
neuronas sobrevivientes. De este modo, la primera fase patoldgica se caracteriza
principalmente por degeneracion vacuolar, lo cual eventualmente produce neuronas
atroficas y finalmente provoca la pérdida neuronal.

Si bien aun no se ha determinado el tipo de muerte que ocurre en la enfermedad, las
caracteristicas de las neuronas en degeneracion que se mencionaron anteriormente,
corresponden a una morfologia no apoptotica con algunas caracteristicas de autofagia y
muerte citoplasmica (muerte tipo III). Sin embargo, aunque con muy poca frecuencia,
también se observan algunas células apoptoticas en la médula espinal de los ratones
afectados. Si bien la mayoria de estas células ya no exhiben caracteristicas morfologicas
definitivas o expresan marcadores fenotipicos que permitan su identificacion como
neuronas o glia, algunas de ellas (menos del 15%) aun son inmunoreactivas para proteinas
especificas como neurofilamentos y GFAP, sugiriendo que en los modelos murinos
transgénicos tanto células gliales como neuronales mueren por apoptosis (revisado en
Guégan y Przedborski, 2003).

En lo que respecta a los casos de ALS humana, Martin (1999) ha clasificado las
MNs residuales de muestras post mortem de médula espinal en tres categorias, las cuales
considera, reflejan diferentes etapas de degeneracion. En la etapa de cromatolisis, las
neuronas motoras aun se asemejan a las células no enfermas, excepto que el cuerpo celular
se observa inflamado y redondo, la tincion de Nissl difusa y el nacleo ubicado
excéntricamente. Algunas de las neuronas cromatoliticas tienen inclusiones citoplasmicas
hialinas prominentes (Tabla 1). En la etapa de desgaste somatodendritico, el citoplasma y el
nucleo se observan homogéneos y condensados, y el cuerpo celular parece contraido y con

forma irregular. En la etapa denominada “apoptotica™ las MNs afectadas tienen
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aproximadamente un quinto de su didmetro normal, el citoplasma y el nucleo estan
extremamente condensados y el cuerpo celular adopta una forma fusiforme o redondeada.
Sin embargo, cabe mencionar que la condensacion nuclear de las MNs afectadas difiere de
la observada clasicamente en la apoptosis, ya que la cromatina no se encuentra organizada

discretamente en cimulos densos y rendondos.

Tabla 1. Inclusiones encontradas en neuronas provenientes de pacientes con esclerosis amiotfrofica
lateral (Festoff, 2000).

Tipo de inclusién Localizacién Tincién Contenido
Esferoide a-motoneurona Plata Neurofilamento
Conglomerado Célula piramidal de Betz Plata Neurofilamento
Cuerpo Bunina o-motoneurona Hematoxilina y eosina Incierto
Eosinofilica o-motoneurona Hematoxilina y eosina Neurofilamento
Madeja Neurona subcortical Anticuerpo anti-ubiquitina  Ubiquitina positiva




3. ANTECEDENTES

3.1. MODELOS DE ESTUDIO DE DEGENERACION MOTONEURONAL
3.1.1. Modelos in vivo

Un modelo animal ideal de una enfermedad humana debe cumplir ciertos criterios,
incluyendo la recapitulacion del proceso patogénico, la presentacion de los signos clinicos
y sintomas patologicos de la enfermad humana y responsividad a eventos que modifiquen
la enfermedad, como los tratamientos terapéuticos. Se han empleado diferentes enfoques
para la creacion de modelos animales de enfermedades humanas, los cuales, esencialmente,
se pueden dividir en (i) aquellos que intentan reproducir la patogénesis de la enfermedad y
(i1) los que tratan de reproducir los sintomas. Ademds, la serendipia ha provisto a la
comunidad cientifica de modelos animales naturales, generalmente lineas murinas
mutantes, que muestran espontaneamente los sintomas de alguna enfermedad humana
(revisado en Doble y Kennel, 2000).

En el contexto de la ALS, se han propuesto varios modelos animales, los cuales se
pueden clasificar en tres categorias principales: (a) modelos farmacoldgicos, (b) modelos
espontaneos y (c¢) modelos transgénicos (revisado en Kaal et al., 1999; Doble y Kennel,
2000). Adicionalmente, se han empleado modelos de lesion, en los cuales se seccionan los
nervios motores (axotomia), induciendo la degeneracion neuronal. Sin embargo, el dafio
que estas lesiones generan, representa un solo evento “masivo” que podria generar una
cascada de eventos diferente de la generada por una enfermedad cronica como la ALS
(revisado en Elliott, 1999).

a. Modelos farmacologicos

Aunque varias toxinas producen neurodegeneracion, pocas producen dano especiticamente
a las MNs (Kaal et al., 1999).

B-metilamino-L-alanina (BMAA). La BMAA se deriva de la palma de sagi (Cvcas
circinalis) y se ha implicado como un factor patogénico potencial en una torma de ALS del
Pacitico Occidental asociada con parkinsonismo y demencia. La BMAA es un agonista de
los receptores a aminodcidos excitatorios de tipo NMDA (N-metil-D-aspartato),
produciendo neurotoxicidad dependiente del receptor a NMDA en cultivos celulares.

Administrada oralmente a monos en grandes dosis, produce degeneracion de las células de
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Betz en la corteza motora y, en menor grado, de las células del asta anterior, esto,
acompariado por signos de disfuncion motora y un sindrome parkinsoniano. Las ratas
alimentadas con BMAA desarrollan un sindrome cerebelar, mientras que los ratones
perecen ser resistentes a la toxina (revisado en Doble y Kennel, 2000).

Cabe mencionar que la hipétesis de la BMMA para el origen de la ALS del Pacifico
Occidental ha estado en disputa debido a que las concentraciones de BMAA en los
alimentos preparados son muy bajas para que €sta actie como una neurotoxina (revisado en
Doble y Kennel, 2000).

B-oxilamino-L-alanina (BOAA). La BOAA es un aminodcido excitatorio que se
encuentra en el garbanzo (Lathyrus sativus) y se ha implicado en la patogénesis del
neurolatirismo, un desorden motoneuronal caracterizado por la degeneracion del tracto
motoneuronal superior. Esta excitotoxina actiia activando los receptores a aminoéacidos de
tipo AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato)/kainato, provocando muerte
por excitotoxicidad a células en cultivo. Su administracion oral a monos les produce
lesiones en el tracto corticoespinal y su inyeccion intratecal (dentro del espacio que
contiene el liquido cefalorraquideo) a roedores les provoca paralisis (revisado en Doble y
Kennel, 2000).

Acido kainico. El acido kainico, una pirolidina acida aislada del alga Dignea simplex y
andloga al acido glutamico, es la excitotoxina exdgena mas empleada (Coyle, 1987). Su
inyeccion intratecal genera dafio neuronal en la médula espinal. Por alguna razén, aun no
establecida, las células de la region anterior de la médula parecen ser mas sensibles al acido
kainico en comparacion con el resto de las neuronas espinales. Histopatologicamente, las
lesiones se caracterizan por inflamacion axonal y anormalidades en la arquitectura del

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

Existen varios modelos animales que desarrollan degeneracion motoneuronal de manera
natural, la mayoria de ellos son lineas de ratones con alguna mutacion espontanea. Ademas,
se ha descrito una forma canina de atrofia muscular espinal hereditaria y una enfermedad
motoneuronal espontanea en caballos (revisado en Doble y Kennel, 2000). Debido al
desarrollo reciente de modelos transgénicos, la atencion a los modelos espontaneos ha
disminuido (Kaal ef al., 1999).



Ratén Mnd. La enfermedad motoneuronal (Mnd, “motor neuron disease™) de raton es un
sindrome que evoluciona lentamente y no se restringe al sistema motoneuronal. La
mutacion Mnd se hereda de manera dominante y se localiza en el cromosoma 8 (revisado
en Doble y Kennel, 2000). Los sintomas neuropat6logicos y signos clinicos aparecen en la
etapa adulta e incluyen inflamacion neuronal con inclusiones citoplasmicas y degeneracion
motoneuronal en la médula espinal, nicleo hipoglosal y corteza motora; también se observa
degeneracion retinal severa. La supervivencia de los ratones raras veces se extiende mas
alla de los 14 meses (revisado en Elliott, 1999).

Ratdn wobbler. El ratén wobbler porta una mutacién recesiva (wr) localizada en el
cromosoma 11. Los primeros sintomas de la enfermedad aparecen a las tres semanas de
edad y la muerte ocurre alrededor de los 6 meses. Las motoneuronas que inervan las
extremidades anteriores parecen afectarse de manera predominante y la pérdida de MNs es
evidente en la region cervical de la médula espinal. Los principales cambios
neuropatolégicos son degeneracion axonal proximal, vacuolizacion pronunciada de las
células del asta anterior, cambios en los astrocitos y cierta degeneracion de las MNs del
tallo cerebral (revisado en Elliott, 1999). Se han descrito algunos cambios en los niveles de
acido glutamico del fluido cerebro-espinal y en los receptores espinales de glutamato, pero
éstos no se asemejan a los observados en la ALS (revisado en Doble y Kennel, 2000).

Aunque este raton exhibe un curso clinico y patologia que asemeja mas a la
enfermedad motoneuronal humana, las contradicciones observadas en los resultados con
diferentes tratamientos farmacologicos en este modelo murino y en humanos, ponen en
duda su utilidad para predecir la eficacia terapéutica de distintos agentes en la ALS
(revisado en Doble y Kennel, 2000).

Raton wasted. Los ratones homocigos para la mutacion autosomica wasted (wst) sufren
deterioro progresivo comenzando a las 3 semanas de edad. Estos animales no viven mas de
30 dias, presentan paralisis de las extremidades posteriores, desarrollan respuestas inmunes
secretorias reducidas y tienen mecanismos de reparacion de DNA anormales. El principal
cuadro neuropatologico se caracteriza por una prominente degeneracion vacuolar de las
neuronas dentro de las astas anteriores de la médula espinal y niicleo motor del tallo del

cerebro (revisado en Kaal et al., 1999).
Raton pmn. El ratén pmn porta una mutacion autosémica recesiva en el cromosoma 13.

La principal caracteristica patologica es axonopatia distal; los cuerpos celulares de las

neuronas y los axones proximales se preservan relativamente, lo cual difiere de lo
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observado en los pacientes con ALS (Elliott, 1999). Los animales presentan atrofia
muscular neurogénica y, subsecuentmente, paralisis. También se observa patologia
testicular. Los signos clinicos aparecen tempranamente (2 semanas), los sintomas
neurpotalégicos comienzan a las 3 semanas de edad y progresan de manera rapida,
presentandose la muerte alrededor de los 40 dias (revisado en Doble y Kennel, 2000).

Raton nmd. El defecto genético del ratén nmd se ha identificado como una delecion de
un aminoacido y una mutacion de “splicing” en el gen que codifica para una ATPasa/DNA
helicasa de expresion ubicua, conocida como SMbp2. Estos ratones presentan debilidad
progresiva en las extremidades posteriores desde las 2 semanas y generalmente no
sobreviven mas de 4 semanas. El cuadro patologico revela cuerpos motoneuronales en
degeneracion en la médula lumbar (revisado en Elliott, 1999).

En general, en los modelos espontaneos descritos en roedores anteriormente, el curso
temporal (nmd, wasted), el patron espacial (Mnd) o la patologia (pmn) son bastante

distintos de lo observado en la ALS.

Perros Brittany spaniel. La atrofia muscular espinal canina hereditaria (HCSMA,
“hereditary canine spinal muscular atrophy”) es una enfermedad motoneuronal progresiva
de etiologia desconocida que se observa en perros Brittany spaniel. Existen diferentes
variantes de la enfermedad con un curso mas o menos agresivo. Aunque el volumen del
cuerpo neuronal y el diametro axonal estan reducidos, sugiriendo un retraso o anomalia en
su desarrollo, las células del asta anterior no se pierden. La neuropatologia incluye
agregacion intensa de neurofilamentos. Debido a que las MNs superiores no sufren ningin
dano, la HCSMA se asemeja mas a la atrofia muscular espinal humana que a la ALS
(revisado en Doble y Kennel, 2000).

