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Resumen

El uso de vectores para la sobre-expresion de genes es una herramienta muy
importante para estudios de analisis genético. Los vectores derivados de retrovirus como el
virus de la Leucemia Murina de Moloney son de suma utilidad en estudios a largo plazo en
células madre, debido a que son capaces de integrar su informacién genética a la del
hospedero de una manera dependiente de la division celular. Las células madre (CM)
poseen la capacidad de autorenovarse y generar nuevos tipos celulares especializados. De
acuerdo con su capacidad de diferenciacion y la fase en el desarrollo de la cual se obtengan
a las CM se las puede clasificar como pluripotenciales o multipotenciales. Las CM que
pueden diferenciarse a tipos celulares neurales pueden ser de ambos tipos. En esta tesis
utilizamos a las células madre neurales que se encuentran presentes durante el desarrollo
embrionario/fetal del organismo y que son multipotenciales. Durante la formacién del Sistema
Nervioso Central, se ha observado que los progenitores neurales generan primero neuronas
y posteriormente glia. Se han caracterizado diferentes moléculas y vias de transduccion que
estan involucradas en el destino de las células madre neurales. Notch es una proteina
transmembranal que actia como receptor y cuando su porcién intracelular es liberada y
translocada al nucleo, actia como factor transcripcional. En células madre neurales se ha
reportado que esta proteina se encuentra involucrada en el mantenimiento del estado
indiferenciado y también en la diferenciacion hacia destinos astrociticos. Al sobre-expresar el
fragmento intracelular activo de la proteina Notchl, mediante la transduccion de células
madre neurales con vectores retrovirales que contenian al fragmento fusionado a la proteina
verde fluorescente como gen reportero, observamos que se promueve la diferenciacion de
estas células hacia astrocitos. Esta diferenciacion preferencial no se observé en células
infectadas con los virus que contenian sélo a la proteina verde fluorescente, por lo que se

establecid una relacién directa entre la activacion de Notch y la diferenciacién astrocitica.
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Introduccion

Formas de transmision de la informacidén genética

El flujo tradicional de la informacién genética se explica como la transferencia de esta
informacién de los progenitores a su descendencia; no obstante, existen en la naturaleza
mecanismos alternativos para esta transmision, que pueden ser intra- e Inter-especies. Estos
mecanismos no sélo son de suma importancia durante los procesos adaptativos y evolutivos
de las especies que los practican, sino que también se han convertido en instrumentos Utiles
para el estudio celular y molecular de los organismos.

La transferencia de material genético de una bacteria a otra se describié por primera
vez en la década de los 40, esta se realizaba mediante apéndices extracelulares llamados
pilis, a través de los cuales se pasaban, de una célula a otra, pequefias moléculas circulares
de ADN de doble cadena llamados plasmidos, presentes en el citoplasma de las bacterias y

con capacidad de replicacion auténoma (Adelberg y Pittard, 1965). Estos plasmidos son los

responsables de conferir a las bacterias que los portaban caracteristicas como resistencia a
antibioticos, metales pesados y otros patégenos.

Durante la década de los 70, se comenz6 a explorar esta capacidad de almacenaje y
transferencia de informaciéon de los plasmidos, caracteristica que permiti6 que fueran
utiizados como herramientas genéticas a las que llamamos vectores de clonacién
(Geoghegan, 2002).

La mayor parte de los vectores utilizados en la actualidad en biologia molecular han
sido modificados con el propésito de incorporar caracteristicas que sean ventajosas
dependiendo el tipo de trabajo para el que se les utilice, por ejemplo: incorporando

secuencias reporteras que permitan detectar la presencia del vector, o seleccionar



directamente las células que lo contienen, detectar la presencia de alglin gen insertado en el
vector o conducir la expresion de algun gen o genes bajo diferentes contextos (Clark, 2005).

En la actualidad los plasmidos bacterianos son los vectores mas utilizados, ya que
pueden introducir secuencias de hasta 10 Kb y son faciles de reproducir y aislar. Sin
embargo, en algunas ocasiones cuando se necesita clonar grandes fragmentos de DNA es
posible utilizar otro tipo de vectores, como por ejemplo: vectores derivados de bacteriéfagos,
vectores quiméricos como los cosmidos o incluso cromosomas completos.

Muchos virus son utilizados también como vectores, especialmente cuando se trabaja
con eucariontes superiores. Dentro de los tipos de vectores virales utilizados se encuentran
dos tipos principales: vectores adenovirales y vectores retrovirales (VR), cuya mayor
diferencia radica, en el tipo de informacion genética que contienen, ADN o ARN
respectivamente.

Los vectores adenovirales se derivan de los adenovirus, los cuales conforman una
amplia familia de virus de cépside icosaédrica que atacan a las células animales. Los
diametros de sus viriones son cercanos a 75 nm y algunos de ellos pueden presentar
adicionalmente una membrana. Los adenovirus poseen ADN de cadena lineal que puede ser
sencilla o doble (Murphy et al., 1994), el cual introducen a la célula que infectan por
endocitosis o fusion membranal. Una vez dentro, el ADN utiliza directamente la maquinaria
celular para realizar su ciclo en la célula hospedera: replicar, transcribir y traducir su material
genético, para la produccion de nuevos viriones (Coffin et al., 1997).

Los adenovirus son capaces de infectar células quiescentes y en division. Es
importante mencionar que, a pesar de que el ADN de estos virus se vale de la célula
infectada para duplicarse, su material genético no se integra al del hospedero.

En los vectores adenovirales, el genoma del virion es modificado para contener
secuencias codificantes de interés que pueden no sélo ser introducidas en las células

infectadas, sino expresarse en ellas. Estos vectores son por lo tanto de gran utilidad para el
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conocimiento de las funciones de determinadas secuencias 0 genes expresados bajo
diferentes contextos celulares o bien del funcionamiento de diversas proteinas.

De manera similar, los vectores retrovirales (VR) son derivados a partir de otro tipo de
virus, los retrovirus. Estos también pueden ser utilizados para introducir y expresar genes de
interés dentro de células eucariontes. Sin embargo, presentan caracteristicas distintivas que
los hacen particularmente especiales y que permiten utilizarlos en estudios de expresion a
largo plazo con células madre (CM). Ya que este trabajo pretende servir como base para el
estudio de la expresion de una proteina activa en CM, este tipo de vectores seran revisados

con mayor detalle a continuacion.

Retrovirus y vectores retrovirales.

Los retrovirus comprenden una larga y diversa familia de virus encapsulados de ARN
que se pueden clasificar en cuanto a su estructura, funcién y propiedades replicativas
(Coffin, 1992). A las particulas infectivas ensambladas se les denomina viriones, los cuales
pueden tener de entre 80 a 100 nm de diametro, presentan un genoma diploide con longitud
de 7 a 12 kb de ARN linear de polaridad positiva. Ademas poseen una capside protéica y
una doble membrana de origen celular conocida como envoltura viral.

La caracteristica mas importante de esta familia es su estrategia replicativa, cuyo
paso esencial es la transcripcion reversa del ARN del virion a ADN lineal de doble cadena y
su posterior integracion al genoma de la célula infectada.

Su clasificacion taxondémica los ubica en la familia Retroviridae en la cual se
distinguen siete géneros agrupados en tres categorias basadas en sus relaciones evolutivas.
Cinco de estos géneros: Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus y
Epsilonretrovirus, corresponden a retrovirus con potencial oncogénico, mas comunmente

conocidos como oncovirus. La segunda categoria corresponde al género Lentivirus, virus
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que matan o causan pérdida de funcidon en células o tejidos especificos, uno de los
representantes de este género es el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). La tercera
y Ultima categoria contiene al género Spumavirus, del cual se sabe poco ya que, aungue no
producen alguna enfermedad conocida, infectan a mamiferos incluido el hombre (Coffin et
al., 1997; Pringle, 1999). Existe poca conservacion a nivel de secuencias entre los diferentes
géneros (Pages y Bru, 2004).

Una forma mas general de clasificacion de los retrovirus de acuerdo a la organizacion
de su genoma los agrupa en simples y complejos: los retrovirus simples contienen sélo las
secuencias que codifican para la formacién de la particula infectiva, la retrotranscripcion e
integracion de su genoma. Practicamente todos los oncovirus, excepto el virus humano de
las células T/virus de la leucemia bovina (HTLV-BLV), pertenecen a este grupo; por otro
lado, los retrovirus complejos poseen ademas otras secuencias regulatorias mas sofisticadas
en su genoma, codificadas por procesamiento alternativo. Los lentivirus y los espumavirus
entran en esta clasificacion (Murphy et al., 1994; Coffin et al., 1997).

La definicion candnica de los retrovirus se centra en las caracteristicas presentes en
los retrovirus simples. En este caso, dentro de los componentes basicos del genoma
retroviral podemos distinguir dos tipos de secuencias: las secuencias que actian en trans,
que basicamente codifican para todos los componentes necesarios para integrar a la
particula infectiva y las secuencias en cis, que son las encargadas de la retrotranscripcion,
de la integracién del genoma retroviral en la célula hospedera y el empaquetamiento de los
viriones. Estas secuencias se encuentran en tres dominios o marcos de lectura abierta
mayores llamados Gag, Pol y Env (Fig. 1A).

El dominio Gag dirige la sintesis de las proteinas internas estructurales del virién:
matriz (MA), capside (CA) y nucleocéapside (NC; Fig. 1B), componentes que son comunes a

todos los retrovirus y se originan de una poliproteina precursora que sufre modificaciones
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postraduccionales. Estas proteinas determinan el tamafio del virion y su morfologia (Ako-

Adjei et al., 2005).
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Fig. 1. Caracteristicas generales de los retrovirus. A) Principales componentes del genoma retroviral y
secuencias del ARN. LTR: secuencias repetitivas terminales largas; PBS: sitio de unién al promotor; y: sefial de
empagquetamiento; ppt: caset de polipurina; SD: donador de procesamiento alternativo; SA: aceptor de
procesamiento alternativo; algunos genes accesorios pueden observarse en el extremo 3’ y pueden sobreponerse
a la secuencia U3 (ver texto; Modificada de Pages y Bru, 2004). B) Representacién esquematica de una particula
retroviral. La envoltura viral esta formada por una bicapa lipidica de origen celular en donde se insertan las
proteinas TM (transmembranal) y SU (superficie), codificadas por el dominio Env:; Las proteinas MA (matriz), CA
(cépside) y NC (nucleocapside) son codificadas por el dominio Gag; RT (retrotranscriptasa) e IN (integrasa), son
codificadas por el dominio Pol. PR (proteasa) es codificada por el dominio Pro que se ubica entre Gal y Pol.
(Modificado de Coffin et al, 1997).
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El dominio Pol codifica a la proteina transcriptasa reversa (RT) y para la integrasa (IN;
Fig. 1B), que es la encargada de la integracién del genoma retroviral en el de la célula
hospedera. Adicionalmente se ha propuesto que esta proteina pudiera estar involucrada en
la retrotranscripcion del ARN del virus (Peng et al., 1997; Lai et al., 2001). Las proteinas
generadas por el dominio Pol se producen como proteinas de fusion con las del dominio Gal,
la proporcién Gal-Pol contra Gal es importante en la modulacién de la capacidad infectiva de
los viriones (Paulus et al., 2004).

Por dltimo, el dominio Env codifica para dos glicoproteinas membranales: la de
superficie (SU) y la transmembranal (TM), que se encuentran unidas mediante enlaces
disulfuro o interacciones no covalentes (Coffin et al., 1997) y ancladas a la membrana de
origen celular formando trimeros (Fig. 1B). Estas proteinas son cruciales para la fusion de la
membrana viral con la de la célula objetivo (Ou y Silver, 2005).

Adicionalmente, en los retrovirus se presenta un pequefio dominio llamado Pro que
codifica para una proteasa que esta involucrada en el procesamiento del precursor de Gag y
gue es esencial para la liberacién de las particulas infectivas (Pettit et al., 2005).

Otra secuencia en cis que es determinante para la retrotranscripcion del genoma
retroviral es el casete de polipurina (ppt), una secuencia rica en purina ubicada en el extremo
3’ de Env (Fig. 1A) que dirige la sintesis de la segunda hebra de DNA (Pages y Bru, 2004).

A cada extremo del genoma de ARN encontramos dos secuencias repetitivas (R) que
permiten a la RT saltar de un extremo a otro de la hebra de ARN durante la
retrotranscripcion. Estas secuencias contienen también sefales de poliadenilacion y lo cual
determina la longitud del ARN viral (Pages y Bru, 2004).

Otras secuencias en cis que son nhecesarias para la expresion durante la etapa de
provirus (etapa en la que el genoma retroviral ha sido retrotranscrito y se encuentra libre
dentro de la célula infectada) son U3 y U5 ubicadas en los extremos 3’ y 5’ respectivamente,

las cuales dirigen la transcripcion de los genes retrovirales y el reconocimiento de las
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secuencias R de poliadenilacién. En estas regiones se encuentran también un par se
secuencias repetitivas terminales largas (LTR’S) que actian como promotores de
latranscripcion del genoma retroviral (Coffin et al., 1997).

Por dltimo, la sefial de empaquetamiento (y), la cual es codificada por empalme
alternativo de las proteinas virales, es la encargada de reclutar ARN mensajeros (ARNm)
virales para ser empaquetados en las particulas virales previamente formadas. Cabe notar
gue en ocasiones pequefias moléculas de origen celular son empaquetadas también en la

particula infectiva (Pages y Bru, 2004).

Vectores retrovirales:

La expresion a largo plazo de un transgen a través de su integracion al DNA de la
célula hospedera es la caracteristica mas importante que presentan los VR (Pages y Bru,
2004). Los vectores derivados de virus son en general indistinguibles de sus virus
progenitores; no obstante, presentan modificaciones importantes en cuanto a la organizacion
de sus genomas.

Cuando se utilizan VR con capacidad duplicativa, es decir que son capaces de
generar nuevas particulas infectivas después de introducir su material genético a una célula
hospedera decimos que el virus infecta dicha célula, no obstante existen VR a los que se ha
quitado esta capacidad de duplicacion mediante el disefio del vector, para diferenciar a estos
dos tipos de vector se utiliza el término transduccion para referirse a la introducciéon del
genoma del virién a la célula hospedera (Coffin et al., 1997).

Los dominios Gag, Pol y Env son esenciales para la formacion de la particula
infectiva y deben estar presentes en el vector. Sin embargo para evitar la creacién de virus
con capacidad replicativa, estos componentes suelen encontrarse en diferentes unidades
transcripcionales. Esto disminuye la probabilidad de recombinacibn homdloga. Ya que

proteinas del domino Pol se traducen utilizando el ARNm de Gag, estos dos dominios se
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construyen en una misma unidad transcripcional y Env en una unidad separada. Con ésto
también se obtiene la ventaja de la libre eleccion del promotor para dirigir su expresion.

Las proteinas codificadas por Env son las que determinan la especificidad del virus o
vector derivado, con base en esto se ha probado que la incorporacion de envolturas
heterotropicas en los VR permite una mayor adaptacion de estas proteinas al tipo celular
objetivo. Por ejemplo, vectores derivados del virus de la leucemia murina de Moloney
(MoMLV) o HIV han sido modificados utilizando cubiertas de otros retrovirus como el virus de
la leucemia del mono gibon (GaLV) o proteinas de otros virus encapsulados como la proteina
G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G), la proteina HA del virus de la gripe o incluso
la cubierta del virus ébola (Arai et al., 1998; Wool-Lewis y Bates, 1998; Russell y Cosset,
1999).

Los VR pueden generarse a partir de células transfectadas transitoriamente con
plasmidos que contienen todas las secuencias codificantes necesarias para la produccion de
una particula retroviral recombinante. En este sistema las células se adaptan rapidamente al
transgen pero el titulo es variable, entendiendo como titulo a la cantidad de particulas
infectivas por volumen de sobrenadante (Yang et al., 1999). También es posible generar
lineas celulares productoras estables que actian como empaquetadoras integrando
establemente los dominios de Gal-Pol y Env en dichas células (Vanin et al., 1997). En ambos
casos las particulas infectivas son liberadas al medio de cultivo celular y ahi son
recuperadas. En ausencia de un vector recombinante que contenga la sefal de
empaqguetamiento y, las particulas pueden incorporar cualquier ARNm abundante en las
células y se consideran vacias (Muriaux et al., 2001).