Enfermedad motoneuronal equina (MND). Las caracteristicas clinicas,
neuropatologicas y electromiograficas de la MND (“motor neuron disease”) asemejan a
aquellas de una forma moderada de la ALS humana. La etiologia de esta enfermedad
equina es desconocida, pero se sospecha de una factor ambiental. Como en los humanos,
los caballos afectados muestran atrofia y fasciculaciones de los musculos de las
extremidades, debilidad y, ocasionalmente, contracciones musculares involuntarias
(revisado en Doble y Kennel, 2000).
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c. Modelos transgénicos

El advenimiento de las técnicas de transgénesis ha permitido el disefio y generacion de
nuevos modelos animales de enfermedad motoneuronal (revisado en Elliott, 1999). Se han
creado varias lineas de roedores que expresan el gen de la SOD1 humana con mutaciones
encontradas en ciertas formas de fALS (Gurney et al., 1994; Ripps et al., 1995; Bruijn et
al., 1998; Nagai et al., 2001; Dunlop et al., 2003). Ademas, debido a que se ha postulado
que diversas anormalidades en el citoesqueleto podrian jugar una papel significativo en la
patogénesis de la ALS, se han generado ratones transgénicos que expresan genes de
proteinas del citoesqueleto, incluyendo neurofilamentos y periferina (Robertson et al.,
2002).

fALS-SOD1. Los ratones nulos con deleciones en ambos alelos de la SOD1 y virtualmente
sin actividad de SODI1 no desarrollan pérdida motoneuronal espontanea (Reaume et al.,
1996; Bruijn et al., 1998). En contraste, las lineas de ratones que expresan el gen de la
SOD1 humana con alguna de las mutaciones asociadas a la fALS exhiben degeneracion
espontanea de MNs y debilidad clinica progresiva. En todas estas lineas la expresion del
transgén esta dirigida por el promotor endogeno de la SOD1 humana, y de ellas, la primera
que se desarrolld y las mas ampliamente estudiada es la que porta la mutacion G93A
(Gurney et al., 1994). Fenotipicamente, los ratones mutantes para la SODI presentan una
funcion motora normal, pero después desarrollan debilidad progresiva, la cual generalmente
comienza por los miembros posteriores y, eventualmente, lleva a la muerte del animal. La
supervivencia de estos ratones varia de linea a linea (4-14 meses) y parece no depender de
la mutacion en particular, sino del nivel de expresion de la enzima mutante. Las médulas
espinales de las lineas con mas altos niveles de expresion se encuentran practicamente sin
MNs, y las neuronas motoras que ain permanecen presentan cambios vacuolares
significativos y mitocondrias dilatadas. Sin embargo, las lineas con niveles mas bajos de
expresion del transgén, carecen de estos cambios mitocondriales, lo que sugiere que estas
vacuolas estan relacionadas con el curso mas fulminante de la enfermedad que presentan
las lineas con los niveles de expresion mas altos. Las MNs de los ratones transgénicos
también contienen inclusiones positivas para neurofilamentos, ubiquitina y SODI, similares
a aquellas encontradas en pacientes con ALS familiar y esporadica (revisado en Elliot,
1999).

Proteinas del citoesqueleto. El citoesqueleto neuronal esta compuesto de tres tipos de
filamentos: actina, microtublos y filamentos intermedios (IFs). Se ha reportado el principal
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tipo de IFs, los neurofilamentos (NF), forman acumulaciones en las motoneuronas de
pacientes con ALS familiar y esporadica; no obstante, las causas de estas acumulaciones y
la manera en que contribuyen a la enfermedad atn se desconocen (revisado en Julien y
Beaulieu, 2000).

En ratones transgénicos, la sobreexpresion de cualquiera de las subunidades silvestres
de los NF puede inducir la formacion 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 contraste, los
ratones que expresan el transgén de la cadena ligera de los NF (NF-L; “neurofilament ligth
chain”) con una sustituciéon 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 mutacion no esta descrita para ningtin caso de ALS (revisado en
Robertson et al., 2002).

La periferina es un filamento intermedio de tipo III que interacciona con los
neurofilamentos durante el ensamblaje del citoesqueleto y se detecta en la mayoria de las
inclusiones de IFs (89%) en las MNs de pacientes con ALS (revisado en Julien y Beaulieu,
2000). La sobreexpresion de periferina en ratones transgénicos da lugar a una pérdida
selectiva de las MNs espinales conforme los animales envejecen. Los sintomas clinicos van
precedidos por la formacion de cuerpos de inclusion que contienen proteinas de los
filamentos intermedios. El desarrollo tardio de la enfermedad se puede acelerar cuando la
periferina se sobreexpresa en ratones en los que se ha suprimido la expresion de NF-L
(revisado en Doble y Kennel, 2000).

3.1.2. Modelos in vitro

A pesar de la existencia de modelos in vivo para el estudio de la degeneracion
motoneuronal asociada a la ALS, existen algunas ventajas de los sistemas in vitro (Fig. 7)
que han motivado su desarrollo. En general, estos sistemas permiten un estudio mas
detallado de tipos celulares especificos y ofrecen una manipulacion sencilla, ya sea por
administracion farmacologica directa o mediante transfecciones génicas (revisado en
Elliott, 1999).

Aunque se ha utilizado tejido humano como material de partida para realizar
cultivos de MNs, es mas frecuente que el material se obtenga de roedores debido,
principalmente, a su mayor disponibilidad. En el pasado, el mayor tamano de las ratas en

relacion con el de los ratones, favorecio el uso de éstas; sin embargo, actualmente, dado que
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existe una mayor disponibilidad de modelos murinos para la ALS, estas preferencias estan
cambiando (revisado en Kaal ef al., 1999).

Figura 7. Modelos in vifro para el estudio de la
degeneracion motoneuronal. (a) Monocultivo de

embriones de rata de 15 dias de desarrolio (Kaal ef al.,
1998). (b) Motoneurona de rata en cocultivo con
astrocitos de rata (Herpers et al, 1999). (c¢) Rebanada
organotipica de médula espinal después de fres
semanas de cultivo. La médula se derivdé de una rata
posinatal de 8 dias; en negro se observan las
motoneuronas positivas para acetilcolina fransferasa
(ChAYT), localizadas en el asta ventral (V), y en rojo, las
neuronas positivas para calretfinina, ubicadas en dos
bandas del asta dorsal (D) (Kaal et al., 2000).

Q. Monocultivos

Cultivos primarios. El cultivo primario de MNs superiores (corticoespinales) se ha
limitado debido a la dificultad de identificar y aislar esta pequeiia subpoblacion del resto de
las neuronas corticales (revisado en Elliott, 1999; Kaal et al., 1999). Esto no ha sido igual
para el caso de las MNs inferiores, cuya técnica de cultivo se describid originalmente por
Schnaar y Schaffner en 1981, y se ha mantenido hasta la actualidad con algunas
modificaciones. En este método, las MNs se purifican con base en las diferencias que
existen entre su densidad de flotacién y la de astrocitos y neuronas mas pequeiias. Una vez
aisladas, las MNs se cultivan sobre un sustrato adecuado (Fig. 7a), el cual generalmente
contiene laminina y un polimero de un aminoacido basico. Dado que en la médula espinal
en desarrollo se produce un exceso de MNs —la mayor parte de las cuales (~50%) muere
durante la inervacion (revisado en Houenou y Oppenheim, 1994)—, para obtener un mayor
nimero 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). Ademas, la mayoria 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
solo por una semana (Bér, 2000), por lo que estos cultivos resultan mas adecuados para el
estudio de dafios agudos y no de enfermedades cronicas, como la ALS (revisado en Elliott,
1999).

Lineas celulares. Con la finalidad de lograr monocultivos més prolongados y tomando
como base el concepto de inmortalizacion, se han generado varias lineas celulares
neuronales, siendo las mas comunes la NSC-34 y la VSC 4.1. En ambos casos, las lineas se
obtuvieron mediante la hibridacion de MNs con células de neuroblastoma, dando como
resultado células que asemejan neuronas motoras inmaduras (revisado en Kaal et al., 1999).

Dado que los monocultivos no permiten que exista una interaccion realista entre las
motoneuronas, otros tipos neuronales y células gliales, las aplicaciones que tienen en el

estudio de la degeneracion neuronal relacionada con la ALS son muy limitadas.
b. Cocultivos

Motoneuronas-Glia. Para obtener cultivos mas estables, varios investigadores cultivan
las MNs sobre una capa de astrocitos confluentes, que debe preparase con una o dos
semanas de anticipacion (Fig. 7b). Estas células gliales rodean a las MNs en la médula
espinal y se cree que interaccionan con ellas y les proveen factores troficos. Los cultivos de
neuronas motoras recién aisladas plateadas sobre astrocitos sobreviven mas tiempo (mas de
2 semanas) que los monocultivos y se desarrollan en mejores condiciones, permitiendo el
crecimiento de neuritas, observandose arboles dendriticos densamente ramificados y
exhibiendo caracteristicas de MNs adultas, como la presencia de receptores AMPA

permeables a calcio (revisado en Kaal, 1999; Bir, 2000).

Motoneuronas-Fibroblastos. Se ha desarrollado un sistema de cocultivo en el que las
MNs se siembran sobre una capa de fibroblastos. Bajo estas condiciones, las MNs viven
mas tiempo que en los monocultivos, pero no tanto como aquellas que crecen sobre
astrocitos, lo que indica que no solo es importante la presencia de otras células como

sustrato, sino también el tipo celular (Bir, 2000).

Cultivos mixtos. Otro tipo de cocultivo consiste en el cultivo de células disociadas de
médula espinal de embriones murinos sin ninguna purificacion. Aunque este tipo de cultivo
supone una mayor supervivencia de las MNs (al menos 4 semanas), pues estan presentes

todas las células que las rodean in vivo (revisado en Kaal ez al., 1999), tiene la desventaja
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de que la concentracion real de MNs en el cultivo es muy baja (<1%), por lo que no resulta
adecuado para estudiar las respuestas de estas células (revisado en Bir, 2000).

c. Cultivos organotipicos

La rebanada organotipica de médula espinal (Fig. 7c) provee ciertas ventajas de
manipulacion 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 dias y se pueden preservar en cultivo hasta por tres meses, con la ventaja de que la
identificacion y cuantificacion de MNs se realiza facilmente (revisado en Elliott, 1999).
Ademas, las MNs de la rebanada muestran caracteristicas de neuronas adultas, como
crecimiento axonal y expresién de acetilcolina transferasa (ChAT, “Choline-
acteyltransferase”) (revisado en Kaal, 1999).

La rebanada conserva, grosso modo, la arquitectura normal de la médula espinal,
pudiéndose reconocer facilmente las astas dorsales, el canal central y las zonas ventrales;
ademas, tedricamente, algunas asociaciones neuronales deberian mantenerse (revisado en
Elliott, 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 organizacion
tridimensional y menor proliferacion glial (revisado en Kaal, 1999).

Aunque la administracion de agentes terapéuticos potenciales a la rebanada se hace
de manera directa, su manipulacion genética resulta mas complicada en comparacion con
los cultivos celulares, pues la transferencia de genes a la rebanada requiere la utilizacion de
vectores adenovirales o biobalistica. Ademas, la rebanada tiene algunas dificultadas
intrinsecas. Dado que debe ser removida del animal, se realizan multiples axotomias que
dejan a las MNs sin aferencias. El grado de muerte inducido por la axotomia se reduce
debido a que las rebanadas se preparan a partir de animales maduros —el corte de los
axones motores de raton durante la primera semana de desarrollo postnatal resulta en una
pérdida masiva de MNs (revisado en Houenou y Oppenheim, 1994)— | sin embargo, las
neuronas motoras siguen sujetas al estrés inducido por la axotomia y las condiciones de
cultivo. A pesar de esto, muchas de las MNs sobreviven en la preparacion, pero es posible
que el procedimiento esté seleccionando la supervivencia de neuronas particulares, lo cual
debe considerarse al momento de interpretar los datos derivados de este tipo de cultivos
(revisado en Elliott, 1999).
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3.2. SISTEMAS DE ESTUDIO DE DEGENERACION NEURONAL BASADOS EN
CELULAS ES

Como se menciond anteriormente, se ha demostrado que por medio de protocolos de
induccion, como aquellos que involucran el uso de RA, es posible obtener cultivos mixtos
de neuronas y células gliales a partir de células ES. Las neuronas asi derivadas asemejan a
las neuronas de cultivos primarios por su morfologia y por la expresion de marcadores
moleculares particulares (Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995; Renoncourt et al., 1998;
Wichterle, 2002); mas aun, despliegan varias caracteristicas funcionales de las neuronas
desarrolladas in vivo, incluyendo la expresion de receptores a neurotransmisores, las
propiedades electrofisiologicas de membrana necesarias para generar patrones de disparo
de potenciales de accion apropiados y la capacidad-de formar sinapsis (Miles et al., 2004).
Tomando esto en consideracion, recientemente se han disefiado paradigmas basados en
células ES para estudiar algunos procesos de degeneracion neuronal.

Qu et al. (2003) indujeron, mediante el tratamiento de EBs con RA, la diferenciacion
neuronal de células ES de raton y evaluaron si estas células podian proveer un sistema para
examinar la muerte neuronal mediada por receptores de glutamato. Los autores encontraron
que las neuronas derivadas de células ES son vulnerables a la muerte inducida por los
agonistas prototipicos de los receptores a glutamato: NMDA, kainato y AMPA. Ademas,
observaron que esta vulnerabilidad a la muerte inducida por los agonistas aumentaba
conforme se incrementaba la edad in vitro y correlacionaba con la expresion de las
subunidades de los receptores, tal como sucede en los cultivos primarios de neuronas. Dado
lo anterior, se concluyo que las células neuronales diferenciadas de células ES exhiben una
respuesta excitotoxica que asemeja a la que muestran las neuronas del CNS.

Por otra parte, en el contexto de los desordenes neurodegenerativos, Martinat y
colaboradores (2004) desarrollaron un modelo de estudio para una forma de la enfermedad
de Parkinson que se hereda de manera recesiva y esta relacionada con una delecion en el
gen DJ-1, el cual se sabia esta involucrado en respuestas celulares a estrés oxidativo.
Martinat et al. generaron clonas de células ES de raton deficientes de DJ-1 (mutantes
nulas). Mediante el co-cultivo de las células ES con una linea celular estromal murina, se
indujo la diferenciacion in vitro a neuronas dopaminérgicas (DA) —células selectivamente
afectadas en la enfermedad de Parkinson—. Se observo que las neuronas DA derivadas de
células ES deficientes de DJ-1 mostraban una menor supervivencia y un incremento en la
sensibilidad al estrés oxidativo en relacion con neuronas derivadas de células ES
heterdcigas. Con esto, los autores concluyeron que DJ-1 es un componente esencial 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 desordenes

neurodegenerativos.
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4. JUSTIFICACION

La esclerosis amiotrofica lateral es la enfermedad paralitica mas frecuente en adultos y uno
de los desordenes neurodegenerativos mas devastadores. Hasta ahora, no existe ningun
tratamiento terapéutico eficaz, en gran parte debido a que aun no estan totalmente claras las
causas de la muerte neuronal. Lo anterior, resalta la necesidad de crear un sistema de
estudio que reproduzca el proceso de degeneracion neuronal asociado a la ALS.

Dada la complejidad de los organismos vivos, la utilizacién de modelos animales
para el estudio de enfermedades humanas puede resultar poco practica, complicada y
consumir periodos de tiempo muy prolongados. Por ello, resulta esencial el desarrollo de
sistemas in vitro, pues estos modelos ademas de ofrecer una manipulacion sencilla, pueden
proveer informacion a nivel celular y molecular sobre el proceso patogénico, asi como
paradigmas para la evaluacion de tratamientos potenciales.

Una de las principales limitantes de los modelos in vitro que se han utilizado hasta
ahora para estudiar la degeneracion motoneuronal, es la disponibilidad del material de
partida. Resulta dificil aislar poblaciones grandes de neuronas motoras y lograr cultivos
primarios poco variables (Silani et al., 2001). Ademas, la manipulacion genética de
neuronas postmitdticas tampoco es sencilla, pues ain no se ha encontrado algin sistema
que proporcione una alta eficiencia de transfeccion independientemente del tamano de la
construccion, que tenga baja toxicidad celular y sea facil y seguro de emplear (Washbourne
y McAllister, 2002). En principio, estas limitaciones podrian resolverse utilizando lineas
celulares, las cuales proveen un sustrato inmortal y uniforme. Sin embargo, estas células no
presentan las caracteristicas de una neurona madura, por lo que su comportamiento podria
diferir del de las neuronas desarrolladas in vivo.

Las células ES proveen un sistema facilmente manipulable a nivel genético y capaz
de originar in vitro células neuronales funcionalmente maduras, en periodos de tiempo
cortos. Esto abre la posibilidad de generar lineas de células ES que expresen alguna forma
mutante de la SODI asociada a la ALS. A partir de esas lineas, se puede obtener un gran
numero de motoneuronas, seguir su desarrollo y comparar su comportamiento con el de
motoneuronas derivadas de células ES silvestres.

Ademads, este sistema podria ayudar a dilucidar algunos de los aspectos
fundamentales de la patologia neuronal que hasta ahora ninguno de los modelos de estudio
de la ALS ha logrado explicar: el tipo celular responsable de la degeneracion neuronal y la
especificidad de la muerte motoneuronal. En el primer caso, considerando la evidencia de
que la degeneracion neuronal puede ser el resultado de una interaccion entre neuronas y

astrocitos disfuncionales, y la capacidad de las células ES para diferenciar en neuronas o
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glia en funcion de las condiciones de cultivo, seria posible estudiar los efectos de la fALS-
SOD1 en ambos tipos celulares, ya sea de manera independiente o en condiciones de
cocultivo. En cuanto a la especificidad, podria inducirse la diferenciacion de células ES que
expresen fALS-SODI1 a diferentes tipos neuronales, y estudiar qué factores hacen a las
motoneuronas particularmente susceptibles a la toxicidad inducida por la enzima mutante.

En sintesis, las células ES representan una estrategia para obtener un modelo de
estudio de manejo sencillo y, quiza aiin mas 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. HIPOTESIS

Dado que las motoneuronas derivadas in vitro a partir de células ES exhiben diversas
caracteristicas morfologicas, moleculares y funcionales propias de las motoneuronas
desarrolladas in vivo, se espera que sean susceptibles a la toxicidad inducida por una forma
mutante de SOD1 asociada a la fALS.

6. OBJETIVOS

GENERAL:
Generar un modelo experimental a partir de células ES que reproduzca in vitro el proceso
de degeneracion motoneuronal asociado a la esclerosis amiotrofica lateral.

PARTICULARES:

. Construir diferentes vectores de expresion de la enzima humana SOD1Y' y SOD1**Y
bajo el control del promotor CMV/CBA (citomegalovirus “enhancer”/promotor
“chicken-B-actin”).

. Generar diferentes lineas de células troncales embrionarias (ES) que expresen de
manera constitutiva la enzima humana SODI1 silvestre o su forma mutante A4V.

L Llevar a cabo la diferenciacion de células ES al fenotipo motoneuronal.

. Comparar la viabilidad de las motoneuronas derivadas de cé€lulas ES silvestres con la
de aquellas derivadas de células ES que expresan SODI humana silvestre o la forma
mutante A4V.



7. METODOS

7.1. PLASMIDOS

El plasmido de expresion que codifica para la SOD1**V se derivé de un plasmido basado en
el vector pcDNA3 (Invitrogen) (Fig. 8). Los plasmidos de expresion que codifican para las
enzimas SOD1%T y SOD1**V fusionadas a la proteina verde fluorescente (GFP, “green
fluorescent protein™) se derivaron de plasmidos basados en el vector pEGFP-C2 (Clontech)
(Fig. 9). Este vector codifica para una variante de la GFP"", 1a EGFP (“enhanced” GFP), la
cual contiene dos sustituciones de aminoacidos cerca del croméforo y 190 cambios de base
silenciosos que la hacen mas brillante y adecuada para su expresion en células de
mamifero.

En todos los casos, con el fin de lograr la expresion constitutiva de la SODI1 en
células ES, se reemplazo la secuencia promotora de los plasmidos originales (CMV) por el
promotor CMV/CBA (Citomegalovirus “enhancer”/promotor “chicken-B-actin™) que se
encontraba clonado en el vector pBluescript 1IKS (pKS) (Stratagene) (Figs. 8 y 9). Las
construcciones generadas se verificaron estructuralmente mediante su patron de restriccion
con diversas endonucleasas y, en algunos casos, por secuenciacion, y funcionalmente por

transfeccion transitoria en células COS-7.
7.1.1. Subclonacion de fragmentos de DNA

El vector CMV/CBA-SOD1*Y se genero digiriendo los plasmidos pcDNA3-SOD1**Y y
pKS-CMV/CBA con Ndel y EcoRI. En el primer caso, se purificé un fragmento de 5661 pb
que contenia la secuencia de la SODI y el esqueleto del vector sin promotor, y en el
segundo, un fragmento de 1467 pb correspondiente al promotor CMV/CBA (Fig. 8).
Posteriormente, se ligaron ambos fragmentos.

Para reemplazar las secuencias promotoras de los plasmidos pEGFP-CZ—SODlWr y
pEGFP-C2-SOD1*Y, éstos se digirieron con Ndel y Nhel, generandose, en cada caso, un
fragmento de 5075 pb correspondiente a la secuencia de la enzima y al esqueleto del vector
sin promotor. El plasmido pKS-CMV/CBA se digiri6 con Ndel y Spel, para generar un
fragmento de 1491 pb que contenia la secuencia del promotor CMV/CBA (Fig. 9). Una vez

purificados los fragmentos, se efectud la reaccion de ligacion.



Procedimiento

I

Digerir las moléculas parentales de DNA con las enzimas de restriccion adecuadas,
incubando 1 hora a 37°C.

Para una reaccién de 20 pl:
x ul de DNA (0.5 a 4 pg en buffer TE)
2 pul de buffer de restriccion 10X
Endonucleasa de restriccion (1 a 5 U/pg de DNA)
H»O cuanto baste para 20 pl

Separar los fragmentos de DNA digeridos mediante electroforesis en gel de agarosa
SeaPlaque de bajo punto de fusion (BioWhittaker Molecular Applications #50100).
Usando una lampara de luz UV de longitud de onda larga o una lampara Dark Reader

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

a.
b.

C.

d.

Pesar la banda cortada y completar a 250 mg con H,O libre de RNAsa.

Fundir a 65°C durante 10 minutos.

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

Anadir 25 ul de acetato de potasio 3M pH 5.5 y | ml de etanol absoluto para
precipitar el DNA. Dejar reposar | minuto.

Centrifugar a 17500 X g a 4°C por 20 minutos.

Lavar el pellet dos veces con etanol al 70%, secarlo al vacio y resuspenderlo en
H,O.

Cuantificar el DNA purificado en un gel de agarosa.

Mezclar el vector con el inserto, de modo que el nimero de moléculas quede en una

proporcion 1:3. Si el volumen final es muy grande precipitar el DNA:

a
b
c.
d
e

Anadir 1 pl de glucdgeno (20 pg/pl) y 300 pl de etanol absoluto.
Congelar a —=70°C por 15 minutos.

Centrifugar 5 minutos a 15700 X g.

Eliminar el sobrenadante y secar el pellet al vacio.

Resuspender el DNA en S pl de H>O.

Poner la reaccion de ligacion. Incubar toda la noche a 15°C si la proporcion de GC en

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

Para una reaccion de 5 pl:
3.5 ul de DNA
1 ul de bufter de ligacion con ATP 5X
0.5 pul de DNA ligasa T4 (Boehringer #716359)
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7. Una vez concluida la reaccion de ligacion, afadir 500 pl de butanol para precipitar el
DNA. Mezclar en vortex y centrifugar a 15700 X g durante 5 minutos. Eliminar el
sobrenadante.

8. Lavar el pellet con 100 pl de etanol al 70% frio. Centrifugar a 15700 X g durante 5
minutos. Eliminar el sobrenadante, secar el pellet al vacio (2 a 5 minutos) y
resuspenderlo en 10 pl de H>O.

9.  Transformar células E. coli competentes con los productos de la ligacion y
seleccionar los transformantes en funcion del cassette de resistencia a antibidtico
incluido en el vector.

10. Para cada transformante, purificar el DNA plasmidico mediante una miniprepracion
de DNA (“miniprep”) y determinar su secuencia mediante enzimas de restriccion.
Una vez identificada la clona de interés, amplificar el plasmido por medio de una

maxipreparacion de DNA (“maxiprep”).

7.2. LINEAS Y CULTIVOS CELULARES

La verificacion funcional de los vectores de expresion construidos se realizo en células
COS-7. Esta linea celular proviene de rindon de mono africano verde (Cercopithecus
aethiops) adulto y se encuentra transformada con un mutante de SV40 deficiente de
replicacion que codifica para el antigeno T silvestre.

Para los cultivos de células ES, se utilizo la linea celular de raton (Mus musculus)
AB2.2, de la cual posteriormente se derivaron por transfeccion estable las lineas WTF1 y
WTF10 (CMV/CBA-SODIY'-EGFP), A4V2 (CMV/CBA-SODI*Y), y A4VF3
(CMV/CBA-SOD1™VY-EGFP). Las células alimentadoras utilizadas para el mantenimiento
de estos cultivos consistieron de la linea de fibroblastos murinos STO. La composicion de

los medios utilizados para el cultivo de estas lineas celulares se describe en el anexo.
7.2.1. Cultivo y transfeccion de células COS-7
a. Subcultivo de células COS-7

Aspirar el medio usando la bomba de vacio.

Lavar 2 veces con PBS.

W N =

Anadir 2 ml de tripsina 0.25% a cada plato de 10 cm 6 1 ml a cada plato de 6 cm €

incubar a 37 °C por 5 minutos.



Agregar al menos un volumen de medio COS-7 para inactivar la tripsina y dispersar
las células pipeteanado suavemente.

Transferir las células a un tubo estéril de 15 ml (Corning #430790) y centrifugar 5
minutos a 220 X g.

Retirar el sobrenadante usando la bomba de vacio.

Resuspender el pellet en 5 ml de medio STO. Tomar una alicuota de 10 pl y contar el
numero de células en la camara de Neubauer.

Sembrar 1 x 10° células en cada plato de 10 cm (Corning #430167) para mantener la
linea, 6 4 x 10° células en cada plato de 35 mm (Corning #430165) o en cajas de 6
pozos (Costar #3506) para transfectar. En este ultimo caso, utilizar medio sin
antibiotico para evitar que las células se intoxiquen durante la transfeccion.

b. Transfeccion transitoria de células COS-7

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

35 mm, por lipofeccion con Lipofectamina 2000 (Invitrogen #11668-027), de acuerdo con

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

1.

>

(O¥]

Un dia antes de la transfeccion, sembrar 4 x 10° células en 2 ml de medio de

crecimiento (DMEM + SFB 10%) sin antibioticos (penicilina, estreptomicina).

Para cada muestra preparar el complejo de transfeccion de la siguiente manera:

a.  Diluir 4 pg de DNA en 250 ul de DMEM sin suero. Mezclar gentilmente.

b.  Agitar suavemente la Lipofectamina antes de usarla. Después, diluir 8 pl en 250
ul de DMEM sin suero. Incubar por 4 minutos a temperatura ambiente.

c.  Después de la incubacion, mezclar suavemente el DNA y la Lipofectamina.
Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Anadir los 500 ul de mezcla a cada pozo. Dispersar la solucion, moviendo la caja

gentilmente en todas direcciones.

Incubar las células a 37°C y 5% de CO,.

Cuatro horas después de la transfeccion, reemplazar el medio por medio de

crecimiento sin antibioticos.

24 horas después de la transfeccion, cambiar el medio por 2 ml de medio COS-7.