El sistema de células empaquetadoras utilizado tiene una gran influencia en el titulo
de las particulas que se obtengan. En la eleccién de las lineas a utilizar deben tomarse en

cuenta la ausencia de patdgenos y una baja tasa de recombinacion homologa, debido a que
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secuencias retrovirales enddégenas pueden llegar a competir por el empaquetamiento con la
secuencia de interés (Patience et al., 1998).

El tamafo del transgen parece no ser una limitante en el empaquetamiento. Se ha
observado que es posible empaquetar fragmentos de hasta 20 kb en VR derivados de
MoMLV aunque, con muy baja eficiencia en la transcripcion reversa (Shin et al., 2000). En
términos generales, se acepta un promedio de 6 a 8 kb en la longitud méaxima del transgen
para la mayoria de los VR (Coffin et al., 1997). El transgen se clona generalmente en lugar
de las secuencias codificantes del retrovirus entre g y ppt (Fig. 2).

Para su expresion los transgenes pueden utilizar el promotor LTR propio del
retrovirus. Esta es una de las estrategias mas sencillas. Sin embargo, este promotor es mas
susceptible de silenciamiento pues al no controlarse el sitio de insercién, la expresion del
transgen depende del contexto de la cromatina. La seleccion de una secuencia LTR

adaptada a la célula objetivo puede disminuir este problema (Ketteler et al., 2002).

RUS
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Fig. 2. Estructura béasica de un vector retroviral. Dentro del retrovirus recombinante el ARN
gendmico es transcrito utilizando las secuencias U5 en 5’ (LTR 5’) o un promotor heterélogo.
Algunas estructuras opcionales pueden ser: un promotor interno y la eliminacion de las
secuencias transcripcionales en la region 3' LTR. El transgen puede ser clonado en cualquier
orientacion. LTR’s: secuencias terminales largas; RU5: secuencia terminal del extremo 5’; AU3:
secuencia terminal del extremo 3'; PBS: sitio de union al promotor; w: sefal de
empaquetamiento; ppt: caset de polipurina. (Modificada de Pages y Bru, 2004).

Otra aproximacion es el uso de un promotor interno para el transgen que asegure la
transcripcion de éste en la célula objetivo (Fig. 2). El uso de promotores tejido-especificos
para la célula objetivo aumenta en gran medida la capacidad de expresion del transgen y
reduce el silenciamiento. En estos casos se elimina también la secuencia U3 en 3. Este tipo

de vectores son capaces de ensamblarse y/o integrarse en un tipo celular diferente del
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destino sin presentar expresion de la proteina del transgen y se les llama autoinactivantes.
(Pages y Bru, 2004).

Los VR mas utlizados son derivados de oncovirus y lentivirus. La principal
caracteristica distintiva entre estos dos tipos de vectores es el tipo de células que pueden
transducir. Los vectores lentivirales pueden transducir células en cualquier fase del ciclo
celular mientras que los oncovirales sélo lo hacen en células en fase de division celular, esto
puede representar una desventaja al limitar el rango de accién de los vectores oncovirales.
Actualmente existen también VR hibridos que incorporan caracteristicas de ambos tipos e
incluso de otros virus encapsulados, como se mencioné anteriormente en el caso de las
proteinas de la capside viral o secuencias de importacion nuclear. El tipo de vector a utilizar

depende tanto del tipo celular objetivo como del tipo de analisis que se quiera realizar.

Vectores retrovirales derivados del MoMLV.

El MOMLV es un oncovirus del género Gammaretrovirus (Pringle, 1999), fue descrito
en 1960 por J. B. Moloney y fue el primer genoma retroviral secuenciado en su totalidad
(Shinnick et al., 1981). Los VR derivados de este virus se encuentran dentro de los mas
utilizados para la transferencia génica en células de mamiferos e incluso para terapias
genéticas a nivel clinico (Cavazzana-Calvo et al., 2000). Como el resto de los oncovirus, éste
no es capaz de infectar a células quiescentes (Yang et al., 1995; Andreadis et al., 1997), y
para que se pueda llevar a cabo la integracion del DNA viral es necesario que la célula
objetivo pase por la fase mitética. Esto se atribuye a la necesidad de la ruptura de la
membrana nuclear para que el provirus pueda alcanzar la cromatina (Roe et al., 1993). No
obstante, esta caracteristica hace a los VR derivados del MOMLV una herramienta util para la
transferencia génica en células con un ciclo celular activo, tal es el caso de las células madre

(CM).
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Una caracteristica importante que se ha incorporado a los vectores derivados de este
tipo es la sustitucion de las proteinas codificadas por Env silvestre, por la VSV-G. La
produccion de los VR encapsulados con esta proteina permite concentrar a las particulas
infectivas por ultracentrifugacion y por lo tanto, elevar los titulos obtenidos (Yang et al.,

1995).

Células madre.

Las CM poseen la capacidad de auto renovarse, es decir, dividirse para generar mas
CM con las mismas caracteristicas que su progenitora mediante division simétrica, ademas
de generar o diferenciarse en nuevos tipos celulares especializados (Donovan y Gearhart,
2001). La diferenciacién de las CM puede darse tanto por division simétrica como asimétrica,
en el primer caso la célula se divide y da origen a dos células hijas diferentes a la progenitora
pero iguales entre si, en el segundo la division genera dos células hijas diferentes entre si
una de las cuales conserva las caracteristicas de CM.

De acuerdo al tipo de células a que pueden dar lugar, existen diferentes tipos de CM.
Esto depende en gran medida de su localizacion y del estado del desarrollo de los
organismos en que se encuentren.

Las CM aisladas de etapas mas tempranas en el desarrollo tienen un mayor potencial
de diferenciacién, es decir, pueden generar mas tipos celulares que las CM aisladas de
estadios mas tardios. Con relacién a esto, podemos clasificar a las CM como totipotenciales,
pluripotenciales o multipotenciales.

Una CM totipotencial es aquella que es capaz de generar ella sola a todos los tipos
celulares embrionarios y extraembrionarios que constituyen a un organismo. El cigoto, es
decir la célula resultante de la unién de un 6vulo con un espermatozoide, es la Unica célula

que cumple con esta definicién y por tanto la Unica CM totipotencial.
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Las CM plutipotenciales son capaces de generar todos los tipos celulares
constituyentes de un organismo, primordialmente células de las tres capas germinales
primarias: endodermo, mesodermo y ectodermo, pero no estructuras extraembrionarias.
Dentro de esta clasificacion encontramos a las células madre embrionarias (CME) que son
derivadas de la masa celular interna del blastocisto, el cual es considerado como el ultimo
estadio del desarrollo embrionario antes de la implantacién (Evans y Kaufman, 1981; Fig. 3),
a las células madre embrionarias germinales (CMEG) que se derivan de las células
germinales primordiales que son las células precursoras de los gametos durante el desarrollo
embrionario (Matsui et al., 1992; Fig. 3) y a las células madre de carcinoma embrionario
(CMCE) aisladas de teratocarcinomas (Andrews, 1998; Fig. 3), que son tumores gonadales
que se generan en ovarios a partir de células precursoras llamadas ovocitos que se activan
partenogénicamente 6 mayoritariamente en testiculos a partir de los precursores llamados
gonocitos con caracteristicas anormales (Andrews, 2002). Las CM pluripotenciales tienen
muchos atributos en comun, son cultivadas para su proliferacion sobre una monocapa de
fibroblastos mitoticamente inactivados llamadas células alimentadoras o en presencia del
Factor inhibidor de la leucemia (LIF) sobre sustratos como gelatina, son morfol6égicamente
muy similares en estas condiciones y algunos de los marcadores clasicos de estas células
incluyen a la enzima fosfatasa alcalina, el factor de transcripcion Oct-4 y una alta actividad
de telomerasa (Donovan y Gearhart, 2001).

Las CM multipotenciales, se encuentran mas restringidas en cuanto al numero de
tipos celulares que pueden generar. Corresponden a progenitores especificos de cada tejido
gue pueden generar por lo menos un tipo celular diferenciado. Un ejemplo de estas células
puede ser las CM hematopoyéticas, que son capaces de generar todos los tipos celulares
constitutivos de la sangre o también por supuesto las CM neurales, que se describen a

continuacion.
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Células madre con potencial neurogénico.

Las CM con potencial neurogénico son aquellas que al diferenciarse pueden dar lugar
a los diferentes tipos celulares constitutivos del sistema nervioso (SN): neuronas y glia. De
acuerdo con este criterio, encontramos cinco grupos de CM que presentan este potencial,
estos son: las CME, las CMEG, las CMCE, las células madre neurales embrionarias (CMN) y
las células madre neurales de adulto (CMNA; Fig. 5).

Los primeros tres grupos corresponden a las CM plutipotenciales, que como ya se
menciond tienen la capacidad de diferenciarse hacia tipos celulares de las tres capas
embrionarias y por tanto, en presencia de factores y condiciones de cultivo adecuadas,
pueden diferenciarse a células neurales (Rathjen et al., 2002; Tabar et al., 2005).

Las CMN son las células precursoras del SN. Se originan a partir del neuroectodermo
gue durante la embriogénesis da lugar a dos poblaciones celulares: las células del tubo
neural, que generan a los precursores del sistema nervioso central (SNC) y las células de la
cresta neural, progenitoras del sistema nervioso periférico (SNP) (Stemple y Anderson, 1992;
Rathjen et al., 2002).

Recientemente se ha descubierto que no sélo durante etapa de desarrollo
embrionario existen CMN, sino que también se ha logrado observar neurogénesis debida a
diferenciacion de CM en la vida adulta en algunas zonas restringidas del cerebro,
denominadas CMNA (Alvarez-Buylla et al., 2002).

La identificacién inicial de las CMNA se hizo en el SNC de aves, al percatarse de la
capacidad neurogénica en un ndcleo de control vocal en canarios adultos (Goldman y
Nottebohm, 1983). Por otro lado, en mamiferos, se han identificado dos regiones
neurogeénicas: la zona subventricular (ZSV) en los ventriculos laterales, (Doetsch et al., 1999)

y la capa subgranular del giro dentado en el hipocampo (Cameron et al., 1993 ; Fig. 4B).
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Fig. 3. Origen de las células madre (CM) plutipotencials con potencial neurogénico. El
esquema representa los sitios de los cuales se pueden obtener los tres tipos de CM
plutipotencials, las cuales presentan las mismas caracteristicas bioquimicas y morfologicas en
cultivo y éstas células pueden diferenciarse entre otros tipos celulares, a destinos neurales. De
la masa interna del blastocisto se obtienen las células madre embrionarias (CME), de las
células primordiales germinales de génadas embrionarias, las células madre embrionarias
germinales (CMEG) y por Ultimo de tumores testiculares de adulto se derivan las células madre
de carcinoma embrionario (CMCE; Modificado de Donovan y Gearhart, 2001).

Como en esta tesis se utilizaron CMN extraidas de la corteza cerebral en desarrollo, a
continuacioén se revisa la forma en que se genera el SNC. Como ya se menciond, las CMN
se generan durante la formacién del SN de los organismos en desarrollo, el cual en
vertebrados se origina a partir del ectodermo neural (neuroectodermo). Mediante la induccién
embrionaria primaria del mesodermo notocordal, el cual se encuentra localizado por debajo
del ectodermo (en la region que va a dar origen a la cabeza), se forma la placa neural que
esta constituida por células columnares (Keller et al., 1992; Fig. 4). La placa neural se alarga
por accién de la notocorda y las células epidérmicas adyacentes se mueven hacia el centro

de la placa neural produciendo un plegamiento y elevacion de la placa para formar un surco.
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Las células dorsales adyacentes al surco neural posteriormente formaran la cresta neural,

éstas son multipotenciales y constituyen las CMN del sistema nerviosos periférico (SNP;

Stemple y Anderson, 1992; Fig. 4), ya que al diferenciarse in vivo dan lugar a melanocitos,

células de los ganglios de la raiz dorsal, neuronas adrenomedulares y células de Schwann

(Le Douarin y Teillet, 1974). Ademas se ha observado que en condiciones de cultivo estas

células son capaces de diferenciarse a células de musculo liso (Anderson et al., 1997).

De manera simultdnea, el tubo neural se forma al cerrarse el surco neural, el cual

dard lugar al cerebro y la médula espinal, es decir al SNC (Gilbert, 2003; Fig. 4). Durante

todo este proceso es posible apreciar que la naturaleza de las células involucradas cambia,

por ejemplo, alrededor del 90% de las células presentes en el tubo neural en el dia de

desarrollo embrionario 11 (E 11) expresan la proteina de filamentos intermedios Nestina, la

A Placa neural ~ Cresta
' ~—__/neural

Epidermis

- Epidermis

“~Células de la
cresta neural

Tubo neural

Fig. 4. Neurulaciéon primaria.
A) Las células de la placa
neural pueden distinguirse
como células alargadas en la
region dorsal del ectodermo. B)
El plegamiento de la placa
comienza en la regién media
del embrion donde las células
se anclan a la notocorda
cambian su foRma mientras
gue las células que formaran a
la epidermis se mueven hacia
el centro. C) Los pliegues
neurales se elevan mientras
que la futura epidermis continda
avanzando hasta la linea
media. D) En el lugar en que
los pliegues neurales
convergen se forma la cresta
neural, que unen al tubo neural
con la epidermis. E) Las células
de la cresta neural se dispersan
separando al tubo neural de la
epidermis. A la izquierda se
muestran imagenes de
microscopia de barrido de la
neurulacion en embriones de
pollo. (Modificada de Gilgert,
2003)
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cual es un marcador muy utilizado para la identificacion de CMN (Lendahl et al., 1990). Estas
CMN tienen el potencial de generar, in vitro, multiples tipos de neuronas maduras que
pueden sintetizar y responder a neurotransmisores como dopamina, acetilcolina, GABA y
glicina. (Kalyani et al., 1998). A partir de estas CM, se generan en etapas posteriores los
diferentes precursores celulares caracteristicos de cada estructura del SNC y a medida que
el desarrollo va avanzando, la proporcion de CMN va disminuyendo debido al aumento de
progenitores mas restringidos y a la presencia de células diferenciadas. Ademas, diferentes
reportes sefialan que durante el desarrollo del SNC es posible localizar a las CMN de
manera mas restringida después de E14 en regiones como: la corteza cerebral, la region
basal del cerebro anterior, el hipocampo (Temple, 2001) y el cerebelo (Laywell et al., 2000;
Fig. 5A).

Como ya se mencion0, una gran cantidad de los precursores neurales expresan
nestina. Existen otros marcadores que pueden ser utilizados para identificar a los diferentes
tipos de células neurales como B-Tubulina Ill, Map2 o NeuN, para identificar a las neuronas;
la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) es expresada por células gliales astrociticas; la
proteina O4 es expresada por oligodendrocitos.

Es importante mencionar que en ratas, la mayor poblacion de neuronas corticales se
genera entre los dias 15 a 20 de desarrollo fetal (Bayer y Altman, 1991). En el SNC y SNP
las neuronas se generan antes que la glia, mediante divisién asimétrica de las CMN (Temple,
2001). El ambiente celular y la expresion diferencial de distintos genes durante las diferentes
etapas son determinantes para la especificacion de los tipos celulares. Por ejemplo, un grupo
de genes llamados proneurales son necesarios para iniciar el desarrollo de linajes
neuronales y promover la generaciéon de progenitores comprometidos a la diferenciacion
neuronal. Estos genes comienzan a expresarse desde la aparicion del neuroectodermo y

poseen secuencias que al ser traducidas a proteina generan dominios basicos de hélice-asa-
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hélice, que les permiten interactuar con el ADN como factores de transcripcion regulando la

expresion o represion de otros genes (Bertrand et al., 2002).