Incubar a 37°C y 5% de CO». Se obtiene una eficiencia de transfeccion de ~70%.
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7.2.2. Preparacion de células alimentadoras

Las células ES empleadas se cultivaron sobre una capa de células alimentadoras que
consistio en fibroblastos STO mitéticamente inactivados. Las células STO se mantuvieron
y propagaron en platos de cultivo previamente gelatinizados. Para ello, los platos se
cubrieron con una solucion de gelatina al 0.1%, se incubaron a temperatura ambiente con la
solucion al menos 2 horas y, posteriormente, se aspir6 la solucion de gelatina.

a. Subcultivo de células STO

Aspirar el medio usando la bomba de vacio.
Lavar 2 veces con PBS.
Anadir 2 ml de tripsina 0.25% a cada plato de 10 cm 6 0.5 ml a cada plato de 6 cm
(Corning #430166; NUNC #150288) e incubar a 37 °C por 3 minutos.

4. Agregar al menos un volumen de medio STO para inactivar la tripsina y dispersar las
células pipeteanado suavemente.

5. Transferir las células a un tubo estéril de 15 ml y centrifugar 5 minutos a 220 X g.
Retirar el sobrenadante usando la bomba de vacio.
Resuspender el pellet en 5 ml de medio STO. Tomar una alicuota de 10 pl y contar el
numero de células en la camara de Neubauer.

8. Sembrar 1 x 10° células por cada plato de 10 cm previamente gelatinizado.
b. Inactivacion mitética de células STO

Las células alimentadoras se prepararon a partir de cultivos contluentes de células STO en
platos de 10 cm. Para inactivarlas mitoticamente se utilizo mitomicina C (Roche #107409),

una droga altamente toxica, cuyo manejo requirio el uso de guantes de latex y cubrebocas.

Procedimiento

1. Anadir 200 pl de mitomicina C 50X (0.5 mg/ml en PBS) a cada plato de 10 cm.
Mover el plato gentilmente para distribuir la droga lo mejor posible.

2. Incubar a 37°C por dos horas. Gelatinizar los platos suficientes para distribuir las
células alimentadoras.

3. Después de la incubacion, lavar 2 veces con PBS para eliminar la mitomicina.

4. Anadir 2 ml de tripsina 0.25% a cada plato e incubar a 37°C por 3 minutos.



Agregar al menos un volumen de medio STO para inactivar la tripsina y dispersar las
células pipeteando suavemente.

Transferir las células a un tubo estéril de 15 ml y centrifugar 5 minutos a 220 X g.
Retirar el sobrenadante usando la bomba de vacio.

Resuspender el pellet en 5 ml de medio STO. Tomar una alicuota de 10 pl y contar el
numero de células en la camara de Neubauer.

Sembrar 1 x 10° células por cada plato de 6 cm 6 3 x 10° por cada plato de 10 cm,
previamente gelatinizados. Bajo estas condiciones, las células alimentadoras pueden
mantenerse hasta por una semana a 37°C y con 5% de CO,. Para ello, es necesario
cambiar el medio periédicamente para evitar que se acidifique (se torna 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 cualquier manipulacion (electroporacion, induccion de diferenciacion, etc.) las

células ES empleadas se subcultivaron al menos una vez después de haberlas descongelado.

Durante el tiempo de cultivo, las células se mantuvieron subcontluentes y se registraron

diariamente bajo el microscopio para detectar cualquier diferenciacion espontanea.

a. Subcultivo de células ES

PRSI

o

Cambiar el medio 2-3 horas antes de subcultivar las células.

Aspirar el medio viejo usando la bomba de vacio.

Lavar 2 veces con PBS.

Anadir 0.5 ml de tripsina 0.25% a cada plato de 6 cm a 37 °C por 10 minutos.
Agregar al menos un volumen de medio M15 para inactivar la tripsina y dispersar las
células pipeteando suavemente.

Transferir las células a un tubo estéril de 15 ml y centrifugar 5 minutos a 220 X g.
Retirar el sobrenadante usando la bomba de vacio.

Resuspender el pellet en 5 ml de medio M15. Tomar una alicuota de 10 pl y contar el
numero de células en la cdmara de Neubauer.

Sembrar 5 x 10° células por cada plato de células alimentadoras de 6 cm.

Cambiar el medio diariamente para evitar que se acidifique (se torna color amarillo).
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7.2.4. Electroporacion de células ES

La transfeccion estable de las células AB2.2 se llevé a cabo mediante electroporacion. En

cada evento de electroporacion se utilizaron 1 x 107 células (1 o 2 platos de 6 cm a densidad
optima) y 10 pg de DNA previamente linearizado. El plasmido CMV/CBA-SOD1**Y se
lineariz6 con Sspl y los plasmidos CMV/CBA-SOD1"™-EGFP y CMV/CBA-SOD1*4V-
EGFP con A/w441. Dado que el DNA debe estar limpio de compuestos orgénicos y sales,
una vez linearizado, se extrajo una vez con un volumen de fenol/cloroformo y una vez con

un volumen de cloroformo, se precipito y se lavé 2 veces con etanol al 70%. Finalmente el

pellet se seco al vacio y se resuspendi6 a una concentracion de 1 pg/ul en buffer TE 0.1X

estéril.

Procedimiento

W N

w

9.

Cambiar el medio a las células 2-3 horas antes de realizar la electroporacion.
Tripsinizar la células en la forma habitual.

Resuspender el pellet de células en un volumen conocido de PBS. Tomar una alicuota
de 10 pl y contar el nimero de células en la camara de Neubauer.

Centrifugar 5 minutos a 220 X g.

Retirar el sobrenadante usando la bomba de vacio.

Resuspender el pellet de células en el volumen de PBS requerido para obtener una
densidad de 1.1 x 10 células/ml.

Colocar 10 pg del DNA linearizado sobre la pared interna de la celda de
electroporacion (Bio-Rad #165-2088)

Transterir 900 pl de la suspension celular a la celda de electroporacion y
homogenizar con la solucion de DNA pipeteando suavemente, sin hacer burbujas.
Colocar la celda en el electroporador (Bio-Rad) con el extensor de capacitancia y dar
un pulso de 230V y 500 mF, presionando los dos botones simultaneamente. Este
procedimiento se realiza rapidamente y a temperatura ambiente. La maquina muestra
“Ch9”, hace un tono cuando la electroporacion esta completa y despliega la constante
de tiempo, cuya lectura debe ser entre 5.6 y 7.0.

Transferir el contenido de la celda a un tubo de 50 ml estéril (Corning #430828) con
20 ml de medio M15, resuspender y repartir la solucion en 2 platos de 10 cm con
c¢lulas alimentadoras.

Incubar a 37°C con 5% de CO».
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a. Seleccion

Después de crecer 24 horas las células electroporadas en medio M15, se inicio la seleccion
de las células que habian adquirido el vector. Para ello, se adicion6 antibidtico en dosis
letales para todas las células ES, excepto para aquellas que estuvieran expresando un gen
que les proporcionara resistencia al agente de seleccion. Dado que los vectores utilizados
proveian resistencia a neomicina, se utilizaron 300 pg/ml de G-418 (Gibco #10131-035).
La seleccion tomo de 12 a 15 dias.

Un dia antes de que el proceso de seleccion se completara se prepararon platos de 96
pozos con fondo plano (Corning #3524) con células alimentadoras.

b. Aislamiento de colonias

Concluida la seleccion, se aislaron las colonias que se utilizarian para manipulaciones
futuras. Se eligieron aquellas colonias que fueran ligeramente mas pequenas que la punta de
un tip para pipeta de 20 pl y que tuvieran los bordes claramente definidos. En el caso de las
células electroporadas con los plasmidos CMV/CBA-SODI™'-EGFP y CMV/CBA-

A4V . ” ’ . o A e
SODI™"-EGFP, se considerd, ademas, que las colonias fueran positivas a la fluorescencia.

Procedimiento
1. Inspeccionar las c¢lulas bajo el microscopio y sefialar con un marcador sobre la base

de la caja las colonias ideales.

2. Ya en campana, lavar las células con PBS y afiadir 7 ml de PBS al plato de 10 cm.

3. Conel tip de la pipeta de 20 pl colocada en 10 pl, trazar un pequeno circulo alrededor
de la colonia y raspar cuidadosamente desde la periferia hacia el centro para
desprender la colonia del plato.

4. Aspirar la colonia en un solo movimiento y colocarla en un pozo de una caja de 96
pozos con fondo de U (Costar #3799).

Realizar el mismo procedimiento (pasos 3-5) con el resto de las colonias.
Tripsinizar las colonias con 50 ul de tripsina 0.25%, incubando 5 minutos a 37°C y
5% de COs.

7. Durante la incubacion, reemplazar el medio de cultivo de una caja de 96 pozos con
células alimentadoras por medio M15 (50 ul por pozo).

8. Detener la tripsinizacion afadiendo 100 pl de medio M15 a cada pozo del plato con

tripsina. Dispersar las colonias mecanicamente pipeteando suavemente.
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9.  Transferir los 150 pl de suspension celular a la caja de 96 pozos con células
alimentadoras. Incubar a 37°C y 5% de CO,.
10. Cambiar el medio diariamente.

c. Expansion de colonias

Una vez que las células ES en los platos de 96 pozos alcanzaron 70% de confluencia se
subcultivaron a platos de 24 pozos (Corning #3524) con células alimentadoras y de éstos, a
cajas de 6 cm.

Procedimiento

1. Cambiar el medio 2-3 horas antes de subcultivar las células.

2. Lavar las células con 100 pl de PBS.

3. Anadir 50 pl de tripsina al 25% e incubar 5 minutos a 37°C y 5% de CO».

4 Durante la incubacion, reemplazar el medio de cultivo de una caja de 24 pozos con

células alimentadoras por medio M15.

5. Detener la tripsinizacion anadiendo 50 pl de medio M15 y pipetear para obtener una
suspension homogénea. Transferir los 100 pl de suspension a la caja de 24 pozos.
Incubar a 37°C y 5% de CO,. Cambiar el medio diariamente.

7. Cuando las células hayan alcanzado 70% de confluencia, subcultivarlas a platos de 6

cm con células alimentadoras. Para ello, seguir los pasos 1-5, aumentando la cantidad
de PBS de los lavados a 500 ul y el volumen de tripsina y de medio M15 utilizado

para detener la tripsinizacion a 200 pl.

Una vez que las células en las cajas de 6 cm alcanzaron una densidad adecuada, cada
caja se tripsinizo y las células se resuspendieron en I ml de medio M15. Posteriormente, la
mitad de la suspension celular se congeld, anadiendo previamente 500 pl de medio de
congelacion 2X, y el resto se utilizd para hacer extractos de proteina (ver mas adelante).
7.2.5. Mantenimiento y almacenaje de lineas celulares
a. Congelacion de células
1. Tripsinizar las células en la forma habitual. Para el caso de las células ES, cambiar el

medio 2-3 horas antes.
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2. Resuspender el pellet de células en una cantidad conocida del medio correspondiente.
Tomar una alicuota de 10 pl y contar el nimero de células en la camara de Neubauer.

3. Centrifugar 5 minutos a 220 X g.
Retirar el sobrenadante usando la bomba de vacio.

5. Resuspender el pellet de células en la mitad del volumen de medio requerido para
obtener una densidad de (5-10) x 10 ¢ células/ml.

6.  Agregar gradualmente por la pared del tubo o por goteo un volumen de medio de
congelacion 2X, mezclando constantemente la suspension celular.

7. Alicuotar rapidamente en viales de congelacion (Corning #2028), colocando 1 ml de
la suspension celular por vial.

8. Marcar cada vial con el nombre de la linea celular, nimero de pase, cantidad de
células y fecha.

9. Congelar a—70°C. Transferir al tanque de nitrogeno liquido para su almacenaje.

b. Descongelacion de células

I.  Sacar el vial de cé¢lulas congeladas del tanque de nitrégeno liquido y transferirlo a un
bafio de agua a 37°C. La descongelacion toma 1-2 minutos.

2. Transferir la suspension celular a un tubo estéril de 15 ml. Anadir gradualmente por
la pared del tubo o por goteo 5 ml del medio correspondiente, agitando
constantemente el tubo durante la adicion.

Centrifugar S minutos a 220 X g.
Retirar el sobrenadante usando la bomba de vacio.

5. Resuspender el pellet de células en 5 ml del medio correspondiente. Tomar una
alicuota de 10 ul y registrar la viabilidad celular la en la camara de Neubauer
utilizando azul de tripano (GIBCO #15250-061) como colorante vital.

6.  Sembrar las células en las condiciones apropiadas segun el tipo celular:

>1 x 10° células COS-7 en una caja de 6 cm
>0.5 x 10° células STO en una caja de 6 cm previamente gelatinizada
>1 x 10° células ES en una caja con de 6 cm con células alimentadoras

7. Cambiar el medio al dia siguiente para eliminar células muertas.
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7.3. DIFERENCIACION DE CELULAS ES

El protocolo empleado para inducir la diferenciacion de células ES hacia el fenotipo
motoneuronal esta basado en el trabajo de Wichterle et al. (2002). Este protocolo involucra
la formacion de cuerpos embrionarios y, subsecuentemente, el tratamiento de estos
agregados con factores inductores.

7.3.1. Formacién de cuerpos embrionarios (EBs)

Antes de iniciar la formacion de cuerpos embrionarios es recomendable disminuir la
proporcion de células alimentadoras en los cultivos de células ES. Para este fin, las células
ES se subcultivaron de la manera habitual y se sembraron 1 x 10° células en un plato de 6
cm previamente gelatinizado, sin células alimentadoras y con medio M15 suplementado
con 1000 U/ml de LIF (Chemicon #LIF2010) para evitar la diferenciacion celular. El
cultivo se mantuvo en estas condiciones por 3 o 4 dias, cambiando el medio diariamente.
Posteriormente, para promover la formacion de los agregados, las células ES se
cultivaron en suspension. Para ello, se desprendieron el sustrato mediante un tratamiento
con tripsina 0.25% y se sembraron (1-1.5) x 10* células/cm” en platos bacteriolégicos o en

los pozos de una caja de adherencia ultra baja (Costar #3471) con medio DFKS5.