A

Corteza Cerebral

B

Zona
subventricular

Hipocampo

Region basal del
cerebro anterior

Cerebro de Rata E14 Cerebro de rata adulta

Fig. 5. Principales regiones de las cuales se han aislado células madre neurales (CMN). A)
Corte sagital del cerebro de un embrién de rata en estadio embrionario dE14 dias (E14), las flechas
indican las zonas en el cerebro embrionario de donde se han logrado obtener CMN (Modificado de
Altman y Bayer 1995). B) Corte sagital del cerebro de una rata adulta, en donde las flechas sefialan
las regiones en donde se ha reportado la presencia de células madre neurales de adulto (CMNA,;
Modificado de Pellegrimo et al, 1986).

Por otro lado, en rata y raton se ha observado que la diferenciacion hacia destinos
gliales astrociticos se favorece por la accion de factores como el factor ciliar neurotrofico
(CNTF) y el factor inhibidor de la leucemia (LIF) mediante la activacion de la via de
sefalizacion JAK-STAT (“Janus Kinases-Signal Transducers and Activators of
Transcription”;Rajan y McKay, 1998), la cual es muy importante en los procesos de
diferenciacion celular. Sin embargo en estadios tempranos se ha demostrado que CMN
corticales no son capaces de diferenciarse a astrocitos en presencia de estos factores a
pesar de poseer todos lo elementos de la via de transduccion (Molne et al., 2000), lo que
sugiere que el contexto celular es esencial para determinar el tipo celular diferenciado. Otro
estimulo reportado que favorece la diferenciacién astrocitica es el mediado por la via que

activa la proteina Notch.

25



La proteina Notch.

Notch es una proteina transmembranal que pesa 300 kDa. El gen que la codifica, del
mismo nombre, fue descrito por primera vez en Drosophila a principios del siglo XX (Mohr,
1919). Mientras que la pérdida total del gen resulta letal, la pérdida parcial de su funcién
ocasionaba un fenotipo de bordes aserrados (notch en inglés) en las alas de las moscas,

hecho del cual obtuvo su nombre (Fig. 6).
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La proteina Notch estd conformada por dos dominios: uno extracelular en el extremo
amino terminal, de aproximadamente 200 kDa que contiene 36 repeticiones consecutivas de
secuencias parecidas al factor de crecimiento epidérmico (EGF) y 3 repeticiones de una
secuencia rica en cisteinas llamada Notch/Lin12; el dominio transmembranal-intracelular de
aproximadamente 100 kDa, contiene un dominio llamado RAM, (por sus siglas en inglés
“RBP-Jk associated molecule”) seguido de 6 repeticiones consecutivas de ankirina,
secuencias de localizacién nuclear, un dominio rico en glutamina conocido como “opa” y una
secuencia PEST, rica en prolina, glutamato, serina y treonina. Esta es una secuencia de

ubiquitinizacién que es reconocida por el proteosoma (Artavanis-Tsakonas et al., 1999).
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La via de sefializacion de Notch

Notch es un factor transcripcional. Su via de sefalizacion inicia cuando el dominio
extracelular de Notch se une a su ligando (Delta y Jagged en vertebrados, Serrate en
Drosophila, LAG-2 y APX-1 en C. elegans), el cual es una proteina transmembranal ubicada
en alguna célula adyacente, que ejerce un tipo de sefializacion yuxtacrina, la cual requiere

del contacto célula-célula para su activacion (Figura 7A).

receptor

Prc.uteasaf | \ T

Fig. 7. Via de sefalizacion de Notch. A) Modelo de la activacion de Notch. El ligando (Delta, Jagged o
Serrate), una proteina transmembranal que se encuentra en una célula adyacente se une al dominio
extracelular de la proteina Notch; esta unién provoca un cambio conformacional en la proteina Notch que
permite la accion de proteasas que liberan la parte intracelular de esta proteina. El fragmento intracelular
liberado se transloca al nucleo en donde forma un complejo con factores de transcripcion de la familia CSL
para activar la transcripciéon de genes. B) Inhibicion de la neurogénesis mediada por Notch. Los principales
objetivos del complejo Notch-CSL son los genes Hes, que son a su vez represores transcripcionales de
genes proneurales como Mash 1 y Neurogenina D, bloqueando de esta forma la diferenciacién neuronal y la
produccién de ligandos en dicha célula mediada por neurogeninas. (Modificada de Gilbert, 2003).
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La union de Notch con su ligando produce un cambio conformacional en la proteina
gue permite que el dominio transmembranal-intracelular sea desprendido por acciéon de una
doble protedlisis mediada por metaloproteasas de la familia ADAM/TRACE y presenilinas
(Schroeter et al., 1998; Das et al., 2004). El fragmento intracelular de Notch (ICN) liberado al
citoplasma por la protedlisis, es la parte activa de la proteina que al translocarse al nicleo de
la célula, forma un complejo con proteinas de la familia CSL (CBF1/ RBP-Jk en mamiferos,
Suppressor of Hairless en moscas y Lag-1 in gusanos), las cuales tienen sitios de unién a
ADN de tipo hélice-asa-hélice basico (bHLH), que les permiten interactuar con el ADN y
modular la transcripcion de genes (Fig, 7A). En mamiferos, el complejo RBP-Jk-Notch activa
la transcripcibn de los genes Hairy/Enhancer of Split (Hes) que son represores
transcripcionales de genes proneurales del tipo bHLH (Nakamura et al., 2000; Bertrand et al.,

2002; Fig. 7B).

Notch en el desarrollo del SNC de mamiferos:

Desde el punto de vista evolutivo, el mecanismo de sefializacién de Notch estd muy
conservado (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Se han reportado proteinas homologas de
Notch desde invertebrados como C. elegans (LIN-12 y GLP-1) hasta mamiferos (Notch 1, 2,
3y 4). Los genes de Notch son expresados ampliamente durante el desarrollo embrionario,
lo que sugiere que es una proteina involucrada en la regulacion de la diferenciacién de
muchos tipos celulares (Lindsell et al., 1996).

En el SNC de mamiferos se expresan tres proteinas homoélogas de Notch: Notchl,
Notch2 y Notch3 asi como los ligandos Delta y Jagged. La expresion de las proteinas Notch
se ha detectado desde la formacion del neuroectodermo (Lindsell et al., 1996) y es posible
observar su expresion hasta la vida adulta. La activacion de la via Notch desempefa
diferentes funciones que dependen del contexto celular y el estadio en el que se exprese. Sin

embargo, debido a que requiere del contacto celular directo para su activacion, su
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mecanismo central de accion se basa en un mecanismo conocido como inhibicion lateral, en
el cual la activacion de la via de Notch en una célula tiene efecto sobre el destino de ésta,
pero también controla el destino de las células que la rodean y expresan su ligando. Este
mecanismo parece ser reciproco, es decir, el aumento en la expresion los receptores Notch
puede incrementar la expresién de sus ligandos en las células adyacentes, de la misma
manera que el aumento en la expresién de los ligandos puede incrementar la expresion del
receptor (Greenwald, 1998).

En algunas regiones de SNC los patrones de expresion de 2 6 3 homoélogos de la
familia Notch son idénticos, mientras que en otras se expresa sélo uno de ellos (Reaume et
al., 1992; Lardelli y Lendahl, 1993; Williams et al., 1995).

En ratas, Notchl se expresa de manera uniforme en el neuroepitelio a partir del dia
embrionario 9.5 (E9.5). Para el dia E12.5, el cerebro ya se encuentra diferenciado en cerebro
anterior (constituido por las vesiculas teléncefalicas y el diencéfalo), cerebro medio o
mesencéfalo y cerebro posterior (subdividido en el metencéfalo rostral y el mielencéfalo
caudal). En este estadio, Notchl se expresa fuertemente en la parte basal del telencéfalo y
en el tdlamo, pero presenta una expresion muy débil en la corteza. Notch 3 presenta el
mismo patron de expresion en estas regiones, mientras que Notch 2 se expresa en el epitelio
del plexo coroide (Lindsell et al., 1996).

En E13.5, Notch 1 y 3 se expresan en el diéncéfalo, en la regién del talamo dorsal y
ventral, ademas de la zona ventricular, el cerebro posterior y a lo largo de toda la médula
espinal. Adicionalmente, se expresa en las células de la capa basal del epitelio olfatorio
constituido por progenitores neurales (Lindsell et al., 1996).

Al iniciar las primeras etapas de diferenciacion, la forma activa de Notch se encuentra
involucrada en el mantenimiento de las poblaciones de CMN, controlando la divisién
asimétrica de los precursores (Hitoshi et al., 2002; Noctor et al., 2002). Posteriormente

(alrededor del dia E16 en ratas), dirige la diferenciacién de las CMN a destinos gliales
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astrociticos (Morrison et al., 2000; Tanigaki et al., 2001; Grandbarbe et al., 2003), en la
corteza cerebral de raton, promueve la formacion de glia radial (Gaiano et al., 2000), en
retina de rata y raton su sobre-expresion promueve la diferenciacion a glia de Miller después
del nacimiento (Furukawa et al., 2000; Hojo et al., 2000). En esta misma direccion, al activar
a Notch durante estadios embrionarios en los que normalmente se lleva a cabo la
neurogénesis en roedores, se ha observado una inhibicién de la diferenciacion neuronal y un
aumento en la diferenciacion de células astrociticas (Chambers et al., 2001; Patten et al.,
2003).

Al parecer, en el SNP la sobre-expresion de Notch en estadios donde normalmente
se generan neuronas promueve diferenciacion glial de manera irreversible, es decir, la
produccion neuronal no se recupera al disminuir la expresion de Notch (Morrison et al.,
2000), no obstante en el SNC no es asi. En este sentido se ha observado que durante la
formacion de las capas neuronales de la corteza cerebral, la sobre-expresion de Notch
previene la diferenciacién neuronal y que esta inhibicién es temporal pues al apagar la
expresion de Notch la neurogénesis se reanuda, pero generando neuronas de las capas de
la corteza cerebral correspondientes al estadio en que se encuentra el embrién y no a las
capas de los estadios en que inicid la sobre-expresion de Notch (Mizutani y Saito, 2005).

En ratones mutantes para Notchl, se observa una diferenciacién neuronal temprana
ocasionada por el fallo en la inhibicién de genes proneurales que provoca el agotamiento
prematuro de las CMN y es letal al rededor del E11 (de la Pompa, et al., 1997, Lutolf, et al.,
2002, Yang, et al., 2004, Yoon, et al., 2004,), mientras que en los mutantes para Notch2 se
presenta muerte neural profusa desde E9 que también es letal en E11 (Hamada, et al.,
1999). Por otro lado, la pérdida de funcibn de Notch3 no presenta ningun fenotipo

significativo (Yoon y Gaiano, 2005).
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Con el propésito de estudiar el efecto que tiene la sobre-expresion de la forma activa
de la proteina Notchl en la diferenciacion de CMN provenientes de la corteza cerebral fetal
de ratas E14, en este trabajo nos dimos a la tarea de preparar suspensiones de retrovirus
deficientes en la replicacién, uno que contiene una proteina de fusién de la proteina verde

fluorescente-ICN1 (GFP-ICN1) y otro que expresa solamente al gen de la GFP.
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Justificacion

Los mecanismos béasicos que promueven el mantenimiento o la diferenciacién de las
CM no se conocen con precisién. Se sabe que la via de Notch esta presente durante estos
procesos, pero su papel ain no es claro. En este trabajo se busca conocer mas acerca del

papel esta via durante la proliferacién y diferenciacion de CMN en estadios tempranos del

desarrollo embrionario.

Planteamiento del problema

Se ha reportado en varios trabajos que la sobre-expresién de Notch en precursores
neurales embrionarios normalmente especificados a destinos neuronales puede provocar un
cambio en su diferenciacion hacia destinos gliales, principalmente astrociticos (Morrison et
al., 2000; Tanigaki et al., 2001; Grandbarbe et al., 2003). Otros autores sugieren que la
activacion de esta via se encarga de mantener el estado indiferenciado de los precursores
neurales (Nakamura et al., 2000; Hitoshi et al., 2002; Noctor et al., 2002), es decir mantener
el estado de CM, en tanto la via se mantenga activa. Es posible que esta via se encuentre
involucrada en ambos procesos, actuando mediante mecanismos diferentes en cada caso
(Oishi et al., 2004). En este trabajo se utilizaron vectores retrovirales que expresan la forma
activa de Notchl para transducir CMN de la corteza cerebral con el propésito de establecer
si estas células se mantienen como precursores o se diferencian hacia destinos neuronales o

gliales.
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Objetivo

Analizar el efecto de la sobrexpresion del fragmento intracelular activo de Notchl en
la diferenciacion de células madre neurales de corteza cerebral embrionaria de rata en
estadios tempranos del desarrollo embrionario, mediante el establecimiento de un protocolo
para la infeccion de éstas células con vectores retrovirales derivados del virus de la leucemia

murina de Moloney (MoMLYV).

Objetivos particulares

e Preparacion de lotes retrovirales que expresen a la GFP y GFP-ICNL1.

¢ Aislamiento y cultivo de CMN de la corteza cerebral de fetos de rata E14.

e Transduccion de CMN con los vectores retrovirales y cuantificacion de la eficacia de
transduccion.

e Evaluacion del efecto de la activacién de Notchl en la diferenciacion en este estadio.
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Metodologia

Para el presente estudio se utilizaron vectores retrovirales derivados del MoMLV y
modificados con la envoltura del virus de la estomatitis vesicular VSV-G (Yee et al., 1994 y
1994b), que expresan a la proteina verde fluorescente (GFP), en el caso del vector control y
a la GFP fusionada al ICN1, ademas de la proteina humana fosfatasa alcalina placentaria
(PLAP) como un segundo gen reportero (Fig. 8). La expresién de los genes es controlada por
el promotor EF1a de Xenopus laevis y entre GFP-ICN1 y PLAP existe una secuencia interna
de entrada al ribosoma (IRES), para permitir la expresion bicistrénica de las proteinas (Yoon
et al., 2004). El protocolo utilizado para la preparacion y concentracion de las particulas
retrovirales nos fue proporcionado por el Dr. Nicholas Gaiano (Gaiano et al., 1999)

Ambas construcciones retrovirales fueron utilizados para la transduccion de CMN
obtenidas a partir de la corteza cerebral de rata en E14 (Kim et al., 2003). La eficiencia de la
transduccion, asi como los destinos celulares de las células transducidas, fueron analizados

mediante inmunofluorescencia.
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Fig. 8. Representacién esquematica de la proteina Notchl y de las construcciones retrovirales utilizadas
para expresar al ICN1 en CMN de corteza cerebral de rata. A) La region utilizada para la construccion de los
vectores retrovirales, ICN1, corresponde a los residuos 1753 a 2185 del dominio intracelular de la proteina
Notchl, que contiene a la regién de repeticiones de ankirina (Modificada de Gaiano et al, 2000). B) Los vectores
retrovirales derivados del virus MoMLV generados: GNIA, que expresa el ICN1 fusionado a la GFP y GIA, vector
control que expresa Unicamente a la GFP. La expresion del transgen bicistrénico esta dirigida por un promotor
externo de Xenopus (EFla) y ambos virus permiten la expresion de la fosfatasa alcalina. Abreviaturas: MLV,
genoma derivado del virus de la leucemia murina; VSV, secuencias regulatorias del virus de la estomatitis
vascular; EFla, factor de elongacion 1 a; GFP, proteina verde fluorescente; ICN1, fragmento intracelular de
Notchl; IRES, secuencia interna de entrada al ribosoma; PLAP, fosfatasa alcalina placentaria humana
(Modificada de Yoon et al, 2004).
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Preparacion de lotes retrovirales que expresen a la proteina verde

fluorescente (GFP) y GFP-ICN1.

Los vectores retrovirales GIA y GNIA (Fig. 9), fueron construidos utilizando el sistema
de expresion retroviral pantrépica de BD Biosciences, mediante co-transfeccién transitoria de
los vectores de expresion retroviral pGIA o pGNIA (proporcionados por el Dr. Nicholas
Gaiano) y el vector pVSV-G (Fig. 9), que permite la expresion de la proteina VSV-G a partir
de un promotor de citomegalovirus (CMV).
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Fig. 9. Plasmidos de expresién utilizados en la construccion de los vectores retrovirales GIA y GNIA.
A) Vector de expresion pGIA: expresa a la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el promotor EFla de
Xenopus y contiene una secuencia interna de entrada al ribosoma (IRES) para permitir la expresion de la
proteina fosfatasa alcalina placentaria humana (PLAP). B) Vector de expresién pGNIA: contiene una proteina
de fusiéon de GFP con el fragmento intracelular de Notchl (ICN1) expresada bajo el promotor EFla, una
secuencia IRES y a la PLAP. C) Vector de expresion pVSV-G: expresa a la proteina G del virus de la
estomatitis vesicular (VSV-G) bajo el promotor del citomegalovirus humano ("CMV), contiene la secuencia del
intron sintético IVS que aumenta la estabilidad del ARN mensajero y a la proteina B-globina de conejo. Col E1
ori: sitio de inicio de la replicacion; Amp": gen de resistencia a ampicilina.
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Manipulacién de vectores retrovirales derivados del MoMLV.