7.3.2. Diferenciacion al fenotipo motoneuronal

1. Iniciar la formacion de cuerpos embrionarios, sembrando las células ES en

suspension con medio DFKS.

[89]

Después de dos dias de cultivo, cambiar el medio de los EBs por medio DFK35

suplementado con acido retindico 2uM (Sigma #R2625) y agonista de Sonic

hedgehog (Hh-Agl.3) (Curis Inc.) 1pM. Para ello:

a.  Transferir el cultivo a un tubo estéril de 15 ml.

b.  Dejar reposar verticalmente, hasta que los EBs precipiten en el tondo del tubo
(5 minutos aprox.)

¢ Aspirar el medio usando la bomba de vacio.

d.  Anadir el medio de cultivo fresco y resuspender moviendo el tubo gentilmente.

e. Vaciar los EBs al plato en el que estaban originalmente.

3. Mantener los EBs en tratamiento con RA y Hh-Agl .3 durante cinco dias, cambiando

el medio el tercer dia del tratamiento.
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Una vez concluidos los 5 dias de tratamiento, los EBs se cultivaron sobre una
monocapa de células alimentadoras en cajas de 4 pozos (2cm’) (NUNC #177437) con
medio DFKS5 suplementado con 10% de SFB (DFKS + 10). Se emplearon dos paradigmas
de cocultivo, en uno los EBs se sembraron integros, y en el otro, se disociaron previamente
para platear una suspension celular. En este ultimo caso se empleé el siguiente protocolo:
Transferir los EBs con la micropipeta de 1 ml a un tubo de 15 ml con 5 ml de PBS.
Dejar reposar verticalmente, hasta que los EBs precipiten en el fondo del tubo.

Retirar el sobrenadante usando la bomba de vacio.

Lavar una vez con PBS para eliminar los restos de medio.

Afiadir 500 pl de tripsina 0.25% e incubar 5 minutos a 37°C y 5% de CO,.
Disociar los agregados pipeteanado suavemente (5-10 veces).

Dejar reposar verticalmente, hasta que los agregados restantes sedimenten.

I

Transferir 400 pl del sobrenadante (que contiene las células disociadas) a un tubo

estéril de 15 ml con 2 ml de medio DFKS + 10.

9. Anadir 400 pl de tripsina 0.25% al pellet de EBs, incubar 5 minutos a 37°C y 5% de
CO, y repetir la disociacion.

10.  Recuperar las células disociadas y transferirlas al tubo con medio. De ser necesario, la
disociacion se puede repetir una vez mas, pero el tiempo total de tripsinizacion no
debe exceder 20 minutos.

11. Centrifugar la suspension celular recuperada 5 minutos a 220 X g.

12.  Retirar el sobrenadante usando la bomba de vacio.

13.  Resuspender el pellet en 1 ml de medio DFK5 + 10. Tomar una alicuota de 10 pl y
contar el nimero de células en la camara de Neubauer.

14.  Sembrar 1.5 x 10° células en cada pozo de 2 cm” con células alimentadoras. Incubar a

37°C y 5% de CO-.

Transcurridos dos dias después de haber sembrando las células, se les anadié Ara-C
(Sigma #C1768) a una concentracion final de 10uM para detener la division celular. Dos

dias mas tarde y, posteriormente, cada S dias, se reemplazé la mitad del medio por medio
DFKS + 10 fresco.

7.4. WESTERN BLOTS Y GELES DE ACTIVIDAD

Los niveles de expresion de SODI en las células COS-7 transfectadas y en las clonas de

células AB2.2 seleccionadas después de la electroporacion, se evaluaron mediante analisis
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tipo western blot a partir de extractos de proteina citosélica derivados de estas células. Para
ello, se utilizd6 un anticuerpo policlonal anti-SOD1 (1:1000) (The Binding Site,
Birmingham) y posteriormente un anticuerpo anti-oveja IgG acoplado a fosfatasa alcalina
(1:1000) (Zymed, San Francisco, CA). Ademas, 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 proteina
Tripsinizar las células en la forma habitual.

Lavar el pellet de células con PBS.
Agregar un volumen de buffer de lisis igual al volumen del pellet de células.

BN o=

Colocar las células en hielo y lisarlas por sonicacion (tres ciclos de 10 segundos a
30% de amplitud) (Ultrasonic Processor, Sonios & Materials, Inc).

Centrifugar a 17500 X g durante 10 minutos a 4 °C. Recuperar el sobrenadante.
Determinar la concentracion de proteinas en el espectrofotometro mediante una curva
Bradford.

7.4.2. SDS-PAGE (electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes)

1. Preparar un gel desnaturalizante de poliacrilamida:

Resolving gel (11%) Resolving gel (15%)  Stacking gel (4%)

H,O 1.85 ml 24 ml 1.22 ml
Acrilamida/Bis (30% T, 2.67% C) 1.85 ml 5 ml 260 pl
Buffer* 1.25 ml 2.5ml 500 ul
SDS 10% 50 pl 100 ul 20 ul
Persulfato de amonio 10% 50 ul 40 ul 10 pl
TEMED 5l Sul 2ul
Total 5.0 ml 10 ml 2.0 ml

* Resolving gel: Tris-HCI 1.5M. pH 8.8. Staking gel: Tris-HCI 0.5M, pH 6.8

2. Agregar buffer de carga a 50 pg de cada muestra (el volumen final no debe exceder
20 pl), calentar a 95 °C por 4 minutos y cargar en el gel.
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 espatula.
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7.4.3. Western blots para SOD1

e A

Correr el gel de proteina.

Transferir las proteinas a una membrana de nitrocelulosa en la cdmara Mini Trans-
Blot (Bio-Rad) 1 horaa 100 V, 350 mA, o 12 horas a 30 V, 90 mA.

a.

b.

€.

h.

Preparar el buffer de transferencia y enfriarlo a 4°C.

Cortar la membrana de nitrocelulosa de acuerdo con las dimensiones del gel.

Utilizar guantes al manipular la membrana.

Equilibrar el gel y sumergir la membrana, el papel filtro y las fibras en buffer de

transferencia por 15 minutos.

Preparar el “sandwich” de transferencia:

- Poner el cassette, con la superficie gris hacia abajo, sobre una superficie
limpia.

— Colocar sobre la superficie gris del cassette una fibra, enseguida una hoja
de papel filtro, el gel previamente equilibrado y sobre éste la membrana
pre-humedecida. Encima, colocar otra hoja de papel filtro y otra fibra.

= Eliminar cualquier burbuja de aire que se haya tormado.

Cerrar el cassette firmemente y colocarlo dentro del modulo.

Colocar la unidad de enfriamiento previamente congelada y el moédulo con los

cassettes en la camara. Llenar completamente el tanque con bufter de

transterencia.

Colocar una mosca magnética en el interior del tanque y ponerlo sobre un

agitador para mantener la temperatura y distribucion ionica del butter.

Conectar los electrodos a la fuente de poder y transferir, preferentemente a 4°C.

Terminada la transferencia, lavar la membrana con agua 2 veces.
Lavar con TBST.

Bloquear con una solucién de leche al 5% en TBST durante 1 hora a temperatura

ambiente, o 12 horas a 4°C.

Incubar con el anticuerpo primario (anti-SOD1 1:1000 en leche al 5% en TBST)

durante 1 hora a temperatura ambiente, o 12 horas a 4 °C.

Lavar con TBST 10 minutos 3 veces.

Incubar con el anticuerpo secundario (anti-oveja acoplado a fosfatasa alcalina 1:1000
en leche al 5% en TBST) durante 2 horas a 4 °C.

Lavar con TBST durante 5 minutos dos veces.

Lavar con DIG3.
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12

Revelar con DIG3 + NBT (3.37 pl/ml) + BCIP (3.5 pl/ml). Detener la reacciéon en
cuanto aparezcan las bandas.
Lavar con agua y dejar secar sobre papel filtro.

7.4.4. Geles de actividad de superdxido dismutasa

1.  Preparar un gel nativo de poliacrilamida:
Resolving gel (8%) Stacking gel (5%)

H,0 2.7 ml 1.26 ml

Acrilamida/Bis (30% T, 2.67% C) 1.3 ml 260 pl

Tris 2M pH 8.9 1 ml 400 pl

Persulfato de amonio 10% 25 ul 12 ul

TEMED 10 pl 4 ul

Total 5.0 ml 2.0 ml

2. Cargar 150 pg de proteina de cada muestra, previamente mezclados con buffer de
carga. Como control positivo pueden utilizarse 100 pg de extracto proteico de higado
de raton.
Correr el gel a 120V hasta que el colorante salga por el extremo inferior.

4. Sacar el gel de los cristales con ayuda de agua del grifo y una espatula. Mantenerlo en
agua.

5. Encel cuarto obscuro, preparar las soluciones 1 y 2 (ver anexo) por separado.

6.  Desechar el agua en la que se encuentra el gel y adicionar las dos soluciones
simultaneamente en la obscuridad. Incubar con agitacion suave durante 40 minutos.

7. Revelar exponiendo el gel al transiluminador hasta ver las bandas (30 minutos
aproximadamente).

8. Una vez expuesto, lavar el gel con agua y fijarlo con metanol 5% y tormaldehido 5%

€n HzO

7.5. INMUNOCITOQUIMICA

Sobre los cultivos obtenidos después de haber aplicado el protocolo de diferenciacion

motoneuronal en células ES, se realizaron técnicas de inmunocitoquimica para detectar la

presencia de neuronas (Tubulina BIII y NeuN) y motoneuronas (Islet1/2).
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Para facilitar el analisis cuantitativo de las motoneuronas presentes en los cultivos, se
obtuvieron imagenes mediante microscopia confocal, o utilizando un microscopio de
fluorescencia (Nikon Eclipse TE300) y una camara digital (CoolSNAP RS, Photometrics).

Tabla 2. Anticuerpos primarios.

Anticuerpo Especie hospedera  Dilucion Fuente

Anti-TubBIII Conejo 1:2000 Covance (Berkley, CA)

Anti-Isl1/2 Ratén 1:1 Developmental Studies Hybridoma Bank (Iowa, 1A)
Anti-NeuN Raton 1:100 Chemicon (Temecula, CA)

Tabla 3. Anticuerpos secundarios.

Anticuerpo Dilucion Fuente

Alexa Fluor 488 Cabra anti-conejo IgG 1:1000 Molecular Probes (Eugene, OR)
Alexa Fluor 488 Cabra anti-raton IgG 1:1000 Molecular Probes (Eugene, OR)
Alexa Fluor 594 Cabra anti-raton IgG 1:500 Molecular Probes (Eugene, OR)
Procedimiento

Retirar el medio de cultivo utilizando la bomba de vacio.

2. Lavar 2 veces con PBS.

3. Fijar las células con 200 pl de PFA 4% por 10 minutos.

4. Lavar 3 veces con PBS.

5. Permeabilizar con 200 pl Tritén X-100 1% en PBS durante 5 minutos.

6. Lavar 2 veces con PBS.

7. Incubar con soluciéon de bloqueo (SS 10% y Triton X-100 0.2% en PBS) durante 30
minutos.

8. Incubar con el anticuerpo primario:

a)  Anti-Tubulina BIII o anti-NeuN. Realizar la dilucion correspondiente en 200 pl
de solucion de bloqueo ¢ incubar 1 hora.

b)  Anti-Isletl/2. Anadir 10 pl de una mezcla de los dos anticuerpos (39.4DS5 y
40.2D6, en una relacion 1:1), cubrir el pozo con un circulo de parafilm para
distribuir homogéneamente la solucion sobre toda la muestra e incubar 1 hora
30 minutos en camara humeda.

9. Lavar 3 veces con PBS.
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10. Incubar con el anticuerpo secundario durante 30 minutos en agitacion. Realizar la
dilucién correspondiente en 200 pl de una solucion de SS 10% y Tritén X-100 1% en
PBS.

11. Lavar 3 veces con PBS.

12.  Teiir los nicleos con DAPI (Molecular Probes #D-1306) o yoduro de propidio (YP)
(0.2pg/ml) por 2 minutos.

13. Lavar una vez con PBS y agregar unas gotas de solucién de montaje.

7.6. ANALISIS ESTADISTICOS

El numero total de células en los cultivos a los 4 y 20 dias post-induccion (dpi) se calcul6 a
través del conteo de células viables (con azul de tripano) en la camara de Neubauer. Para
obtener el porcentaje de células Isl1/2" se analizaron 6 campos por pozo de 2 cm®
(aproximadamente 850 células).

Para evaluar si habia diferencias significativas en el numero total de células y el
porcentaje de células Isl1/2" entre los cultivos derivados de las diferentes lineas de células
ES (AB2.2, WTF1, WTF10, A4V2 y A4VF3) se realizaron analisis de varianza de un factor
(ANOVA) y la prueba post hoc de Tukey. El nimero total de células para cada linea a los 4
y 20 dpi se comparé mediante una prueba de r. Para ello, se utilizo el programa GraphPad
Prism version 4.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, www.graphpad.com). Todos los
datos cuantitativos representan la media + desviacion estandar (D.E.) de dos experimentos

independientes realizados por duplicado.
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8. RESULTADOS

8.1. GENERACION DE PLASMIDOS DE EXPRESION DE SOD1

Con la finalidad de lograr la expresién constitutiva de SOD1 humana en células ES y en
neuronas derivadas de estas células, se generaron vectores de expresion de esta enzima bajo
el control del promotor CMV/CBA. Para ello, se reemplazaron las secuencias promotoras
de los plasmidos pcDNA3-SOD1**Y, pEGFP-C2-SOD1%" y pEGFP-C2-SOD1** por el
promotor CMV/CBA, dando lugar a los vectores CMV/CBA-SOD1**V (Fig. 8),
CMV/CBA-SOD1%"-EGFP y CMV/CBA-SOD1**V-EGFP (Fig. 9), respectivamente.
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Figura 8. Piasmidos de expresion de
SODI1. (a) EI promotor CMV del
plasmido PcDNA3-SODI1 se
reemplazé por (b) el promotor
CMV/CBA que se encontraba
clonado en el vector pKS. (¢) La
construccién resuttante, CMV/CBA-
SOD1A¥, se linearizé con Sspl para
ser fransfectada en células ES. Las
lineas punteadas abarcan los
fragmentos de cada plasmido que
se tomaron para hacer la
construccion.
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Figura 9. Pidsmidos de expresion de SOD1-EGFP. (a) El promotor CMV del plasmido pEGFPC2-SOD1
se reemplazé por (b) el promotor CMV/CBA que se encontraba clonado en el vector pKS. (c) La
construccion resultante, CMV/CBA-SOD1MV, se linearizé con Alwd4l (=Apall) para su fransfeccion
estable en células ES. Las lineas punteadas abarcan los fragmentos de cada plasmido que se
tomaron para hacer la construccion.

La funcionalidad de las construcciones generadas se verific6 mediante su
transfeccién transitoria en células de mono COS-7. Transcurridas 48 horas después de la
transfeccion, se examinaron los cultivos con un microscopio invertido de fluorescencia. Se
observé que aproximadamente el 70% de las células lipofectadas con los vectores que
codifican para SOD1-EGFP eran EGFP".



La expresién transitoria de SOD1¥"-EGFP en células COS-7 produjo una sefial
fluorescente distribuida homogéneamente en todo el citoplasma; en contraste, la expresion
de SOD1**V-EGFP indujo un sefial heterogénea y més localizada, indicando que la enzima
mutante habia formado agregados (Fig. 10).

Cmv CMV/CBA

Figura 10. Expresion transitoric de SODI-EGFP en células COS-7. La expresion de SODIW-EGFP
genera una senal fluorescente distribuida homogéneamente en el citoplasma celular, mientras que
la expresion de SOD14V-EGFP induce la formacién de agregados. Barra de escala 20 pm.

Analisis de western blot realizados a partir de extractos de proteina de las células
COS-7 transfectadas, confirmaron la expresion de SOD1 humana (hSOD1) sobre una banda
de fondo de ~12 kDa correspondiente a la enzima endégena (mSOD1) (Fig. 11a).

a , b
CMV CMV/CBA 2
. & . & £ s
% "

6 9 & 2 5 My CMV/CBA § 5

@ > > e % sy = o a Sa
ko 2 < < =T 2 & & 3 & 5 2 2%

- =} Q
a0— l4-hsoD1- > % 3 5 & I £ 8 g
EGFP 2 2 2 3 3 3I § FE
25— Bof £ 5% b 3
20— . ﬁ o T
15— - hSOD1 A B
¢ mSOD1 e T hé

EGFP

Figura 11. Niveles de expresion y de actividad de SOD1 en células COS-7. Cultivos confluentes de
células COS-7 se transfectaron transitoriamente con vectores de expresion de SOD1 bajo el control
de los promotores CMV o CMV/CBA: después de 48 horas las células se lisaron y se obtuvo un
extracto de proteina. (a) 50 ug de cada extracto de proteina se fraccionaron por SDS/PAGE en
geles al 11% y se analizaron mediante western blot con un anticuerpo policional anti-SOD1. (b) 150
pg de cada extracto de proteina se utilizaron para analizar la actividad de SOD1 en geles nativos al
8%. hSOD1=SOD1 humana: mSOD1=SOD1 de mono; rSOD1=SOD1 de ratén.
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En el caso de las células transfectadas con el vector CMV/CBA-SOD1**Y

ademas de la enzima enddgena, una unica banda de ~15 kDa, correspondiente a la forma

se detecto,

monomérica de SOD1**Y. Mientras que en las células lipofectadas con los vectores que
codifican para SOD1Y'-EGFP y SOD1**V-EGFP se observé una banda principal de ~40
kDa que correspondia al mondémero de la proteina de fusion SOD1-EGFP, asi como otras
bandas mas débiles y de menor peso (~15, ~20, ~25 y ~35 kDa), que indicaban la presencia
de posibles productos de degradacion.

Finalmente, con los extractos de proteina derivados de las células transfectadas, se
realizé un ensayo de actividad de SOD en geles de acrilamida. Una de las finalidades de
este ensayo era determinar si en la fusion de SOD1 a EGFP la actividad enzimatica de la
SOD1 se mantiene. Se observé que la proteina de fusion SOD1™'-EGFP mantiene
actividad significativa de superoxido dismutasa. En ningin caso se detect6 actividad para la
enzima SOD1**V (Fig. 11b).

8.2. ESTABLECIMIENTO DE LINEAS DE CELULAS ES QUE EXPRESEN SOD1

Una vez verificada la funcionalidad de los vectores de expresion generados, se procedio
con el segundo objetivo de este trabajo, la obtencion de lineas de células ES murinas que
expresen de forma estable y constitutiva la enzima SODI humana silvestre o su forma
mutante A4V.

Los plasmidos de expresion CMV/CBA-SOD1*Y, CMV/CBA-SOD1Y'-EGFP vy
CMV/CBA-SOD1™MY-EGFP previamente linearizados se introdujeron en células AB2.2 por
electroporacion, obteniendo varias clonas (233+2.64 D.E. en tres experimentos de
electroporacion) de células ES resistentes a G418. Para cada construccion, se aislaron 24
clonas resistentes a G418 y se expandieron para analizar los niveles de expresion de SODI.
En el caso de las clonas obtenidas de la transfeccion de los plasmidos CMV/CBA-
SODIY'-EGFP y CMV/CBA-SOD1*V-EGFP se eligieron clonas que mostraran expresion
de EGFP. En lo que se refiere al vector CMV/CBA-SOD1**Y, la seleccion fue al azar.

Después de un primer analisis por western blot, se eligieron varias clonas de células
ES con niveles similares de expresion de SODI. Las clonas que expresaban SOD1Y'-
EGFP y SODI™Y-EGFP se expandieron y se analizaron bajo el microscopio de
fluorescencia para seleccionar aquellas en las que las colonias presentaran una expresion
homogénea de EGFP. Posteriormente, con el fin de verificar que la expresion de la hSODI
en las clonas seleccionadas fuera constitutiva, se indujo la formacion de EBs. Los EBs se

mantuvieron en cultivo 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 patrén de
expresion homogéneo de EGFP. Con base en lo anterior, se eligieron las clonas WTF1,
WTF10 (CMV/CBA-SODI1V'-EGFP) y A4VF3 (CMV/CBA-SOD1**V-EGFP) para
realizar los experimentos subsecuentes (Figs.12 y 13).
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Figura 12. Clonas seleccionadas de células ES con expresion estable de hSOD1. Después de dos dias
de cultivo sobre células alimentadoras, las clonas seleccionadas se expandieron en cajas de cultivo
cubiertas con gelating, sin células alimentadoras y con medio suplementado con LIF. Los niveles de
expresion de SOD1 se verificaron mediante andlisis western blot de extractos de proteina derivados
de estos cultivos. hSOD1=SOD1 humana:; rSOD1=SOD1 murina.

En el caso de las clonas seleccionadas después de la electroporacion con el vector
CMV/CBA-SOD1**Y, no fue posible detectar la expresion de la enzima mutante mediante
western blot, debido a que su peso molecular es igual al de la enzima enddgena y el
anticuerpo empleado reconoce a ambas. No obstante, dado que presentaba un fenotipo
similar a la A4VF3 (ver mas adelante), lo que sugeria que expresaba cantidades suficientes
de SOD1™Y (dato a confirmar mediante RT-PCR), se seleccioné también la clona A4V2.

Durante la expansion de la linea AB2.2 y las clonas seleccionadas, se observo que
mientras que las células AB2.2 y las que expresan hSOD1"" forman colonias compactas,
con los limites redondeados y bien definidos, las células que expresan hSOD1**Y se
desarrollan en colonias extendidas con bordes irregulares. Estas diferencias se perciben mas
facil cuando las células crecen sobre cajas de cultivo sin células alimentadoras y con medio
M15 suplementado con LIF, se acentian conforme transcurre el tiempo de cultivo y son
mas marcadas cuando el cultivo casi ha llegado a confluencia (Fig. 14).
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Figura 13. Células ES silvestres (AB2.2) y clonas seleccionadas con expresion estable de hSOD1. (a) y
() Células indiferenciadas a los 2 dias de cuitivo. (¢) Cuerpos embrionarios de 3 dias de desarrollo.

Las imagenes de fluorescencia muestran la expresion constitutiva de EGFP-SOD1. Barras de escala
100 pm.

54



Figura 14. Morfologia de colonias de clonas seleccionadas de células ES con expresion estable de
hSOD1. Transcurridos cuatro dias de cultivo en cajas con gelating, sin células alimentadoras y con
medio suplementado con LIF, se observan diferencias en la morfologia de las colonias de células
que expresan SOD144V con respecto a las de células silvestres. Barra de escala 100 um.

8.3. DIFERENCIACION DE CELULAS ES AL FENOTIPO MOTONEURONAL

El tercer objetivo de este trabajo fue llevar a cabo la diferenciacion de células ES al
fenotipo motoneuronal. Para ello, se recurrio al protocolo establacido por Wichterle er al.
(2002), el cual involucra el cultivo de células ES en suspension por 2 dias para inducir la
formacion de EBs, y posteriormente, el tratamiento de estos agregados con RA y Shh
durante 5 dias (ver detalles en la seccion de Métodos).

Concluido el protocolo de diferenciacion, las células se cultivaron nuevamente en
condiciones de adhesion. Inicialmente, se emplearon dos paradigmas de cultivo: en uno, los
EBs se sembraron integros, y en el otro, se disociaron previamente. En ambos casos, se
observo que después de un dia de cultivo, gran parte de las células tratadas habian
extendido neuritas largas y expresaban el marcador neuronal TubBIIl. Una subpoblacién de
las células TubBIII", expresaba también el marcador motoneuronal Islet1/2 (Fig. 15).

Tomando en cuenta los objetivos de este trabajo, se encontré que la disociacion de
los EBs previa al plateo, tenia algunas ventajas sobre la siembra de los EBs integros. Las
neuronas quedaban mas extendidas y separadas entre si, lo que facilitaba los conteos y
resultaba mas adecuado para analizar deterioro y muerte neuronal, incluso a nivel de células
individuales. Dado lo anterior, se optd por incluir la disociacién de EBs para los estudios
siguientes.
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Figura 15. Las células AB2.2 fratadas con RA y Hh-Agl.3 expresan el marcador neuronal Tub il
(verde) y el marcador motoneuronal Isl1/2 (rojo). Después de 5 dias de tratamiento, los cuerpos
embrionarios, integros (a) o disociados (b), se platearon sobre una monocapa de células
alimentadoras. Transcurido 1 dia de cocultivo se observa que las células tratadas han extendido
extensas neuritas. Barra de escala 100 um.

8.4. SUSCEPTIBILIDAD DE MOTONEURONAS DERIVADAS DE CELULAS ES A LA
TOXICIDAD INDUCIDA POR FALS-SOD1

Para analizar el efecto de la expresion de la enzima SOD1**Y

en neuronas motoras, se
aplicé el protocolo de diferenciaciéon de células ES al fenotipo motoneuronal en las lineas
WTF1, WTF10, A4V2 y A4VF3, asi como en células AB2.2 silvestres. Concluido el
tratamiento con RA y Hh-Agl.3, se sembraron 1.5 x 10° células por pozo de 2 cm’ sobre
una monocapa de células alimentadoras (fibroblastos STO mitéticamente inactivados).
Posteriormente, se realizaron conteos del nimero total de células y del porcentaje de
motoneuronas. Esto tltimo, mediante la identificacion por inmunocitoquimica de células
positivas para el marcador Isl1/2.

Se encontro que a los 4 dias post-induccidn, sin haber diferencias en el nimero total
de células (p = 0.8), el porcentaje de motoneuronas en los cultivos derivados de las lineas

de células ES que expresan SOD1**Y

era significativamente menor en relacion al de los
cultivos derivados de células silvestres y de aquellas que expresan SOD1™" (p = 0.02) (Fig.

16).
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Figura 16. Diferenciacion de células ES
sivestres y con expresion estable de
hSODI1 al fenotipo motoneuronal.
Concluido el tratamiento con RA y Hh-
Ag1.3, los EBs se disociaron y se
sembraron 1.5 x 10° células sobre una
monocapa de células alimentadoras. A
los 2 dpi los cultivos se frataron con Ara-
C 10 uM para evitar divisiones celulares
futuras. Se muestra (b) el nimero total
de células a los 4 dpi, vy (a, c) el
porcentgje de células Is*. Los datos
representan las medias + D.E. de dos
experimentos independientes realizados
por duplicado. Barra de escala 100 pm.