Los virus derivados del MoMLV, modificados con la proteina VSV-G deben ser
manipulados bajo ciertas normas de bioseguridad, debido a que las glicoproteinas del VSV
permiten al virus penetrar en las células humanas. En consecuencia es posible para estos
vectores infectar a los individuos que trabajen con o cerca de ellos.

Tomando en cuenta lo anterior, se utilizaron los siguientes procedimientos para
minimizar el riesgo al trabajar con estos vectores:

1. Todo el trabajo con células productoras y transducidas con los VR se realiz6 en una
campana de bioseguridad tipo Il y flujo laminar vertical.

2. Siempre se usaron guantes y bata para evitar la exposicion de alguna parte de la piel a
los VR.

3. Todas las pipetas, puntas de micropipeta, tubos, platos de cultivo y en general todo el
material que entré en contacto con los VR fue enjuagado o depositado en un contenedor
con cloro antes de ser desechado.

4. Cualquier derramamiento o goteo dentro de la campana de soluciones que contuvieran a

los VR fue tratado con cloro antes de ser limpiado con toallas de papel.

Transformacion de los plasmidos pGIA, pGNIA y pVSV-G en bacterias E. coli
competentes.
Antes de realizar las cotransfecciones, los plasmidos con las construcciones
requeridas fueron amplificados y purificados utilizando el “Kit de Maxiprep” de Qiagen.
1. Bacterias E. coli competentes (Top 10 de Invitrogen) fueron transformadas mediante
choque térmico con 500 ng de los plasmidos pGIA, pGNIA y pVSV-G en una suspension

de 16.5 pl.
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2. Se agregaron los plasmidos a la suspensién bacteriana y se dejaron en hielo durante 20
minutos, posteriormente se aplico un choque térmico de 30 segundos a 42°C, después
del cual las bacterias se volvieron a colocar en hielo.

3. Se agregaron 250 pl de medio SOC a temperatura ambiente (TA) a cada suspensién
bacteriana, y se dejaron incubar a 37°C durante 3 horas.

4. Posteriormente, cada cultivo fue distribuido en cajas Petri de 10 cm de didmetro que
contenian medio Luria Broth agar con ampicilina (LB-Amp) y que fueron puestas en

incubacién a 37°C durante toda una noche.

Amplificacion y purificacion de los plasmidos pGIA, pGNIA y pVSV-G.

1. Se tomé una colonia de cada una de las cajas Petri que contenian bacterias
transformadas con los diferentes pldsmidos, para inocular 5 ml de medio LB-Amp liquido.
El medio inoculado fue incubado durante 8 horas a 37°C con agitacion vigorosa (300
revoluciones por minuto; rpm).

2. El cultivo resultante fue resuspendido en 100 ml de medio LB-Amp para cada plasmido y
se dej6 incubar nuevamente a 37°C, con agitacion continua (300 rpm), durante toda la
noche.

3. Para recuperar las bacterias cultivadas, la suspensién fue centrifugada a 6 000 rpm
(6000 x @) durante 15 minutos a una temperatura de 4°C, en una ultracentrifuga
refrigerada Beckman, con un rotor Sorvall GSA.

4. Se elimind el sobrenadante y los botones celulares obtenidos fueron resuspendidos en
10 ml del amortiguador de lisis P1 (Qiagen Maxiprep kit) y pasados un tubo Falcon de 50
ml en cada caso.

5. Se agregaron 10 ml del amortiguador P2 (Qiagen Maxiprep kit) a cada lisado mezclando
las soluciones suavemente por inversién de 4 a 6 veces, después se dejaron incubar a

TA por 5 minutos.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Se agregaron 10 ml de amortiguador P3 (Qiagen Maxiprep kit) previamente enfriado en
hielo a cada solucion mezclando por inversion de 4 a 6 veces y las soluciones se dejaron
incubar en hielo durante 20 minutos.

Después de la incubacion en hielo, se centrifug6 cada tubo a 4 000 rpm (3200 x g)
durante 30 minutos a 4°C, en una centrifuga de mesa Thermo Forma, y se recuperé el
sobrenadante de cada tubo, que contiene el ADN plasmidico, a tubos nuevos.

Los sobrenadantes fueron centrifugados una vez mas a 3200 x g durante 15 minutos a
4°C y después fueron recuperados en tubos nuevos. Al pasar cada sobrenadante a su
tubo nuevo, estos fueron filtrados a través de una doble capa de Kim Wipes (Kimberly-
Clark) para remover cualquier particula que quedara en solucion.

De manera paralela, se agregaron 10 ml de amortiguador QBT a tres columnas Qiagen-
tip 500 (Qiagen Maxiprep kit) y se dejé que las columnas se vaciaran por gravedad.
Posteriormente, se agregd cada uno de los sobrenadantes filtrados a su respectiva
columna para permitir que el ADN plasmidico interaccionara con las resinas de éstas.

Al detenerse el flujo de los sobrenadantes, se lavaron las columnas dos veces con 10 ml
de amortiguador QC (Qiagen Maxiprep kit), dejando vaciar las columnas por gravedad.
Una vez lavado, el ADN fue colectado en tubos desechables de 50 ml fluyendo con 15 mi
de amortiguador QF (Qiagen Maxiprep kit) a cada columna.

El ADN fue precipitado al afiadir 10.5 ml de isopropanol a TA a cada tubo. La solucién
con el ADN fue mezclada y centrifugada a 11 000 rpm (15 000 x g) durante 30 minutos a
4°C, en una centrifuga refrigerada Beckman, con un rotor Sorvall SS-34. Posteriormente
el sobrenadante fue decantado.

Los botones obtenidos fueron lavados con 5 ml de etanol 70% a TA, centrifugados
nuevamente a 15 000 x g por 10 minutos y el sobrenadante decantado.

Los botones fueron dejados secar durante 20 minutos y posteriormente fueron

resuspendidos en 300 pl de amortiguador TE pH 8.0.
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16. La concentracion y pureza de cada plasmido fue determinada por espectrofotometria: se
realizaron diluciones 1:1000 y 1:2000 de cada solucion y se midié su absorbancia (A) a
260 y 280 nm para determinar la pureza del ADN obtenido mediante la relacion Azsonm /
Azsonm, €N donde los valores cercanos a 2 representan un mayor grado de pureza de la
muestra.

17. Para calcular la concentracién de ADN plasmidico en cada caso se utilizé la siguiente

formula:

Factor de dilucion x A 260nm X 50 =[] pg/ml
Donde:
A 260 nm = Absorbancia a 260 nm
50 = constante para ADN en pg/pl cuando A 260 nm = 1

[ ] = concentracién de ADN

Los valores de absorbancia, concentracion y pureza obtenidos en cada caso se
muestran en la Tabla 1. Para realizar los céalculos, se tomé el promedio de las 2 diluciones

hechas.

Tabla 1. Densidades 6pticas, concentracién final e indice de pureza de los plasmidos pVSV-
G, pGlA 'y pGNIA obtenidos a partir de maxiprep.

Dilucién L 1:1000 gy Pureza

260 nm 280 nm 260 nm 280 nm 260/280

PVSV-G
PGIA
PGNIA
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Cultivo, expansién, cuantificacion y criopreservacion células GP-293.

La linea celular GP-293 derivada de la linea celular HEK 293, incluida en el sistema
de expresion retroviral pantropica de BD Biosciences, expresa establemente a los genes de
los dominios Gag y Pol del MoMLV y fue utilizada como linea empaquetadora para la
produccion de VR pantrépicos deficientes de replicacion mediante la contransfecciéon del
vector de expresion retroviral pGIA o pGNIA y el vector de la capside pVSV-G. A
continuacion se detalla el procedimiento:

1. Un vial con 3 x 10°fibroblastos GP-293 en pase 1 (P1) se descongeld y fue sembrado en
una caja de cultivo de 10 cm de diametro, con 7 ml de medio DMEM (por sus siglas en
inglés “Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium”) con glutamina 2 mM, 10% de suero fetal
bovino (SFB), y 1% penicilina/1% estreptomicina (DMEM + SFB) a 37°C con 95% de aire
y 5% de CO,.

2. Las células GP-293 fueron despegados para ser expandidos en nuevas cajas después
de una semana: se extrajo el medio y la caja fue lavada dos veces con 5 ml del
amortiguador de fosfatos (PBS). Se agreg6 1 ml de tripsina al 0.25 % EDTA 0.038% en
solucion salina balanceada de Hanks (HBSS) a la caja y se dej6 incubar durante 5
minutos a 37°C. Después se agregaron 5 ml de medio DMEM + SFB, para detener la
acciéon de la tripsina. Las células despegadas fueron resuspendidas con la pipeta y
pasadas a un tubo Falcon de 15 ml.

3. La solucién de células resuspendidas fue centrifugada a 1000 rpm (200 x g) durante 5
minutos a 4°C, en una centrifuga de mesa Thermo Forma. El sobrenadante fue
descartado y el botén celular obtenido se resuspendié en 5 ml de DMEM + SFB.

4. EIl nimero de células obtenidas fue determinado haciendo una dilucién a partir de las
células en suspension de 1:2 a 1:5 en 20 pl, dependiendo del tamafio del botén y

cuantificando el nimero celular con una camara de Neubauer.
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5.

Para expandir a la linea celular, se resembré el volumen equivalente a 0.5 x 10° en
nuevas cajas con 7 ml de DMEM + SFB incubando a 37°C y 5% CO,.

Los pasos 2 a 5 fueron repetidos para expandir a las células en cajas nuevas que se
dejaron proliferar hasta alcanzar una confluencia de 80% aproximadamente, después de
lo cual, las células fueron despegadas nuevamente para sembrar las cajas necesarias
para la transfeccion con los plasmidos obtenidos de maxiprep y almacenar las células
restantes en criopreservacion.

Para la transfeccion, las células fueron resuspendidas y cuantificadas. Se obtuvieron 2.02
x 108 células y se sembraron 1 x 10° células en 2 platos de cultivo de 15 cm de diametro
con 15 ml de DMEM + SFB.

Al resto de las células en suspensién (200 x 10°%) se agregaron 36 ml de DMEM + SFB y
4 ml de DMSO, para quedar a una concentracion de 10% de DMSO y a una densidad de
5 x 10° células/ml. Posteriormente se hicieron alicuotas de 1 ml en tubos de
criopresevacion que fueron colocados a -20°C durante 2 horas, después -70°C toda la

noche y finalmente almacenados en nitrégeno liquido.

Transfeccion de células GP-293 para la preparacion de los lotes retrovirales.

1.

Una vez que habian alcanzado una confluencia de aproximadamente 80%, se cambi6 el
medio a los 2 platos de cultivo de 15 cm con fibroblastos GP-293, por 15 ml de medio
fresco DMEM + SFB. Se utilizé un plato para la transfeccion con pVSV-G + pGIA 'y el otro
para pVSV-G + pGNIA.

En dos tubos Falcon de 50 ml se agregaron 33 pg (22 pl) del pVSV-G y 25 ug del pGIA
(20.6 pl) o pGNIA (16.4 pl); un tubo fue usado para cada vector de expresion.

Se agregaron 250 pl de CaCl, 2 M a cada tubo

Se agreg6 agua hasta aforar a 2 ml y se mezclaron los tubos girandolos suavemente.
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10.

11.

12.

13.

14.

Posteriormente se agregaron 2 ml de amortiguador salino de HEPES (HeBS) 2X pH 7.1 a
la mezcla con ADN mediante goteo, mientras se burbujeaba suavemente en la mezcla
con una pipeta pasteur.

Después de completar la adiciébn de HeBS se mezclaron los tubos vigorosamente y se
afadieron los 4 ml de la mezcla de cada construccién a un plato de cultivo girandolo
suavemente para mezclarlo después al terminar la adicion.

Los platos se dejaron incubar durante 6 horas a 37°C con 5% de CO,, después de lo cual
se cambié el medio por 13 ml de DMEM + SFB.

El sobrenadante, es decir el medio de cultivo, fue colectado a las 24 horas de incubacién
y reemplazado por 13 ml de DMEM + SFB.

Se recuperd nuevamente el sobrenadante 36 horas después de iniciada la primera
incubacion y reemplazé el medio por 12.5 ml de DMEM con pen/strep y sin suero.

48 horas después de iniciada la primera incubaciéon se recolecté el medio final y los
platos fueron tratados con hipoclorito y desechadas.

Los sobrenadantes colectados contenian a las particulas virales ensambladas y fueron
almacenados a -70°C.

Los sobrenadantes obtenidos a las 24 y 36 horas de incubacion de cada construccion
que contenian medio con suero fueron utilizados para preparar suspensiones
concentradas de RV y de los sobrenadantes recolectados a las 48 que tenian medio sin
suero se hicieron alicuotas de 1ml que fueron almacenadas a -70°C.

Para concentrar a las particulas virales, se mezclaron los sobrenadantes de la misma
construccion retroviral y se centrifugaron a 25 000 rpm (82 000 x g) durante 90 minutos a
4°C con un rotor SW28 de columpio.

Al terminar la centrifugacion, se retird el sobrenadante aspirdndolo con vacio y teniendo
cuidado de no tocar el fondo de los tubos en donde se encontraba el botén de las

particulas retrovirales.

42



15. Los botones se dejaron secar colocando los tubos boca abajo sobre una toalla de papel
con cloro durante 3 minutos.

16. Una vez secos los botones, se les agregd 100 ul de PBS a cada tubo, se cubrieron con
parafilm y se colocaron a 4°C toda la noche con agitacion leve continua.

17. Al dia siguiente se resuspendieron los botones pipeteando suavemente para evitar la
formacion de burbujas. Se pasaron los virus resuspendidos a un tubo eppendorf (uno
para cada VR), se mezcl6 nuevamente y se hicieron alicuotas de 10 pl que fueron

almacenadas a -70°C.

Cultivo, expansién, cuantificacion y criopreservacion de fibroblastos NIH 3T3.

Las células NIH 3T3 son una linea celular de fibroblastos de ratdon. Estas células
fueron utilizadas para realizar pruebas control de infeccibn con VR modificados con la
proteina VSV-G utilizada en la construccién de los vectores GIA y GNIA, y para realizar la
titulacion de las particulas infectivas de los VR.

El cultivo, expansién, cuantificacion y expansion de estos fibroblastos se realizd
siguiendo el mismo protocolo que en caso de las células GP-293.

1. Un vial con 3 x 10° células en P23, fue descongelado y sembrado en 3 platos de 10 cm
de diametro.

2. De 12 a 14 dias después las células fueron expandidas a 10 platos nuevos.

3. Al alcanzar aproximadamente el 80% de confluencia, las células de 5 de los platos fueron
congeladas y los platos restantes se utilizaron para las transfecciones control del ensayo

de luciferasa.

Preparacion de VR que expresan al gen de la luciferasa (GLuc).
La linea celular GP-293 Luc (BD Biosciences), expresa establemente al gen de la

luciferasa transfectado a partir de un plasmido de expresion retroviral. Este gen codifica para
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la enzima del mismo nombre que tiene un peso molecular de 60 kDa y cataliza la conversion

de su sustrato, la luciferina a oxiluciferina con un desprendimiento de luz a 562 nm (Fig. 10).

Esta es la reaccion causante de la bioluminiscencia, que es un fenOmeno presente en una

gran cantidad de organismos de diferentes phyla, por ejemplo las luciérnagas (Photinus

pyralis), cuya luciferasa es la mas utilizada como herramienta en Biologia molecular y

Bioguimica (Gould y Subramani, 1988; Baldwin, 1996).