Adicionalmente, se evalud la estabilidad general de los cultivos. Se observé que

bajo las condiciones empleadas, los cultivos de motoneuronas derivados de las células
AB2.2 y de las que expresan SOD1%" se mantienen en buenas condiciones hasta por tres

semanas, sin haber cambios significativos en el nimero total de células (p > 0.05) (Fig. 17).
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Figura 17. Numero total de células
por pozo de 2 cm? a los 20 dpi. Los
datos representan las medias + D.E.
de dos experimentos independientes
realizados por duplicado.

Al analizar en conjunto el nimero total de células a los 20 dpi en todas las lineas

empleadas, se encontré que la poblacion celular total es significativamente menor en las
lineas A4V2 y A4VF3, en comparacion con las lineas AB2.2 y WTFI (p = 0.0148)

(Fig.17).
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9. DISCUSION

9.1. PROPIEDADES DE LA SOD1A4v

Diversos autores han reportado que una caracteristica prominente de varias lineas de
ratones transgénicos y lineas celulares que expresan fALS-SOD1 es que presentan
agregados citoplasmaticos (Bruijn et al., 1998; Tobisawa et al., 2003; Turner et al., 2005).
Consistente con esos reportes, durante la verificacion funcional de los vectores de
expresion en células COS-7 nosotros observamos que, a diferencia de la SOD1 silvestre
que se distribuye difusamente en todo el citoplasma celular, la mutante A4V forma
agregados.

Se ha sugerido que la propiedad de la fALS-SODI1 de precipitar facilmente y formar
agregados, esta asociada con cambios conformacionales que disminuyen su solubilidad. De
hecho, estudios in vitro realizados con distintas mutantes de la SOD1 asociadas a la fALS
(A4V, G93A, G93R y E100G) han demostrado que, en relacion con la enzima silvestre, las
formas mutantes tienen menor estabilidad y mayor velocidad de desnaturalizacion. Lo
anterior provoca que, del total de la poblacion de enzima, la mayor parte se encuentre
desnaturalizada o solo parcialmente plegada, lo que incrementa su propension a agregarse
(Stathopulos et al., 2003).

Aparte de la solubilidad, otra de las propiedades de la SOD1 que se ve afectada en
la fALS-SODI es su actividad enzimatica. Aunque ciertas formas mutantes son totalmente
inactivas, la mayoria retienen entre el 30 y 60% de actividad en relacion con la enzima

A4V 3
, se sabe que la enzima

silvestre, y algunas incluso el 100%. En el caso de la SODI1
mantiene actividad, pero los datos reportados son muy heterogéneos: 12%, 45% y 75%
respecto a la enzima silvestre (Ratovitski er al, 1999; Borchelt et al., 1994; Ray et al.,
2004). La variabilidad tan alta de estos datos y el hecho de que en el ensayo que nosotros
realizamos no detectaramos actividad alguna, podria ser resultado de diferencias en la
sensibilidad de las técnicas empleadas y en las condiciones particulares del ensayo, pues se
ha demostrado que la actividad especifica de la mutante A4V esta en funcién de su
concentracion, siendo menor a concentraciones mas bajas (Ray et «l., 2004). Ademas, en
nuestro caso particular, podria deberse a que el método que empleamos para preparar los
extractos de proteina quiza no logre deshacer los agregados de la enzima mutante, por lo

que estariamos perdiendo una parte importante de la muestra.
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9.2. EXPRESION CONSTITUTIVA DE SOD1 EN CELULAS ES

El principal atributo de las células troncales embrionarias es que, atin después de haber sido
expandidas y manipuladas in vitro, mantienen la capacidad de diferenciar a todos los tipos
celulares del embrion y del adulto. Dicho potencial ha llevado a que estas lineas celulares
constituyan una importante herramienta para introducir alteraciones genéticas especificas
en la linea germinal, permitiendo la generacion de animales transgénicos, y para analizar in
vitro el papel de distintos genes durante la diferenciacién celular (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 celulares y virales en células ES en diferentes estados de
diferenciacion (Chung et al., 2002; Ward y Stern, 2002; Zeng et al., 2003). Se ha reportado
que el “enhancer” del citomegalovirus (CMV) fusionado al promotor de B-actina de pollo
(CBA) es capaz de dirigir la expresion constitutiva de transgenes tanto en células ES
indiferenciadas (Chung et al., 2002), como en los distintos tipos celulares del embrion y del
adulto, incluyendo las células del sistema nervioso (Pratt et al., 2000).

Tomando como base esas observaciones, en este trabajo decidimos utilizar el
promotor CMV/CBA para lograr la expresion constitutiva de SOD1 humana en la linea de
células ES AB2.2. La tusion de la enzima a la proteina verde fluorescente nos permitio
verificar que la actividad del promotor se mantuviera estable en diferentes ectapas del
proceso de diferenciacion neuronal: células indiferenciadas, cuerpos embrionarios y
neuronas maduras.

Comprobar continuidad y ubicuidad de la expresion de la SOD1 era esencial para
que el modelo de estudio que se plantea en este proyecto reprodujera de la manera mas fiel
posible el proceso degenerativo que ocurre in vivo, dado que, a pesar de que la ALS es una
enfermedad que se manitiesta hasta la etapa adulta y afecta unicamente a las neuronas
motoras, la fALS-SOD1 se expresa en todos los tipos celulares y durante toda la vida del
individuo. Ademas, el hecho de que la evidencia actual apunta a que la degeneracion
motoneuronal inducida por la fALS-SOD1 no es un proceso celular autonomo, sino que
require 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 expresion de la SODI sea
constitutiva. Pues de esta manera se garantiza que todos los tipos celulares que se deriven
de las células ES transfectadas y que podrian estar interaccionando con las MNs en el
cultivo, estardn expresando la enzima mutante.

Algo que llamé nuestra atencién durante la expansion de las células ES

indiferenciadas, fue la morfologia de las colonias de las células que expresan SOD1 AV En
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contraste con la linea AB2.2 silvestre que forma colonias redondas y con los limites bien
definidos, las células ES que expresan SOD1**Y generan colonias més extendidas y con
forma irregular. Este cambio en la morfologia no parece ser consecuencia simplemente del
evento de transfeccion o de la expresion de SODI, ya que las células ES que expresan
SOD1%Y" no presentan dicho fenotipo. Hasta ahora, no existe ningun reporte en la literatura
que asocie la expresion de fALS-SOD1 con un fenémeno de este tipo, por lo que podria ser
interesante analizarlo con detalle. Una estrategia que nos ayudaria a visualizar mejor lo que
esta ocurriendo seria la realizacion de ensayos clonales, pues estos permiten monitorear
temporalmente el desarrollo colonial a partir de una sola célula. Con ello, se podria obtener
informacidn detallada sobre diferencias en el patron y la tasa de proliferacion, factores que

quiza pudieran estar contribuyendo a este fenotipo.

9.3. GENERACION Y MANTENIMIENTO DE MOTONEURONAS

En el 2002 Wichterle y colaboradores demostraron que es posible generar neuronas
motoras in vitro a partir de células ES de raton, en un proceso que recapitula las diferentes
etapas de la diferenciacion motoneuronal que ocurren in vivo. En dicho reporte se senala
que después de cinco dias de tratamiento con acido retinoico y Sonic hedgehog, el 20-30%
de las células del EB adquieren identidad motoneuronal. Bajo nuestras condiciones de
cultivo con la linea celular AB2.2 esta proporcion se conserva, ya que aproximadamente el
25% de las células tratadas son positivas para el marcador motoneuronal Isl1.

Dados los objetivos de nuestro trabajo, nos interesaba encontrar un sistema de
siembra que nos permitiera obtener cultivos motoneuronales estables, es decir, que
eliminara al maximo la muerte celular espontanea, y ademas, era deseable que las neuronas
quedaran extendidas de modo que se pudieran analizar y contar facilmente. En la mayoria
de los protocolos publicados para inducir la diferenciacion neuronal de células ES, las
células generadas se platean sobre cajas de cultivo cubiertas con algun sustrato que permita
la adhesion y desarrollo neuronal, como poli-D-lisina/laminina (Li et al., 1998) o
poliornitina/laminina (Renoncourt et al., 1998; Lee et al., 2000). Sin embargo, la viabilidad
de estos cultivos es limitada y las células tienden a crecer en agregados débilmente
adheridos a la superficie, lo que dificulta su conteo y las hace muy susceptibles a
desprenderse durante los cambios de medio y lavados (Qu et al., 2003 y nuestras propias
()bselvacioneé).

Se ha observado que al platear neuronas motoras recién aisladas de un animal sobre

una monocapa preexistente de astrocitos o fibroblastos, la viabilidad de los cultivos
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aumenta notablemente en comparacion con la de un monocultivo (Bér, 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 consideracion,
decidimos evaluar la estabilidad de un sistema de co-cultivo de motoneuronas derivadas de
células ES y células alimentadoras (fibroblastos mitéticamente inactivados). Encontramos
que en estas condiciones las neuronas generadas pueden mantenerse en cultivo hasta por
tres semanas. Adicionalmente, observamos que las neuronas extienden neuritas mas largas
que las cultivadas directamente sobre la caja cubierta con poli-D-lisina y que su
distribucion espacial mejora.

En un futuro, quiza seria conveniente evaluar la utilizacion de células gliales como
sustrato, pues como se menciond anteriormente, se ha reportado que bajo estas condiciones
los cultivos se desarrollan mejor. Esto es de esperarse puesto que este tipo celular es el que
rodea a las células neuronales in vivo, y se sabe que no solo funciona como una fuente
importante de factores de crecimiento, sino también que los contactos neurona-astrocito
promueven la supervivencia neuronal a largo plazo. Cabe mencionar que, aunque los
cultivos de astrocitos normalmente se derivan de ratones post-natales (Qu et al., 2003),
también se pueden obtener a partir de células ES, con lo que tendriamos 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-SODI, o viceversa, y evaluar el efecto que tienen las células

gliales sobre la supervivencia de la poblacion motoneuronal en la ALS.

9.4. SUSCEPTIBILIDAD DE MOTONEURONAS DERIVADAS DE CELULAS ES A LA
TOXICIDAD INDUCIDA POR FALS-SODI1

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar si las motoneuronas derivadas de
células ES son susceptibles a la toxicidad inducida por una de las formas mutantes de la
SODI1 asociada a la ALS. Dado que la ALS es una enfermedad que provoca la
degeneracion especifica de neuronas motoras en personas adultas (revisado en Cleveland y
Rothstein, 2001), el que las motoneuneuronas derivadas de células ES sean sensibles al
efecto toxico de la SODI, depende de que posean propiedades tuncionales y/o moleculares
caracteristicas de una motoneurona madura que se ha desarrollado in vivo.

En estudios previos se habia demostrado que las motoneuronas derivadas de células

ES expresan distintos marcadores moleculares caracteristicos de las poblaciones
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desarrolladas in vivo, como HB9, Isl1/2, Lhx3 y Liml (Wichterle et al., 2002), y que
poseen las mismas propiedades electrofisiologicas que las neuronas derivadas de embrién
(Miles et al., 2004). Ademas se habia 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 et al., 2002).

En este trabajo, nosotros observamos que después de 4 dias de concluido el
protocolo de diferenciacion de células ES al fenotipo motoneuronal, la proporcion de

v
1"V era

motoneuronas presentes en los cultivos derivados de células que expresan SOD
menor con respecto a la de los cultivos derivados de células silvestres o que expresan la
SOD1Y". Lo que sugiere que las motoneuronas derivadas de células ES son vulnerables al
efecto toxico de la fALS-SODI. Esto, aunado a los reportes mencionados anteriormente,
confirma que las neuronas derivadas de células ES pueden ser motoneuronas maduras.

Cabe recalcar que, aunque se detectan diferencias en el numero de motoneuronas,
para asegurarse de que se trata de un efecto especifico de la SOD1 sobre este tipo neuronal
—como sucede en la enfermedad—, sera necesario verificar que la produccion general de
neuronas no se vea afectada, evaluando por ejemplo el nimero de células NeuN' o
TubBIII', y examinar si cualquier otro tipo neuronal presente en el cultivo presenta algin
cambio.

Por otra parte, también sera importante investigar si el menor numero de
motoneuronas en los cultivos que expresan fALS-SODI es resultado de que hay una menor
produccion de ellas, o de que las células generadas tienen una menor supervivencia. Para
ello, habra que realizar un analisis temporal del numero de motoneuronas, empezando quiza
desde un punto mas temprano a los 4 dp1 y tomando en cuenta tiempos mas tardios. Dado
que a los 20 dpi se observa un decremento en la poblacion total de células en los cultivos

A4V

que expresan SODI con respecto a los silvestres, esperamos que conforme transcurra el
tiempo de cultivo la poblacion motoneuronal siga disminuyendo, y que esta diferencia que

logramos detectar en la poblacion total sea un retlejo de ello.

9.5. LAS CELULAS 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 células troncales embrionarias. Este sistema tiene
varias ventajas sobre los modelos que existen actualmente, principalmente el factor

temporal y la facilidad 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 desordenes neurodegerativos se recurre al uso de animales
transgénicos. Sin embargo, la dilucidacion molecular de los mecanismos que originan una
enfermedad puede resultar mucho mas sencilla utilizando modelos celulares, en vez de
animales completos.

Habitualmente, los estudios de degeneracion motoneuronal que emplean modelos
celulares utilizan cultivos primarios, los cuales son dificiles de obtener, presentan mucha
muerte celular espontanea e implican aislar continuamente las células de un animal. En
otros casos, se emplean lineas de neuroblastoma, las cuales tienen la limitante de que no
presentan todas las caracteristicas de una neurona madura. En contraste, las células ES
indiferenciadas, son células que se dividen rapidamente, lo que facilita su modificacion
genética y la generacion de cultivos, y dado que los protocolos de diferenciacion neuronal
son relativamente cortos, permiten la obtencion de neuronas totalmente funcionales en poco
tiempo.