-
P COOH

N N—" N ¥ M
1 Wy LucHerasa -+ ATP [ W
i F, N - i | ) &
i =T ¥ = "'Q" 0 £ __.-‘1.?_\_'\-_.______}. -2 =
Lucifering Onclucifering  +AMP = PP, + CO,

+ Luz (582 nm})

Fig 10. La conversion de luciferina a oxiluciferina es catalizada por la
enzima luciferasa en presencia de ATP, Mg2+ y oxigeno. Esta reaccion
libera energia luminosa a 562 nm. (Modificada del manual del sistema de
ensayo y deteccioén de luciferasa, BD Biosciences).

La expresién del gen de la luciferasa en el vector GLuc, derivado del MoMLV

modificado con la proteina VSV-G fue utilizada para realizar un control del ensamblaje y la

capacidad de transfeccion de dichas particulas retrovirales al cuantificar la bioluminiscencia

desprendida por lisados de células infectados con los VR que expresan luciferasa (VR-luc)

cuando se agrega su sustrato.

1. Un vial con 3 x 10° células GP-293 Luc fue descongelado y sembrado en un plato de

cultivo de 10 cm de didmetro con 7 ml de DMEM + SFB. Las células se incubaron a 37°C

con 5% CO, durante 10 dias.

2. Posteriormente, los fibroblastos fueron despegados, siguiendo el mismo protocolo que en

el caso de las células GP-293 y fueron resembrados en 2 cajas de 15 cm de didmetro.

3. Los platos fueron utilizados para ser transfectados con 33ug (22ul) del plasmido pVSV-G

utilizando HeBS pH 7.06 y HeBS pH 7.1 (un plato para cada pH).
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4. La transfeccién fue realizada siguiendo el mismo protocolo que la producciéon de VR con
las células GP-293.

5. Se mezclaron los sobrenadantes obtenidos de cada pH a 24, 36 y 48 horas de
incubacion, obteniendo un volumen final de 39 ml para cada pH.

6. 10 ml de los sobrenadantes de cada pH fueron separados en alicuotas de 1 ml para
realizar infecciones directamente y los sobrenadantes restantes fueron concentrados
mediante centrifugacion. Todas las alicuotas se almacenaron a -70°C hasta el dia de la

infeccion.

Transduccion de fibroblastos NIH 3T3 con GLuc.

1. Se utilizé una alicuota de virus concentrados (10 ul) y en sobrenadante (1 ml) de cada pH
para transducir un plato de 10 cm de didmetro con fibroblastos NIH 3T3 en 70% de
confluencia (cuatro platos).

2. Los platos se dejaron incubar a 37°C con 5% de CO, durante dos dias y posteriormente
fueron lisadas con 1 ml de amortiguador de lisis (ver composicién en apéndice) durante
20 minutos a 4°C y resuspendidas utilizando una pipeta. Adicionalmente se lisaron las
células de una caja de fibroblastos NIH 3T3 que no habia sido expuesta a las particulas
virales para ser utilizada como control negativo.

3. Posteriormente los lisados fueron recuperados y divididos en alicuotas de 200 pl que
fueron almacenadas a -70°C. Dos alicuotas de cada condicién fueron separadas para la

cuantificacion de bioluminiscencia.

Ensayo de Luciferasa: cuantificacién de bioluminiscencia en lisados de fibroblastos
NIH 3T3 infectados con GLuc
La cuantificacién de la bioluminiscencia, medida en unidades relativas de luz (URL)

se realizé utilizando un luminémetro. La cinética de la reaccion bioluminica es muy rapida
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una vez que se agrega el sustrato, alcanzando un pico de emision alrededor de los 0.5

segundos. Por lo tanto, y debido a que no se contd con un inyector automéatico, se

prepararon primero las muestras con el amortiguador de ensayo Yy el sustrato fue agregado a

cada muestra justo antes de realizar la mediciébn. Las mediciones se realizaron por

duplicado.

1. A cada muestra se agregaron 200 ul de amortiguador de ensayo a TA.

2. Posteriormente, cada una fue colocada en el luminémetro, se agregaron 200 pl de D-
luciferina 1 mM e inmediatamente después se realizé la medicion de la luminiscencia

3. Como blancos para determinar la lectura basal del luminédmetro se utilizaron: 1 ml de

amortiguador de ensayo y 500 pl de amortiguador de ensayo + 500 ul de D-luciferina 1

mM.

Determinacién de la concentracion de proteina en lisados de fibroblastos NIH 3T3

infectados con GLuc.

Para poder normalizar las lecturas de ULR obtenidas al medir la bioluminiscencia, se

calculd la concentracion de proteina presente en las muestras analizadas mediante el

método de Bradford.

1.

Para construir la curva estandar se empled albumina de suero de bovino (BSA) a 4
concentraciones conocidas: 1, 3, 5y 7 pug y un blanco sin proteina. Las mediciones se
realizaron por duplicado como se muestra en la Tabla 2.

Se prepararon diluciones 1:200 por duplicado de las muestras con los lisados de
fibroblastos NIH 3T3, como se muestra en la Tabla 3.

Todas las muestras fueron cargadas en una caja de 96 pozos y su absorbancia fue

determinada utilizando un lector de ELISA a 600 nm.
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Tabla 2. Curva estandar de albumina.

ul BSA | H.O pg de Bradford Absorbancia  Promedio
(1 pg/ pl) Hi proteina (uh (600nm) Abs.
0 10 0 190 0 0.0085
0 10 0 190 0.017
1 9 1 190 0.162 0.147
1 9 1 190 0.132
3 7 3 190 0.342 0.3975
3 7 3 190 0.453
5 5 5 190 0.523 0.6175
5 5 5 190 0.712
7 3 7 190 0.749 0.7395
7 3 7 190 0.73

Se calcul6 la absorbancia de 4 concentraciones conocidas de BSA, 1, 3, 5, y 7 ug. Se
muestran los valores de absorbancia obtenidos a 600nm y el promedio de absorbancia de

cada duplicado.

4. Con base en el promedio de absorbancia obtenido en cada concentracion, se construyo

5.

el gréfico de la curva estandar a partir del cual se obtuvo la ecuacion de la recta: y =

0.10645x + 0.041366 con un valor de correlacién de 0.98 (Fig. 11).

A partir de la ecuacion de la grafica se calcularon las concentraciones de las muestras de

lisados, los valores se muestran en la Tabla 3.
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0.1000 /
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Figura 11. Gréafica de la curva estandar de albumina. Se calculd la regresién
lineal de los promedios de absorbancia a 600 nm de concentraciones

conocidas de albimina.
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Tabla 3. Concentracion de proteina en los lisados de fibroblastos NIH 3T3.

Bradford Absorbancia Promedio

Muestra w plHz0 ul 6oonm)  HOMIT T rign

pH 7.06 1 9 0.514 4.440 4.501
Virus en pH 7.06 1 9 190 0.527 4.562
sobrenad. pH 7.1 1 9 190 0.499 4.299 4.520
pH 7.1 1 9 190 0.546 4,741
pH 7.06 1 9 190 0.609 5.332 5.455
Virus pH 7.06 1 9 190 0.635 5.577
concent. pH 7.1 1 9 190 0.605 5.295 5.281
pH 7.1 1 9 190 0.602 5.267
Control neg. 1 9 190 0.363 3.021 3.021

Se midid la absorbancia a 600 nm de cada muestra en una dilucion final de 1:200, por duplicado. Utilizando la
ecuacion de la curva estandar de BSA se calcularon las concentraciones en pg/pl de cada muestra y se obtuvo el
promedio por duplicados, excepto control negativo.

Titulacion de los vectores GIA y GNIA.

Para tener un estimado de la cantidad de particulas infectivas presentes en las
alicuotas de los vectores GIA y GNIA se calculd su titulo utilizando una modificacion del
método de placa para la determinacion de infectividad viral, al transducir fibroblastos NIH
3T3 con diluciones seriadas de estos. De acuerdo con este método, la infectividad de los
lotes retrovirales se expresa como unidades formadoras de placas, 0 en este caso colonias
(ufc) por unidad de volumen (Flint, 2000). El principio de este método es el siguiente: debido
a que ambos vectores expresan a la GFP como reportera, es posible distinguir a las células
transducidas al excitarlas con una lampara de mercurio y un filtro que permita la excitacion a
475 nm y otro que permita detectar la fluorescencia emitida a 516 nm. En cultivos en
monocapa, una célula transducida es capaz de dividirse y generar nuevas células GFP+ de
forma clonal hasta formar colonias. Cada una de estas colonias habra sido por tanto
generada a partir de una sola unidad infectiva de particulas retrovirales, que es entonces por
definicion, la unidad de particulas virales capaz de infectar a una célula y se expresa en este

caso en ufc. Por tanto, al calcular la cantidad de ufc contenidas en una unidad definida de
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volumen (por ejemplo, ml), es posible tener un valor estdndar de comparacion para las

transducciones de los diferentes lotes retrovirales.

La titulacién de los lotes retrovirales se realiz6 como se explica a continuacion:

1. Un vial de fibroblastos NIH 3T3 fue descongelado y sembrado en un plato de cultivo de
10 cm con 6 ml de medio DMEM + SFB y se dejo incubar a 37°C con 5% de CO, durante
10 dias, reemplazando el medio por medio fresco cuando su color se tornaba amarillento
(acido; después de 5 a 6 dias aprox.).

2. Posteriormente, las células fueron despegadas y expandidas en 3 platos de 10 cm que
se dejaron en incubacion durante 7 dias mas.

3. Para ser transducidos con los VR, los fibroblastos fueron despegados y sembrados en 4
platos de cultivo de 24 pozos y dejados en incubacion toda la noche.

4. Se utilizé6 una alicuota de cada condicion: virus GIA y GNIA concentrados y en
sobrenadante, para preparar doce diluciones seriadas de los virus y transducir un plato
de cultivo de 24 pozos, de cada condicién. Cada dilucidon se hizo por duplicado.

5. La dilucion inicial se prepar6é agregando 5 pl de la respectiva alicuota viral en dos pozos
con 545 pl de medio DMEM + SFB, es decir, una concentracion 1:100 ¢ 1 x 10. En los
pozos restantes se tenia previamente un volumen de 450 pl de medio DMEM + SFB.

6. Se homogeneiz6 el medio girando suavemente la caja y posteriormente se tomaron 50 pl
del medio de cada pozo que fueron pasados al pozo de la siguiente dilucion.

7. El paso anterior se repiti6 hasta completar los pozos correspondientes a la Gltima dilucién
(Fig. 12).

8. Las células en contacto con los virus fueron dejadas en incubaciéon a 37°C con 5% de
CO, durante 3 dias, al cabo de los cuales se les retir6 el medio, fueron lavados 2 veces
con 500 ul de PBS y por ultimo las células de cada pozo fueron fijadas con 500 pl de

paraformaldehido (PFA) al 4% durante 20 minutos a 4°C.
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9.

10.

11.

12.

A GIA & GNIA
Sr.l

B Condicién Dilucion Condicion Dilucion
1 13 10% 7 1% 10%
2 13 10° g 1% 10°
2 1% 10% 9 1x 101"
4 1% 10°% 10 Tt
5 13 10" 11 1% 10"
& 1% 107 12 1x 10"

Fig. 12. Titulacion de los vectores GIA y GNIA. A) Representacion
esquematica del disefio experimental utilizado en la titulacién de los VR. Se
utilizé un plato de 24 pozos con fibroblastos NIH 3T3 para cada preparacion de
virus concentrados y en sobrenadante. B) Concentraciones finales de los lotes
retrovirales en cada condiciéon. Cada condicién de realizé por duplicado.

Una vez fijadas las células, se retird el PFA, se lavé cada pozo dos veces mas con PBS.
Los platos fueron protegidos de la luz y almacenados a 4°C con 500 pl de PBS en cada
pozo.

Para obtener un estimado de la cantidad de particulas infectivas por unidad de volumen
presentes en cada uno de los lotes retrovirales, se observé a las células bajo un
microscopio de fluorescencia. Las células transducidas con los VR expresaban a la GFP
y de acuerdo con la dilucién utilizada, en algunos casos fue posible distinguir colonias de
células GFP+ de origen clonal.

Se cuantificé el nimero de colonias en las diluciones en que estas eran discretas (< a
100 colonias por pozo), lo que nos di6 un estimado del niumero de ufc/ml de solucion

viral.
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13. El numero de ufc fue multiplicado por la dilucion del pozo en que se encontraba. En los
casos en que varias diluciones tenian menos de 100 colonias se sacé un promedio por

condicion para obtener el valor final del titulo de cada lote retroviral.

Cultivos primarios de CMN de corteza cerebral de rata E14

Se utilizaron ratas hembras gestantes de E14 dias proporcionadas por el bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular, las cuales fueron sacrificadas por decapitacion para obtener a

los embriones en E14 a partir de los cuales se obtuvieron las CMN de corteza cerebral.

Diseccién de células de corteza de rata del dia embrionario 14 (E14).

Todos los instrumentos utilizados y el &rea de trabajo fueron desinfectados con etanol

70%.

1. Practicando una incision en la parte baja abdominal de la rata con fetos, se le extrajo el
utero, el cual contenia a los embriones.

2. El utero fue colocado inmediatamente en una caja petri enfriada en hielo con solucion
salina para mantener tejidos (Krebs « Mg”* « BSA). Por cada rata se obtuvieron de 10 a
18 embriones aproximadamente.

3. Mientras eran mantenidos en solucion fisiolégica, los embriones fueron extraidos del
atero, se removieron los sacos vitelinos y sus cabezas fueron separadas y puestas en
otro plato con solucién nueva (Fig.13).

4. Utilizando un microscopio estereoscopico se realizaron disecciones de la region media de
la corteza en cada hemisferio cerebral de los embriones. Las porciones obtenidas fueron

pasadas a un plato con solucién nueva (Fig.13).
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Fig. 13. Diseccion de CMN de la corteza cerebral de ratas E14. Los embriones
son obtenidos de hembras con 14 dias de gestacion, de los cuales se extrajo el
cerebro para obtener los hemisferios cerebrales. Los rectangulos muestran la
region disectada de cada hemisferio cerebral que fue utilizada para la obtencion
de CMN.
Cultivo primario de células de corteza de rata E14.
Las CMN de corteza cerebral de rata E14 fueron sembradas en platos de cultivo de
10 cm de diametro, para ser expandidas y posteriormente sembradas a platos de 24 pozos
con cubreobjetos de vidrio a una densidad inicial de 10 000 células por pozo. Los cultivos de
CMN fueron mantenidos con 10 ng/ml de bFGF como mitégeno (Fig. 14).
1. Una vez obtenidos los tejidos, éstos fueron recuperados en un tubo Falcon de 15 ml junto
con la solucién fisioldgica en que estaban suspendidos y centrifugados a 1000 rpm (200 x
g) en una centrifuga de mesa Thermo Forma durante 5 minutos a 4°C.
2. El sobrenadante fue descartado y al boton que contenia los fragmentos de tejido se le
agregaron 900 ul de solucién fisiol6gica nueva.
3. Los fragmentos de tejido fueron disgregados mecanicamente con la ayuda de una punta

de micropipeta de 1 000 pl (P1000), subiendo y bajando la suspension a través de la

punta de 6 a 8 veces para deshacer el tejido y obtener las células en suspension.
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Fig. 14. Cultivos en P1 de CMN de corteza cerebral de rata E14. Imagenes en campo claro de los
cultivos en P1 de CMN de corteza cerebral de rata extraidas de embriones en E14. La morfologia de estas
células en proliferacion es en general de circular a ovoide, con somas compactos y pocas prolongaciones
celulares; las células crecen en formando colonias circulares. A) Cultivo en etapas iniciales de P1. B)
Cultivo en P1 después de 3 a 4 dias de proliferacion. Las imagenes fueron tomadas con el objetivo de 20X.

La suspension se dejo reposar durante 3 a 5 min. para que los fragmentos no disociados
sedimentaran.

Posteriormente, se recuperé el sobrenadante, es decir, las células en suspension,
cuidando de no tomar los fragmentos no disociados y se transfirié a un tubo nuevo.

En el primer tubo se agregd un ml de solucion Krebs y se repitieron los pasos 3, 4 y 5,
recuperando el sobrenadante obtenido en el nuevo tuvo junto con el obtenido
anteriormente.

La suspensién obtenida fue centrifugada nuevamente a 200 x g por 5 minutos a 4°C para
sedimentar a las células.

Una vez obtenido el boton celular, se retiré el sobrenadante del tubo y se agregaron de 1
a 2 ml (dependiendo el tamafio del boton obtenido) de medio N2 y el botén celular fue
resuspendido con ayuda de una punta P1000 para obtener una suspension celular.

Una vez hecho esto, se cuantifico la cantidad de células obtenidas por ml de medio
utilizando una camara de Neubauer. El conteo se realiz6 bajo el mismo protocolo que en

el caso de los fibroblastos de raton.
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10. Una vez calculado el nimero de células obtenido, se sembraron de 1 a 1.4 millones de
células por plato de cultivo de 10 cm de didmetro, previamente tratadas con poli-ornitina
(PLO) [15 pg/ml] y fibronectina (Fn) [1 pg/ml] en 7 ml finales de medio N2 y 10 ng/ml de
factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) .

11. Estos cultivos, denominados en pasaje cero (P0), fueron incubados a 37°C con 5% de
CO, para su expansién con una adicién diaria de bFGF a una concentracion final de 10
ng/ml y cambiando el medio cada 2 dias, hasta alcanzar una confluencia de 60 a 80%,

aproximadamente en 4 a 6 dias.

Pasaje de cultivos primarios de CMN de corteza cerebral de rata (E14).

Una vez que los cultivos PO llegaban a la confluencia deseada, se procedié a
despegar a las células y resembrarlas en cajas de 24 pozos (ahora P1) que contenian un
cubreobjetos de vidrio de 12 mm de diametro en el fondo, previamente tratados con PLO y
Fn.

1. Se retiré el medio de cultivo de cada caja PO y se hicieron 2 lavados de 5 minutos a cada
caja con 5 ml de PBS con EDTA 0.1 mM.

2. Posteriormente se agregaron 7 ml de PBS-EDTA nuevo y dej6 incubar cada caja a 37°C
y 5% de CO, durante 20 minutos para despegar a las células.

3. El paso anterior era repetido de ser necesario, es decir, si la mayor parte de las células
no se despegaba al cabo de este tiempo.

4. Las células en suspension fueron recuperadas en tubos Falcon y centrifugadas a 200 x g
durante 15 minutos a 4°C.

5. Se retiré el sobrenadante y el botdén celular fue resuspendido en 1 a 2 ml de medio N2

nuevo, dependiendo del tamafio del botdn.
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6. Se calculé la cantidad de células por ml utilizando una camara de Neubauer y se

sembraron 10 000 células por pozo en platos de cultivo de 24 pozos con 400-500 ul de

medio N2 y 10 ng/ml de bFGF.

7. El mantenimiento de estas células, en P1, se realiz6 de la misma manera que los cultivos

en PO, es decir, adicionando bFGF diariamente y cambiando el medio cada 2 dias.

Transducciéon de CMN de corteza cerebral de rata E14 con los vectores

GIA y GNIA.

Al obtener una confluencia de aproximadamente 50% en los cultivos en P1 de CMN

de corteza cerebral de rata E14 (1 o 2 dias después de ser sembrados), éstos eran

infectados con los vectores retrovirales GIA y GNIA.

Se utilizaron 6 condiciones diferentes por duplicado para los cultivos en P1 que fueron

preparadas como sigue:

a)

b)

d)

G1: células transducidas con 11.4 pl (800 ufc) del vector GIA en sobrenadante, en
488.6 pl de medio N2 + bFGF 10 ng/ml final.

G2: células transducidas con 0.31 pl (280 ufc) del vector GIA concentrado, en 500
pl de medio N2 + bFGF 10 ng/ml final.

N1: células transducidas con 350 pl (400 ufc) del vector GNIA en sobrenadante, en
150 pl de medio N2 + bFGF 10 ng/ml final.

N2: células transducidas con 3.7 pl (140 ufc) del vector GNIA concentrado, en 500
pl medio N2 + bFGF 10 ng/ml final.

LIF: células sin VR tratadas con 0.5 pl de factor inhibidor de la leucemia (LIF;
concentracion final 1000 unidades/ml) en 500 pl de medio N2 + bFGF 10 ng/ml

final.

f) Control: células sin VR en 500 ul de medio N2 + bFGF 10 ng/ml final.
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Se retir6 el medio de cultivo de los pozos a transducir y se reemplazé por el volumen
correspondiente de medio fresco.

Se agrego la cantidad de retrovirus correspondiente a los pozos de cada condicion por
duplicado.

Se agregaron 0.5 pl de solucién concentrada (1 000 X) de bFGF a cada pozo y las cajas
se dejaron incubar a 37°C con 5% de CO..

En las condiciones transducidas con los VR, el medio se dejé sin cambiar durante 3 dias
en los que Unicamente se agregé bFGF a diario. En las condiciones LIF y Control, el
medio fue cambiado 2 dias después y también se agregd bFGF y LIF en la condicién que
lo requeria, a diario.

Tres dias después de la transduccién, se cambié el medio a los pozos con VR por 500 pl
de medio N2 fresco + bFGF 10 ng/ml. Las células transducidas fueron mantenidas en
cultivo durante 1 o 2 dias mas después de retirar a los virus y en presencia de FGF para
mantener un ambiente de proliferacion.

Al cabo de este periodo, se tom6 uno de los duplicados (cubreobjetos) de cada condicién
en proliferacion y se paso a un plato nuevo, para ser fijado.

La fijacion de las células en proliferacion se realizé de la misma forma que en el paso 8
de la titulacién de los VR. Los cubreobjetos fueron almacenados a 4°C con 500 ul de
PBS hasta tefiirlos mediante inmunofluorescencia.

Al resto de los cubreobjetos se les cambié el medio por 500 pl de medio N2 fresco +
acido ascorbico a una concentracion final de 200 uM, sin bFGF. Al retirar al bFGF, que es
un mitégeno al que responden las CMN, se promueve la diferenciacion de las células en
cultivo.

Las células fueron mantenidas en estas condiciones de diferenciacion durante 6 dias,

cambiando el medio cada 2 dias por N2 fresco + acido ascérbico.
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10. Al cabo de este tiempo se removié el medio de los pozos restantes y éstos fueron fijados

de la misma forma que los cubreobjetos en fase de proliferacion.

Inmunofluorescencia de las CMN en cultivos control y transducidas con

los vectores GIA y GNIA.

Para determinar la cantidad y los tipos celulares generados a partir de las CMN que
fueron transducidas y compararlas con los cultivos controles, los cubreobjetos fijados con
PFA fueron tefiidos con diferentes anticuerpos para visualizar algunos de los tipos celulares
presentes con la técnica de inmunofluorescencia.

En los cultivos fijados en fase de proliferacibn se analiz6 la presencia de CMN
mediante la tincion un anticuerpo contra nestina hecho ratén (monoclonal de clase IgG1 en
dilucién 1:100), de neuronas jovenes positivas al anticuerpo TuJ1l (contra B-Tubulina IlI)
hecho en ratdbn monoclonal IgG2a en diluciéon 1:1000 o policlonal de conejo en dilucion
1:2000; y de células gliales astrociticas positivas a un anticuerpo contra la proteina fibrilar
acidica glial (GFAP) con un anticuerpo policlonal de conejo en dilucién 1:1000 o monoclonal
de rata IgG2a en una dilucion 1:100. Mientras que en los cultivos fijados después de la fase
de diferenciacion se analizo la presencia de células positivas a TuJ1 y GFAP.

En los dltimos dos experimentos, se utilizé también un anticuerpo policlonal de conejo
contra GFP en una dilucion 1:500 o monoclonal de ratén (IgG2a) [1:100] para visualizar a las
células transducidas con los VR.

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti-lgG de conejo acoplado a Alexa
488 (fluorescencia verde) hecho en cabra, anti-lgG de ratdbn acoplado a Alexa 568
(fluorescencia roja) hecho en cabra, anti-lgG2a de raton acoplado a isotiocianato de

fluoresceina (FITC; fluorescencia verde) hecho en cabra, anti-lgG de rata acoplado a Alexa
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350 (fluorescencia azul) hecho en cabra y anti-lgG de conejo acoplado a Alexa 350 hecho en
cabra. Todos los anticuerpos secundarios fueron utilizados en concentraciones de [1:500].
El procedimiento para la tincion con inmunofluorescencia se realizé como sigue:

1. Los cubreobjetos con las células fijadas fueron bloqueados con 500 ul de la solucién de
bloqueo PBS con 10% de suero normal de cabra (NGS) y Triton X-100 al 0.3 % durante
una hora a TA, con agitacion continua.

2. Se retird la solucion de bloqueo y los pozos fueron lavados con 500 ul de PBS 3 veces
durante 5 minutos cada vez, con agitacion.

3. Se aplicaron los anticuerpos primarios disueltos en 20 ul de PBS con 10% de NGS y se
dejaron incubar 2 horas a TA o toda la noche a 4°C cubriendo cada cubreobjetos con un
circulo de Parafilm.

4. Se recuperaron los anticuerpos (estos fueron utilizados 2 veces mas) y se lavaron los
pozos con 500 ul de PBS 3 veces durante 5 minutos cada vez, con agitacion.

5. Posteriormente, se aplicaron los anticuerpos secundarios en 300 pl de PBS 10% NGS y
se dejaron incubar durante 2 horas a TA o toda la noche a 4°C con agitacion continua,
protegiendo a las cajas de la luz.

6. Se recuperaron los anticuerpos (que también fueron reutilizados hasta 2 veces mas) y se
lavaron los pozos con 500 pl de PBS 3 veces durante 5 minutos cada vez, con agitacion.

7. Finalmente se agregaron 500 pl de PBS por pozo y los cubreobjetos fueron montados en
portaobjetos de vidrio con medio de montaje para fluorescencia a base de agua.

8. Las preparaciones montadas fueron etiquetadas y se dejaron secar durante toda la

noche protegidas de la luz.

58



Cuantificacion de los tipos celulares obtenidos y analisis estadistico.

Las preparaciones montadas fueron observadas al microscopio de fluorescencia y se
tomaron fotos de las diferentes condiciones con amplificaciones de 20X, 40X y 100X. Se
fotografiaron los canales separados para fluorescencia azul, verde y roja.

Las fotografias de los diferentes canales correspondientes al mismo campo fueron
empalmadas utilizando el programa Adobe Photoshop 7.0 y se utilizaron de 4 a 7 campos
por condicién para cuantificar el nimero de células positivas a Nestina, B-Tubulina Ill, GFAP
y GFP presentes, de acuerdo a cada condicién, en las preparaciones de células en
proliferacion y en el caso de las células diferenciadas, el nUmero total de células por campo y
el numero células B-Tubulina, GFAP y GFP positivas en cada caso. Para la cuantificacion del
total de células por campo se utilizé el programa Image J.

Las medias de los experimentos + el error estdndar fueron graficadas utilizando el
programa Graph Pad Prism 2.01 y el analisis estadistico de los datos se realizé mediante las
pruebas de andlisis de varianza (ANOVA) y t de Student-Newman-Keuls con un valor de

confianza de 95%, utilizando el progama WINKS 4.80a.
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Resultados

Se prepararon tres lotes diferentes de vectores retrovirales.

Los plasmidos pGIA, pGNIA 'y pVSV-G fueron amplificados y purificados por maxiprep
obteniendo concentraciones de 1.215 pg/ul, 1.52 pg/ul y 1.5 pg/ul de plasmido
respectivamente en 300 pl de amortiguador TE pH 8.0 (Tabla 1). Estos plasmidos fueron

utilizados para la preparacion de los vectores GIA, GNIA y GLuc.

Las particulas virales fueron ensambladas y transducidas correctamente, no obstante
la concentracion por ultracentrifugacién no fue eficiente.

Se utilizé al vector GLuc como control del ensamblaje y la capacidad de infeccion de
las particulas virales generadas con la proteina VSV-G, mediante la medicion de la
intensidad de bioluminiscencia emitida por lisados de fibroblastos NIH 3T3 transducidos con
virus GLuc concentrados por ultracentrifugacion y en sobrenadante. Los resultados
obtenidos a partir del promedio de las 2 mediciones realizadas fueron normalizados con
respecto a la lectura basal del blanco y divididos entre los pg de proteina presentes en cada
muestra analizada (ver Tabla 3) para obtener un estimado de las URL por ug de proteina en
cada muestra; estos resultados se muestran en la Tabla 4.

La cantidad de URL/ug de proteina obtenida en las muestras transducidas por los VR
en sobrenadante fue mayor a la obtenida por los lisados transducidos con VR concentrados.
Ademas, la cantidad de bioluminiscencia observada en los lisados de vectores en
sobrenadante preparados a pH 7.1 es muy superior a la presentada por los lisados de pH
7.06 (Fig. 15), por lo que se decidi6 utilizar este pH para la preparacion de los lotes

retrovirales GIA y GNIA.
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Tabla 4. Cuantificacion de bioluminiscencia en lisados de células NIH 3T3 transducidas
con el vector GLuc.

Promedio Muestra —
12 URL blanco

URL/ug

Muestra A
protelna

[ug/ muestra]

Blanco 240 250 245 0 0 0.00
Control 317 250 283.5 38.5 604.2 0.064
negathO
pH 7.06
48062 49249 | 486555 4841050 1056.2 4583
concentrado
P 50125 55734 | 520295 52684.50 1091 48.29
concentrado
MANECEN 3122800 | 2877475 | 3000182.5 |  2999937.50 9002 | 333252
sobrenadante
SARE 191580056 | 49101676 | 49141316 | 49141071.00 904 | 5435959
sobrenadante

Se realizaron mediciones por duplicado de la bioluminiscencia emitida para cada condicion, expresada
en URL (unidades relativas de luz). El promedio de dichas mediciones fue normalizado con respecto al
control y dividido entre la cantidad de proteina, en pg, presente en las muestras.

55000~ Fig. 15. Bioluminiscencia
emitida por lisados de
células NIH 3T3
50000 transducidos con GLuc.
La cantidad de
450004 bioluminiscencia,

@ expresada en URL
% (unidades relativas de luz)
S 40000 /ug de proteina, fue mayor
g 5000t en los lisados transducidos
3 20004 con el vector GLuc en
3 sobrenadante que en los
% 3000+ lisados transducidos con
los VR concentrados por

2000+ ultracentrifugacion.
1007 Adicionalmente, la cantidad
de bioluminiscencia
504 presente en las muestras
transducidas con VR en
o sobrenadante a pH 7.1 fue
Blanco Control pH 7.06 pH7.1 pH 7.06 pH 7.1 16 veces superior a la de

Negativo pH 7.06.
Concentrados Sobrenadantes

Al concentrar a los virus GIA y GNIA obtuvimos un titulo mayor que los virus en
sobrenadante, pero menor a lo reportado para estos vectores.

Los lotes retrovirales GIA y GNIA concentrados por centrifugacion y presentes en el
sobrenadante, fueron preparados con HeBS pH 7.1 y usados para transducir fibroblastos

NIH 3T3 para su titulacién. Se realizaron diluciones seriadas por duplicado, como ya se

61



explicd en la metodologia, y se cuantificé el nUmero de colonias (representadas como ufc)
positivas a GFP, presentes en las diluciones donde éstas eran discretas, para asegurar su
origen clonal. El nimero de colonias, multiplicado por la dilucidon en que se cuantificaron nos
dio un estimado directo del nimero de ufc/ml presentes en las preparaciones virales y
representd por tanto el titulo retroviral de cada lote. Los resultados de la determinacién de
ufc/ml se presentan en la Tabla 5. En los virus que fueron concentrados por
ultracentrifugacién obtuvimos un titulo mayor al obtenido en los sobrenadantes, sin embargo

el titulo fue menor a lo reportado por la literatura (Gaiano et al., 1999)

Tabla 5. Determinacion del titulo de los lotes retrovirales GIA y GNIA.