Tomando en cuenta estas propiedades de las células ES y la disponiblidad de
diversos protocolos de diferenciacion neuronal, la estrategia que aqui se empled para
generar un modelo de estudio de la ALS podria extenderse al estudio de otras enfermedades

neurodegenerativas.
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10. CONCLUSIONES

. El promotor CMV/CBA es capaz de dirigir la expresion de SODI en la linea de
células ES AB2.2 en diferentes estados de diferenciacion.

= En cocultivo con fibroblastos inactivados mit6ticamente, las motoneuronas derivadas
de células ES silvestres se mantienen viables hasta por 3 semanas.

. La SOD14*Y tiene un efecto negativo sobre el nimero de motoneuronas derivadas de

células ES.
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12. ANEXO: MEDIOS Y SOLUCIONES

1. CULTIVO DE CELULAS

D-MEM (“Dubelco’s modified Eagle Medium”) (GIBCO #12100-046)

Para 1 litro: 1 sobre de medio en polvo
3.7 g de NaHCO;3
H,O0 grado cultivo
. Disolver el medio en polvo en 800 ml de H,O grado cultivo mediante agitacion
suave.

. Aiiadir 3.7 g de NaHCOj; y agitar hasta disolver.

. Ajustar el pH a 6.9 con HC1 1N. Este pH esta 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 filtracion.

= En campana, aforar a 1 litro y esterilizar por filtracion a través de membrana de
0.22 pm.
= Almacenar a 4°C y utilizar en un periodo maximo de 2 meses.

D-MEM/F12 sin HEPES (GIBCO #12500-039).
Para 1 litro: 1 sobre de medio en polvo
2.438 g de NaHCOs
H,O
. A excepcion de la cantidad de NaHCOs, se prepara igual que el D-MEM.

Suero bovino fetal (FBS, “fetal bovine serum™) (GIBCO #16000-044)

. Inactivar las proteinas del complemento, calentado el suero a 56°C por 30
minutos.

. Alicuotar y almacenar a -20°C.

) Para utilizar, descongelar una alicuota y mantener a 4°C hasta por 1 mes.

GPS 100X. Glutamina + Penicilina + Estreptomicina
Para 100 ml: 100 ml de Gluta-Max 200mM (GIBCO #35050-061)
300 mg de penicilina
500 mg de estreptomicina

. Transferir 10 ml de Gluta-Max a un tubo de 15 ml.

. Agregar la penicilina y la estreptomicina. Disolver.

L) Esterilizar por filtracion a través de membrana de 0.22 pm y agregar la solucion
al restante de Gluta-Max. Mezclar homogéneamente.

= Alicuotar y almacenar a —20°C.

. Para utililizar, descongelar y mantener a 4°C hasta por 1 mes.

p-mercaptoetanol (BME) 100X

Para 25 ml: 4.5 ml de BME 55mM (GIBCO #21985-023)
20.5 ml de PBS 1X
. Almacenar a 4°C hasta por 2 meses.



PBS 1X (Buffer salino
Para 1 litro:

de fosfatos)

8 g de NaCl

0.2 gde KC1

1.44 g de Na,HPO4
0.24 g de KH,PO4
H,O

. Disolver y esterilizar por filtracion a través de membrana de 0.22 pm.

Tripsina 0.25% (GIBCO #15090-046)

Para 20 ml:
. Almacenar

Medio COS-7
Para 250 ml:

Medio STO
Para 250 ml:

Medio M15
Para 250 ml:

Medio de congelacion
Para 10 ml:

Medio DF
Para 50 ml:

2 ml de tripsina 2.5% en H,O grado cultivo (se almacena a —20°C)
18 ml de Verseno (GIBCO #15040-066)
a 4°C hasta por 1 mes.

222.5 ml de D-MEM
25 ml de FBS (final 10%)
2.5 ml de GPS 100X (final 1X)

230 ml de D-MEM
17.5 ml de FBS (final 7%)
2.5 ml de GPS 100X (final 1X)

204.75 ml de D-MEM

37.5 ml de FBS (final 15%)

2.5 ml de piruvato de sodio 100X (tinal 1X) (GIBCO #11360-070)
2.5 ml de aminoacidos no esenciales 100X (final 1X) (GIBCO
#11140-050)

250 pl de BME (final 1X)

2.5 ml de GPS 100X (final 1X)

2X

6 ml de D-MEM

2 ml de FBS (final 20%)

2 ml de DMSO (final 20%) (Sigma #D2650)

48.4 ml de D-MEM/F12 sin HEPES

500 pl de glucosa 450 mg/ml (final 4500 mg/l)

125 pl de insulina 4 mg/ml (final 10 mg/1) (GIBCO #13007-018)
69 pl de transferrina 4 mg/ml (final 5.5 mg/1) (GIBCO #13008-016)
187.5 ul de selenita de sodio 10uM (final 37.5nM)

10 pl de progesterona 100uM (final 20nM) (Sigma #8783)

30 pl de putrescina 0.1M (final 60uM)

91 ul de BME 55mM (final 0.1mM)

500 ul de GPS 100X (final 1X)
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Medio ESK10
Para 50 ml: 43.9 ml de D-MEM
5 ml de reemplazo de suero knockout (final 10%) (GIBCO #10828)
500 pl de aminoacidos no esenciales 100X (final 1X)
91 ul de BME 55mM (final 0.1mM)
500 pl de GPS 100X (final 1X)

Medio DFKS5. Medio DF + Medio ESK10 (1:1)
Lipofectamina 2000 (Invitrogen #11668-027)

Gelatina 1%
Para 300 ml: 3 g de gelatina
300 ml de H,O grado cultivo
Calentar en horno de microondas hasta disolver.
Esterilizar en autoclave.
Almacenar a temperatura ambiente hasta 2 meses.
Antes de usar llevar la solucion al 0.1% en H,O grado cultivo.

Mitomicina C 50X (Roche #107409)

Para 4 ml: 2 mg de mitomicina C
4 ml de PBS 1X

- Utilizar guantes y cubrebocas.

- Con una jeringa de | ml tomar 1 ml de PBS, clavar la jeringa en la tapa del
frasco de mitomicina para despresurizar e inyectar el PBS.

= Una vez disuelto, destapar el frasco, tomar el contenido con la jeringa y
adicionarlo a 3 ml de PBS en un tubo de 15 ml. La solucion debe verse azul-
violeta.

- Almacenar a 4°C en la obscuridad, hasta por 1 mes.

Ara-C (Citosina-1-f-arabinofurandsido) (Sigma #C1768)
Stock: 1 mM en PBS
L Almacenar a 4°C en la obscuridad.

LIF (Factor inhibidor de leucemia) (Chemicon #LIF2010)
Stock: 1 x 10° U/ml en PBS + BSA 10% (Sigma #A3059)
= Almacenar a 4°C.

Acido Retinéico (AR) (Sigma #R2625)
Stock: ImM en DMSO
- Almacenar a —20°C en la obscuridad.

Agonista de Sonic Hedgehog (Hh-Agl1.3) (Curis Inc.)

Stock: ImM en DMSO
= Almacenar a —20°C.
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2. WESTERN BLOTS Y GELES DE ACTIVIDAD
2.1. Extractos de proteina

Buffer de lisis. HEPES 20mM + DTT ImM + Mesilato de deferoxamina 0.1mM + PMSF
1 mM
Para 10 ml: 200 pl de HEPES IM
100 pl de DTT 100mM
10 pl de desferal 100mM
9.59 ml de H,0O
= Antes de usar adicionar 100 pl de PMSF 100mM.

HEPES 1M (4-(2-hidroxietil)-1-acido piperazinetansulfonico) (Sigma #H-6147)
Para 10 ml: 2.383 g de HEPES
10 ml de H,O
. Esterilizar por filtracion y almacenar a —20°C.

1,4-Ditiotreitol (DTT) 100mM (Merck #12013)

Para 10 ml: 154.5 mg de DTT
10 ml de acetato de sodio 0.01M pH 5.2
- Esterilizar por filtracion, y almacenar en alicuotas de 1 ml a —20°C.

Mesilato de deferoxamina 100mM (Sigma #D-9533)

Para 10 ml: 956.8 mg de mesilato de deferoxamina
10 ml de H,O
= Almacenar en alicuotas de 500 pl a —20°C.
PMSF 100mM
Para 10 ml: 174 mg de PMSF
10 ml de isopropanol
s Almacenar en alicuotas de | ml a-20°C.

2.2. SDS-PAGE (electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes)

Acrilamida/Bis (30% T, 2.67% C)
Para 100 ml: 29.2 g de acrilamida
0.8 g de N’N’-bis-metileno-acrilamida
H,O desionizada
o Utilizar guantes y cubrebocas.
= Disolver, filtrar y almacenar a 4°C en la obscuridad.

Tris-HCI 1.5M, pH 8.8
Para 150 ml: 27.23 g de Tris base

80 ml de H>O
. Ajustar pH 8.8 con HC1 6N.
. Aforar con H,O y almacenar a 4°C.
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Tris-HCI 0.5M, pH 6.8
Para 100 ml: 6 g de Tris base
60 ml de H,O
. Ajustar pH 6.8 con HCI 6N.
" Aforar con H,O y almacenar a 4°C.

TEMED (Bio-Rad #161-0801)

Persulfato de amonio (APS) 10% (Bio-Rad #161-0700)

Para 1 ml: 100 mg de APS
1 ml H,O
HCI 6N
Para 100 ml: 81.6 ml H,O
18.4 ml de HCI

Buffer de corrida. Tris 25mM, pH 8.3 + glicina 192mM + SDS 0.1%
Para | litro:3.03 g de Tris base
14.4 g de glicina

1 gde SDS
H,O
Buffer de carga 5X
Para 9.5 ml: 3.55 ml de H>O desionizada

1.25 ml de Tris-HC1 0.5M, pH 6.8
2.5 ml de glicerol
2 ml de SDS 10%
200 pl de azul de bromofenol 0.5%
. Almacenar a temperatura ambiente.
. Antes de usar, afiadir 50 pl de B-mercaptoetanol (Bio-Rad #161-0710) a cada
950 pl de buffer. En estas condiciones, almacenar a —20°C.

2.3. Western blot

Buffer de transferencia. Tris 25mM, pH 8.3 + glicina 192mM + metanol 20% + SDS

0.1%
Para 1 litro: 3.03 g de Tris base
14.4 g de glicina
1 gde SDS
= Disolver en H,0O, aforando a 800 ml

- Anadir 200 ml de metanol

TBST. Tris-HCI 100 mM, pH 7.5 + NaCl 0.9% + Tween 20 0.1%
Para 1 litro: 100 ml de Tris-HCI 1M, pH 7.5
9 g de NaCl
1 ml de Tween 20
H,O
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DIG3. Tris-HCI 100mM, pH 9.5 + NaCl 100mM + MgCl, 50mM
Para 10 ml: 1 ml de Tris-HCI 1M, pH 9.5
0.2 ml de NaCl 5SM
0.5 ml de MgCl, 1M
8.3 ml de H,O
NBT (Cloruro 4-nitro azul tetrazolio) (Roche #1383213)

BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) (Roche #1383221)
2.4. Geles de actividad de superdxido dismutasa
Acrilamida/Bis (30% T, 2.67% C)

Tris-HCI 2M, pH 8.9
Para 100 ml: 24 g de Tris base

60 ml de H,O
» Ajustar pH 8.9 con HCI 6N.
. Aforar con H>O y almacenar a 4°C.

TEMED
Persulfato de amonio (APS) 10%

Buffer de corrida. Tris 25mM, pH 8.3 + glicina 192mM
Para | litro:3.03 g de Tris base
14.4 g de glicina
H,O

Buffer de carga
Para 1.5 ml: 1 ml de glicerol
500 ul de Tris-HCI 2M, pH 8.9
3 mg de azul de bromofenol

Solucion 1
Para 7.5 ml: 7.455 ml de H,O
7.5 ul de riboflavina 10% en H,O
37.5 ul de NBT
» Preparar en la obscuridad.
= Disolver y filtrar a través de membrana de 0.22 pm.
Solucion 2
Para 7.5 ml: 7.5 ml de H,O

45 ul de TEMED
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3. INMUNOCITOQUIMICA

Paraformaldehido (PFA) 4%. Preparar fresco
Para 10 ml: 0.4 g de paraformaldehido

PBS 10X

H,O bidestilada
Utilizar guantes y cubrebocas y trabajar en campana.
Calentar 8 ml de H,O 10-15 segundos en horno de microondas, cuidando de
que no hierva.
Adicionar 0.4 g de PFA.
Adfiadir 2 pl de NaOH 2.5 M. Agitar hasta que la solucion se vea clara.
Afiadir 1 ml de PBS 10X.
Aforar con H>O y dejar enfriar 10 minutos en hielo.
Filtrar a través de membrana de 0.22 pm.

Para 50 ml: 4 g de NaCl

PBS 1X

0.1 gde KCl
0.72 g de Na;HPO4
0.12 g de KH,PO4
H>O
Disolver y ajustar pH a 7.4 con HCL
Esterilizar por filtracion a través de membrana de 0.22 um.

Tritéon X-100 (Bio-Rad 161-0407)

Suero de oveja (SS, “sheep serum”)

DAPI (Molecular Probes #D-1306)

Solucion de montaje
Para 10 ml: 5 ml de glicerol

5 ml de NaHCO; 0.1M, pH 9.0
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