Promedio
ufc/ml

Pozo Dilucion # ufc ufc/ml

GIA 1:1000 35000
sobrenadante 1b 1:1000 35 35000 35000
GNIA 2a 1:100 19 1900 2300
sobrenadante AN 1:100 27 2700
GIA 3a 1:10 000 56 560000
concentrado 3b 1:10 000 32 320000 440000
GNIA 4a 1:1000 97 97000 27500
concentrado 4b 1:1000 58 58000

El titulo de los lotes retrovirales GIA y GNIA, fue determinado utilizando una
modificacion del método de placa para la determinacion de infectividad viral. Se
cuantific6 el namero de colonias de las diluciones en donde éstas eran discretas, lo
cual nos dio un estimado del niumero de ufc (unidades formadoras de colonias) /ml
presentes en las preparaciones virales.

De acuerdo con el titulo obtenido, se calculé el volumen necesario en cada caso para
realizar las transducciones de los VR en células P1 de corteza cerebral fetal de ratas E14,
sembradas a una densidad inicial de 10 000 células por pozo en platos de cultivo de 24
pozos. Las transducciones se realizaron como se enumera a continuacion: de los virus en
sobrenadante GIA (G1), 400 ufc (11.4 pl), de los virus en sobrenadante GNIA (N1) 800 ufc
(350 ul), de los virus concentrados GIA (G2), 140 ufc (0.31 pl) y por ultimo de los virus

concentrados GNIA (N2), 281 ufc (3.7 pl).
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El patrén de expresion de la GFP en las células transducidas con el vector GNIA difiere
del de las células transducidas con GIA.

Las CMN de corteza cerebral de rata E14 fueron transducidas con los vectores GIA o
GNIA, uno o dos dias después de haber sido sembradas en los platos de cultivo de 24
pozos. El éxito de la transduccion se verificd por la expresiéon del gen reportero de GFP en
los cultivos. En el caso de las células transducidas con el vector GIA se observé la expresion
de la GFP en todo el cuerpo celular, es decir, soma y prolongaciones celulares, mientras que
en células transducidas con el vector GNIA la expresion de la GFP se localizé Unicamente en

el ndcleo de las células (Fig. 16).

Fig. 16. CMN de corteza
cerebral de rata El14
transducidas con los
vectores retrovirales GIA y
GNIA. A y B) Expresion del
vector GIA en CMN de
corteza cerebral de rata E14.
La prote las células crecen en
formando colonias circulares
se expresa de manera
homogénea en todas las
células transducidas con este
vector, es decir, se observa
expresion de la GFP tanto en
soma como en las
prolongaciones celulares. A)
40X; B) 100X. C y D)
Expresion del vector GNIA en
CMN de corteza cerebral de
rata E14. La proteina de
fusion GFP-ICN1 se expresa
Unicamente en el nucleo de
las células transducidas. C)
40X; D) 100X.

Las CMN en condiciones de proliferacion expresan mayoritariamente nestina y al ser
tratadas con LIF se diferencian a astrocitos.

Los cultivos de CMN transducidos con los vectores GNIA (N1 y N2) y GIA (Gl y G2),
en condicion control y de tratamiento con el factor inhibidor de la leucemia fueron tefiidos con

anticuerpos contra diferentes marcadores de destinos neurales para analizar y cuantificar su
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presencia en condiciones de proliferaciéon (con bFGF) y de diferenciacion (N2 + acido

ascorbico).

Se analizd la presencia del marcador de CMN nestina, del marcador de neuronas

jovenes B-Tubulina Il y del de células gliales astrociticas GFAP en los cultivos mantenidos

en condiciones de proliferacion, mediante dobles tinciones contra nestina y B-tubulina Il

(Figs. 17 y 19) 6 nestina y GFAP (Figs. 18 y 20), ademas de la presencia de células positivas

a GFP transducidas con los virus GIA y GNIA (Figs. 19 y 20).

Control

Nestina

25pum

B-Tubulina lll

254m 254m

Campo claro

LIF

Fig. 17.
Inmunofluorescencia para
detectar nestina y B-
tubulina Il en CMN de
corteza cerebral de rata E14
en condiciones control y
tratadas con LIF. A-C) CMN
control después de 4 a 5 dias
de cultivo en condiciones de
proliferacién. El 85.84% de
las células son positivas a
nestina; 0.48% coexpresa
nestina y [B-Tubulina 1l y
0.1% expresa B-tubulina Il
D-F) CMN tratadas con LIF
durante 4 a 5 dias en
condiciones de proliferacion,
98.85% de las células son
positivas a nestina, 0.49%
coexpresa nestina y fB-
tubulina 1l 'y 0.02% expresa
B-tubulina Ill. Las fotografias
se tomaron con objetivo 40 X.
LIF: factor inhibidor de Ia
leucemia.
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Control LIF

Empalme GFAP Nestina

Campo claro

Fig. 18. Inmunofluorescencia para detectar nestina y GFAP en CMN de corteza cerebral de rata E14 en
condiciones control y tratadas con LIF. A-D) CMN después de 5 a 6 dias de cultivo en condiciones de
proliferacion, 82.4% de las células expresan nestina 'y 0.36% coexpresa nestina y GFAP. E-H) CMN tratadas con
LIF 4 a 5 dias en condiciones de proliferacion. 98.35% de las células expresa nestina, 56.5% del total coexpresa
nestina y GFAP y 0.05 % de las células expresan GFAP. Las fotografias se tomaron con objetivo 40 X. LIF:
factor inhibidor de la leucemia.

65



Nestina

GFP B-Tubulina Il

Empalme

Campo claro

25um

25um

GIA

GNIA

Fig. 19. Inmunofluorescen-
cia contra nestina y B-
Tubulina 1l en CMN de
corteza cerebral de rata E14
transducidas con los
vectores GIA y GNIA.

A-E) CMN cultivadas en
condiciones de proliferacion 2
a 3 dias después de la
transduccion con GIA.
93.85% de las células con
positivas a nestina, 0.48%
coexpresan nestina y f-
Tubulina 11I, 0.62% expresa
solo B-Tubulina 1l 'y 6.76%
expresan GFP. F-J) CMN
cultivadas en condiciones de
proliferacion 2 a 3 dias
después de la transduccion
con GNIA. 97.75% de las
células expresan nestina,
0.72% coexpresan nestina y
B-Tubulina I, 0.01%
expresan solo B-Tubulina Il y
3.33 % expresan GFP. Las
fotografias se tomaron con
objetivo 40 X.
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Empnalme GFP GFAP Nestina

Camnbo claro

Fig. 20. Inmunofluorescen-
cia contra nestina y GFAP
en CMN de corteza cerebral
de rata E14 transducidas
con los vectores GIA vy
GNIA.

A-E) CMN cultivadas en
condiciones de proliferacion 2
a 3 dias después de las
transduccion con GIA. 95.45%
de las células son positivas a
nestina, 0.01% co-expresa
nestina y GFAP, 0.04%
expresan solo GFAP y 7.7%
expresan GFP. F-J) CMN
cultivadas en condiciones de
proliferacion 2 a 3 dias
después de la transduccion
con GNIA. 98% de las células
expresan nestina, 4.62% co-
expresan nestina y GFAP,
0.11% expresan Unicamente
GFAP y 8-91% expresan GFP.
Las fotografias se tomaron
con el objetivo de 40X.

Las CMN en
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condiciones de proliferacion expresaron mayoritariamente al marcador de células neurales
indiferenciadas nestina (Figs. 17 a 20; Tabla 6), sin presentar ninguna diferencia significativa
entre las diferentes condiciones (Fig. 21). La expresion de los marcadores B-Tubulina Il y
GFAP fue menor al 1% en las 4 condiciones y no se observo ninguna diferencia significativa
en cuanto a su expresion entre los tratamientos. En la mayoria de los casos fue posible
observar células que co-expresaban a los marcadores nestina y B-Tubulina Ill o nestina y
GFAP, aunque con poca frecuencia (Tabla 6). En el caso de la co-expresion de nestina y -
Tubulina Il no se observo una diferencia estadisticamente significativa en ninguno de los
tratamientos; por otro lado, en el tratamiento con LIF se observé que el 54.55% de las
células co-expresaban nestina y GFAP, lo cual represent6 una diferencia estadisticamente
significativa con respecto a el resto de los tratamientos (Fig. 21).

El porcentaje de células positivas a GFP en los tratamientos N1 (virus GNIA en
sobrenadante) y G1 (virus GIA en sobrenadante) con respecto al total de células representé
el porcentaje de transduccién para cada caso. En el tratamiento N1 se obtuvo un porcentaje
de transduccion del 6.12% y en el tratamiento G1 de 7.14% (Tabla 6). No se observo una

diferencia estadisticamente significativa entre ambas condiciones (Fig. 21).

Tabla 6. Cuantificacion de marcadores neurales y células GFP+ en cultivos de CMN de corteza cerebral de
rata E14 en condiciones de proliferacion.

% Nestina %’?‘35/ B_Tu:f’u“na % Nes/GFAP % GFAP % GFP
Sl 84.13+7.72 | 0.49+0.32 | 0.09+.09 | 0.36+0.27 0.00
M 08.61:0.35 |[049+049 | 002%.02 | 54.55+6.01 | 0.05¢0.05
NFRN 07.83+0.58 | 0.73+058 | 0.01+.01 | 347%2.02 |0.11+0.04 | 6.12+1.93
G 94.66+182 | 048%0.45| 0.62+059 | 001+001 [0.04:0.04 | 7.24+17

Se cuantific6 el nimero de células positivas a nestina, 3-Tubulina 1ll, GFAP y que co-expresaban nestina y -
Tubulina 1l o nestina y GFAP para las condiciones control, LIF, N1 y G1; en las condiciones N1 y G1
transducidas con los vectores GNIA y GIA, respectivamente, se cuantificé el nUmero de células positivas a GFP.
La Tabla muestra el promedio de los porcentajes totales de todos los experimentos analizados * el error
estandar (n=4).
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Fig. 21. Andlisis de la expresién de marcadores neurales y del porcentaje de transduccidon en los
cultivos en proliferacion de CMN de corteza cerebral de rata E14. La mayor parte de las células expresan
nestina, no existe ninguna diferencia significativa en este caso para las 4 condiciones. Tampoco se observaron
diferencias significativas en el nimero de células positivas a 3-Tubulina 11l (B-Tub), que co-expresaban nestina
y B-Tubulina 11l (Nes/B-Tub) ni en el numero de células positivas a GFAP para ninguna condicion. En las células
tratadas con LIF se observd que 54.55% de las células co-expresaban nestina/GFAP (Nes/GFAP). Este
aumento en la expresion fue estadisticamente significativo con respecto a las demas condiciones (ANOVA,;
Newman-Keuls, p< 0.001). No se observé ninguna diferencia significativa al comparar a las otras 3 condiciones.
El porcentaje de transduccion en las condiciones de CMN transducidas con los vectores GNIA y GIA fue 6.12%
y 7.24% respectivamente, no se observé una diferencia significativa entre los tratamientos. Los datos
representan la media + el error estandar.

Se cuantificé el porcentaje de células positivas a los marcadores neurales nestina, -
Tubulina 1l y GFAP presentes en las células positivas a GFP de las condiciones N1 y G1
crecidas en presencia del factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF;Tabla7) como
mitdégeno para promover la proliferacion celular. La mayor parte de las células transducidas
expresa nestina. No se observo la expresion de B-Tubulina lll en las células transducidas con
el vector GNIA y en el caso de las células transducidas con el vector GIA sélo se observo en
uno de los 4 experimentos analizados. La expresion de GFAP se observd en 2 de los 4
experimentos analizados para la condicion N1 y en 1 de los 4 experimentos analizados para

el caso de la condicién G1; en todos los casos las células positivas a GFAP co-expresaban
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también nestina. Cabe sefalar que en el tratamiento N1 en muchas ocasiones la morfologia
de las células positivas a nestina era diferente a la presentada en las tinciones control para
esta proteina, en estos casos las células presentaban varias prolongaciones y formas
estrelladas (Figs. 191 y 20I). Aungue el porcentaje de células positivas a GFAP fue
ligeramente mayor en la condicion N1, al comparar los promedios de los experimentos
analizados no se observo una diferencia estadisticamente significativa para ninguno de los

marcadores en estas condiciones (Fig. 22).

Tabla 7. Cuantificacién de los marcadores neurales presentes en células GFP+ provenientes de
transfecciones con los vectores GNIA y GIA en condiciones de proliferacion

N1 G1
% Nestina % bTub % GFAP % Nestina % bTub % GFAP

Promedio 99.14 93.62
Error 0.49 2.70

Porcentaje de células transducidas con los vectores GNIA y GIA (GFP+) positivas a nestina, B-Tubulina Ill
0 GFAP en los cultivos en proliferacion de CMN de corteza cerebral de rata E14. Se muestran los
promedios por experimento y el promedio final de todos los experimentos con su error estandar. n = 8 para
nestina y n = 4 para B-Tubulina 11l y GFAP.

1009 s Fig. 22. Andlisis de la expresion
de marcadores neurales en
e N1 cultivos en proliferacién de CMN
- de corteza cerebral de rata E14
transducidas con los vectores
GIA y GNIA. La mayoria de las
células GFP+ en ambas condiciones
expresan nestina; no se observo
expresion de B-Tubulina Il en las
células transducidas con el vector
GNIA (N1) y su expresién en G1 fue
s6lo del 0.43%. En ambas
condiciones, un porcentaje de las
células positivas a nestina co-
20—+ expresaba también GFAP este
1571 porcentaje fue ligeramente mayor en
104 el caso de N1, sin embargo no se
054 observé una diferencia significativa
' i ﬁ entre las dos condiciones. Los datos
el Hestina B-Tub GFAP representan la media * el error
estandar.

B0 4

=
1

P
1
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En condiciones de diferenciacion, las CMN gue sobre expresan al fragmento activo de
Notch1l se diferencian preferentemente hacia astrocitos.

En el caso de las CMN cultivadas en condiciones de diferenciaciéon, es decir, en
ausencia del mitégeno bFGF y con acido ascérbico, para reducir la oxidacién del medio, se
analiz6 la presencia de los marcadores B-tubulina Ill para neuronas jovenes y GFAP para
células astrociticas. Se cuantific6 el nimero de células GFP positivas transducidas con los
virus GIA y GNIA que expresaban estos marcadores (Figs. 23 y 24). Para este caso se
utilizaron dos condiciones diferentes para cada uno de los vectores retrovirales, virus en
sobrenadante (N1 y G1) y los virus concentrados por ultracentrifugacion (N2 y G2).

Los porcentajes de células positivas a cada marcador y a GFP se presentan en la
Tabla 8. No se observé ninguna diferencia significativa en cuanto a la expresion de [3-
tubulina 11l en ninguna de las condiciones, pero para el marcador GFAP la condicién tratada
con LIF presentd un aumento estadisticamente significativo en la expresiéon (20.83%) con
respecto al resto de las condiciones (Fig. 25). En los cultivos transducidos con los vectores
GIA y GNIA obtuvimos, para el caso de los virus en sobrenadante, un 3.19 % de células
positivas a GFP en el tratamiento N1 y 6.62% en el tratamiento G1. En los tratamientos con
los virus concentrados obtuvimos 2.31% de células positivas a GFP en la condicion N2 y
2.92% en el tratamiento G2 (Tabla 8). No se observaron diferencias significativas entre

ninguna de las condiciones (Fig. 25).

Tabla 8.Cuantificacién de células positivas a B-Tubulina lll, GFAP y GFP en
cultivos de CMN de corteza cerebral de rata E14 en condiciones de diferenciacion.

% GFAP % GFP
7.45+4.18 4+1.47 ---
2.77 £1.03 20.83 + 5.55 ---
2.71 £ 0.65 452 +1.3 3.19+1.89
458 +1.51 3.58 £ 0.84 6.62 £1.62
1.64 + 0.07 3.53+1.14 2.31 £0.93
3.9+0.49 1.68 £0.51 2.92+0.19
Se cuantificé el numero de células positivas a B-Tubulina Il y GFAP para las condiciones control, LIF, N1, N2, G1
y G2; en las condiciones N1, N2, G1 y G2 transducidas con los vectores GNIA y GIA, se cuantificé el nimero de
células positivas a GFP. La Tabla muestra el promedio total de todos los experimentos analizados * el error
estandar. (n =5, exceptoen N2, n =3y G2 n = 4).
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Control LIF

Empalme GFAP B- Tubulina lll

Campo claro

Fig. 23. Inmunofluorescencia contra B-tubulina 1l y GFAP en CMN de corteza cerebral de rata E14
condiciones control y adicionadas con LIF en las fases de proliferacion y diferenciacion. A-D) CMN
después de 6 dias de cultivo en condiciones de diferenciacién con ac. ascérbico. El 7.4% de las células expresa
B-Tubulina 1l y 4% expresa GFAP. E-H) CMN después de 6 dias de cultivo con LIF y en condiciones de
diferenciacion. El 2.77% de las células expresa B-Tubulina Ill y 20.33% expresa GFAP. Las fotografias se
tomaron con objetivo 40 X. LIF: factor inhibidor de la leucemia.
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B-Tubulina Il

Empalme GFP GFAP

Campo claro

GIA

GNIA

Fig. 24. Inmunofluorescen-
cia contra B-tubulina Il y
GFAP en CMN de corteza
cerebral de rata E14
transducidas con los
vectores GIA y GNIA.

A-E) CMN transducidas con
VR GIA después de 6 dias de
cultivo en condiciones de
diferenciacién. En las células
transducidas con el virus en
sobrenadante el 4.58%
expresa 3-Tubulina Ill, 3.58 %
expresan GFAP y 6.62%
expresa GFP. En las células
transducidas con el virus
concentrado, el 3.9% expresa
B-Tubulina Ill, 1.68% expresa
GFAP y 2.92% expresa GFP.
F-J) CMN transducidas con
GNIA después de 6 dias de
cultivo en condiciones de
diferenciacién. En las células
transducidas con el virus en
sobrenadante el 2.71%
expresa B-Tubulina Il y 4.52
expresa GFAP y 3.19%
expresa GFP. En células
transducidas con el virus
concentrado, 1.64% expresa
B-Tubulina Ill, 3.53 % expresa
GFAP y 2.31% expresa GFP.
Las fotografias se tomaron
con objetivo 40 X.
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Fig. 25. Analisis de la expresion de marcadores neurales y GFP en cultivos de CMN de corteza
cerebral de rata E14 en condiciones de diferenciacion. No se observé ninguna diferencia estadistica en
el nimero de células que expresaban B-tubulina lll en ninguna de las condiciones. En la condicién LIF un
mayor porcentaje de las células (20.83%) expresaban GFAP, este aumento fue estadisticamente
significativo con respecto a las demas condiciones (ANOVA: Newman-Keuls, p<0.001), el resto de las
condiciones no presentan diferencias entre ellas. En las condiciones transducidas con los vectores
retrovirales no se observaron diferencias significativas en cuanto a la expresion de GFP en ningln caso. Los
datos representan la media + el error estandar.

Para conocer el linaje de las células transducidas con los VR, se cuantificé el nUmero
de células que co-expresaban GFP y B-tubulina lll o GFP y GFAP (Tabla 9). El porcentaje de
células positivas a GFAP fue significativamente mayor en las condiciones transducidas con
los VR que sobre expresaban ICN1. En las condiciones transducidas con el VR control que
s6lo expresaba GFP, se observé un mayor numero de células positivas a B-tubulina Ill. Esta
diferencia fue estadisticamente significativa con respecto a las condiciones transducidas con

GNIA (Fig. 26).
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Tabla 9. Porcentaje de CMN transducidas con los vectores GIA y GNIA
que expresan B-tubulina lll o GFAP en condiciones de diferenciacion.

% B-Tub

0

% GFAP

86.56 + 9.5

31.81+7.46 28.8 £9.96
1.08+1.08 | 74.33+19.75
27.1+£9.59 20.15+6.2

Porcentaje de células transducidas con los vectores GNIA y GIA (GFP+)
positivas a B-Tubulina Il o GFAP en los cultivos de CMN de corteza
cerebral de rata E14 en condiciones de diferenciacion. Se muestra el

promedio de todos los experimentos * el error estandar; n=5
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Fig. 26. Analisis de la expresion de B-Tubulina Ill y GFAP en CMN de corteza cerebral de rata E14
transducidas con los vectores GIA y GNIA en condiciones de diferenciacion. En las dos condiciones
transducidas con el vector GIA se observo un mayor numero de células GFP+ que expresaban B-Tubulina
I, con respecto a las condiciones transducidas con el vector GNIA; esta diferencia fue estadisticamente
significativa (ANOVA, Newman-Keuls, p = 0.0045). En el caso de las células transducidas con el vector
GNIA, se observé un incremento estadisticamente significativo en el nimero de células positivas a GFAP,
con respecto a las condiciones transducidas con el vector GIA (ANOVA, Newman-Keuls, p = 0016). Los

datos representan la media + el error estandar.
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Discusion

Una caracteristica de los vectores retrovirales que tienen a la proteina VSV-G es que
permite ampliar el intervalo de especies capaces de ser transducidas (Coffin, et al., 1997).
Esto representa una ventaja en cuanto al nimero de especies en que los vectores pueden
ser utilizados, pero también un riesgo en cuanto a su manipulacién ya que dentro de los tipos
celulares capaces de transduccién se encuentran las células humanas y por tanto existe la
capacidad de infeccién para quien trabaja con o cerca de ellos. No obstante, el disefio de
vectores deficientes en la replicacion, como los utilizados en este trabajo, reduce este riesgo
pues éstos contienen al transgen de interés, son capaces de integrar su material a la célula
que infectan, pero no son capaces de ensamblar nuevos viriones ni liberarlos para infectar
otras células, ya que no llevan consigo las secuencias necesarias para la produccion de las
proteinas retrovirales (Gag y Pol), que se encuentran Unicamente en las células
empaquetadoras utilizadas para su ensamblaje. Sin embargo, al trabajar con cualquier
agente que presente algun riesgo aunque sea potencial, siempre es necesario utilizar las
medidas de bioseguridad pertinentes durante su manipulacion.

Otra de las ventajas que presenta el uso de vectores modificados con la proteina
VSV-G es la posibilidad de concentrar por ultracentrifugacion a las particulas infectivas. Las
proteinas nativas del domino Env retroviral SU y TM son las encargadas del reconocimiento
de receptores de superficie celular para la infeccion del hospedero. Estas proteinas forman
un complejo dimérico que se encuentra unido por enlaces débiles (Coffin, et al., 1997) y que
no es capaz de soportar las fuerzas de ultracentrifugacion aplicadas para concentrar a las
particulas infectivas, mientras que la proteina VSV-G es mucho mas estable que las
proteinas de envoltura retrovirales y es capaz de soportar las fuerzas de ultracentrifugacion

necesarias para la concentracion de los viriones manteniendo asi la funcionalidad de éstos.
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El propésito de utilizar a los VR modificados con la proteina VSV-G era concentrar a
las particulas infectivas para que al centrifugar se elevara el titulo viral final y asi poder
incrementar el porcentaje de transduccion. A pesar de que con el protocolo utilizado para
concentrar las particulas infectivas fue posible obtener un titulo mayor en los virus GIA y
GNIA que el de los virus en sobrenadante (Tabla 5), este aumento no fue del orden esperado
de acuerdo a lo reportado por Gaiano y colaboradores (1 x 10° a 5 x 10° ufc/ml; Gaiano et al.,
1999).

Al medir la eficiencia de transduccion y de manera indirecta la capacidad funcional de
la proteina VSV-G después de haber cuantificado la cantidad de particulas infectivas
presentes en las preparaciones virales que contenian al gen reportero de la luciferasa
observamos que, de manera contraria a lo esperado, los lisados de células transducidas con
los vectores GLuc en sobrenadante mostraban una mayor actividad de bioluminiscencia por
ug de proteina con respecto a los lisados transducidos con los virus que fueron concentrados
por ultracentrifugacion, en los que se esperaba una mayor capacidad de transduccién (Tabla
4y Fig. 15). Esto sugiere que el procedimiento de concentracion no fue lo suficientemente
eficiente, debido probablemente a alguna falla en el procedimiento utilizado o bien a la
pérdida de la capacidad transductiva de los viriones debido a algun dafio ocasionado por el
procedimiento de concentracion, lo cual podria explicar el bajo titulo viral obtenido después
de concentrar los vectores GIA y GNIA. No obstante, la presencia de la actividad
bioliminiscente en todos los lisados nos sugiere que las particulas virales se ensamblaban
correctamente y tenian la capacidad de transducir a las células objetivo.

Puesto que fue necesario utilizar una mayor cantidad de ufc de los virus GNIA con
respecto a los GIA podemos suponer que el vector GIA presenta una mayor capacidad de
transduccién que el vector GNIA (Fig. 22). Esto podria deberse a factores internos

relacionados con el control de la expresion del fragmento activo de Notch, relacionados por
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ejemplo con el sitio de insercién del transgen, o a una menor capacidad de integracion del
ADN proviral que contiene al ICN1 debida al tamafio del transgen.

Se sabe que durante el desarrollo de la corteza cerebral en mamiferos, la generacion
de neuronas se presenta primero con respecto a la generacion de las células gliales. En rata,
la neurogénesis comienza alrededor del estadio E12 y alcanza su pico maximo alrededor del
E15, mientras que la presencia de astrocitos comienza a detectarse alrededor del E16 (Qian
et al., 2000). Estudios in vitro muestran que al adicionar LIF a cultivos de CMN provenientes
de corteza cerebral de embriones E14 y E15 se obtienen astrocitos, no asi en cultivos
obtenidos del E12, mostrando asi que la generacion de astrocitos es posterior al dia E12
(Molné et al., 2000).

Un estudio realizado por Morrow y colaboradores en el 2001 muestra que estos
mismos precursores in vitro conservan la capacidad temporal de generar neuronas y
astrocitos en cultivo, que ésta capacidad depende del ambiente celular en que se encuentran
los precursores y que el tiempo en el que las CMN permanecen en cultivo recapitula lo que
sucede en el desarrollo in vivo. Esto quiere decir que los progenitores aislados de estadios
tempranos tienden a producir una mayor cantidad de células neuronales y una menor
cantidad de astrocitos cuando son diferenciados y que esta proporcién se va invirtiendo
conforme avanza el tiempo en el que los progenitores son mantenidos en cultivo, lo que
sugiere que las propiedades de las CMN se van modificando con el tiempo (Qian et al.,
2000). Por este motivo el uso de cultivos primarios de CMN mas alld de P3 no es
recomendable para la generacibn de neuronas debido a que se constituyen
mayoritariamente de precursores gliales y la proporcién de CMN disminuye. Debido a esto
elegimos utilizar en nuestros experimentos CMN en P1 para, por un lado eliminar células ya
diferenciadas presentes en PO y, por otro lado, asegurar que los progenitores neurales eran

lo mas parecidos a los presentes in vivo en ese estadio del desarrollo.
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Al transducir a las CMN con los vectores GIA y GNIA se comproboé la expresion del
transgen por la fluorescencia emitida al expresarse la proteina reportera GFP. La expresion
de GFP observada en las células transducidas con el vector GIA difirié de la observada en
las células transducidas con el vector GNIA, en este sentido en las transducciones con
vectores GIA se observo una expresion de la GFP homogénea en todo el citoplasma de
estas células (Fig. 16 A y B), mientras que en las células que introdujeron al vector GNIA la
expresion de la GFP fusionada al ICN1 fue observada Unicamente en los ndcleos celulares
(Fig. 16 C y D). En condiciones fisidlégicas la union del ligando de Notch a su receptor
provoca que se libere el fragmento intracelular activo de la proteina, el cual es translocado al
nucleo en donde funciona como factor transcripcional. Por lo tanto, la expresion diferencial
observada en ambas condiciones nos sugiere que la proteina se logré expresar de manera
correcta, translocarse al nucleo y probablemente, como lo sugieren nuestros resultados, ser
funcional.

Otro dato interesante es el hecho de que las CMN mantenidas en condiciones de
proliferacion expresaban mayoritariamente nestina en todos los casos, excepto las células
tratadas con LIF donde se observd, que aproximadamente la mitad de las células co-
expresaban esta proteina de filamentos intermedios y GFAP (Fig. 18 E-H) ademas de
presentar un cambio en la morfologia tipica de los progenitores neurales (Fig. 17 D-F).
Cuando estas células fueron diferenciadas se mantuvo un aumento significativo en las
células positivas a GFAP con respecto a otras. Este resultado concuerda con lo reportado
por diversos grupos, en los que se ha visto que los progenitores neurales tardios son
capaces de diferenciarse hacia destinos astrociticos en presencia de LIF cuando éste se une
a su receptor en la membrana celular activando la via JAK-STAT, inhibiendo la transcripcion
de genes proneurales (Rajan y McKay, 1998; Molné et al., 2000). Esta condicion

experimental nos sirvié para ser utilizada como control positivo.
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Por otro lado, los cultivos en proliferacion sin tratamiento y transducidos con el vector
GIA mostraron una morfologia de las células positivas a nestina muy similar, mientras que
las células transducidas con el vector GNIA presentaron diferencias en la morfologia tipica
de los progenitores neurales, generando prolongaciones e incluso formas estrelladas que
recuerdan a la morfologia de los astrocitos (Figs. 19 | 'y 20 I). De hecho, algunas de estas
células mostraban en este punto un doble marcaje contra nestina y GFAP en 2 de 5
experimentos analizados por duplicado. Aun queda por indagar si este efecto fue producto
de los altos niveles de expresion del transgen o es un aspecto que puede darnos una pista
mas acerca de la regulacion de esta via, pero esto sugiere que probablemente la sobre-
expresion del ICN1 causa una especificacion de las CMN hacia un linaje astrocitico, lo cual
puede ser confirmado en células diferenciadas transducidas con los virus concentrados o en
sobrenadante en donde logramos obtener un 74 % y 86 % de las células que expresaron
GFAP y que presentaron una morfologia tipica de astrocitos respectivamente (Tabla 9 y Fig.
24 1). Nuestros resultados concuerdan con lo expuesto en otros trabajos en donde se ha
demostrado que la sobre-expresion de Notch en CMN provoca la diferenciacion hacia
astrocitos (Morrison et al., 2000; Tanigaki et al., 2001; Grandbarbe et al., 2003).

La presencia del marcador nestina en el resto de las condiciones en proliferacién
sugiere que las sefiales que promueven el mantenimiento de las CMN son mas fuertes que
las que promueven la diferenciacién en estos casos.

La diferencia entre el potencial de diferenciacion glial promovido por del control
positivo tratado con LIF y las CMN transducidas con el vector GNIA podria indicar que bajo
condiciones de proliferacion las sefiales de diferenciaciébn promovidas por LIF son mas
potentes a las del fragmento activo de Notchl, aunque se ha reportado que Notch se
encuentra involucrado también en el mantenimiento del estado de CM, por lo que aln queda
por indagar respecto a los factores que regulan a esta via bajo diferentes contextos

celulares.
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Como se menciond anteriormente, la proporcion de células positivas a GFAP
observados en este trabajo durante el tratamiento con LIF son similares a los reportados en
la literatura. Molné y colaboradores mostraron que el efecto gliogénico promovido por LIF en
cultivos de CMN de la cortaza cerebral de rata del E14 y P1 es de alrededor del 50% en
presencia de bFGF y que la activacion de la via JAK/STAT por el receptor del factor
neurotrofico ciliar (CNTF) que perteneciente a la familia de los receptores de LIF, promueve
la diferenciacion de estos mismos precursores en un 29% (Bonni, et al., 1997).

Nuestros datos, en conjunto con lo obtenido por Molné y por Bonni, sugieren que en
asuencia de sefales proliferativas el efecto gliogénico promovido por la sobre-expresiéon de
Notchl es mas eficiente que el inducido por la via JAK/STAT. Nuevamente, es necesario
aclarar si este efecto esta ligado al nivel de expresion del transgen en las células
transducidas el cual ain debe ser determinado.

cabe mencionar que aun cuando el numero de células transducidas con el vector
GNIA fue mucho menor al nimero de células que estuvieron en contacto con el factor LIF,
una mayor proporcion de células gliales fue producida por los retrovirus (74 % y 86 %) con
respecto a las tratadas con LIF (20.8 %), asi pues, seria de suponerse que si se logra una
mayor eficiencia de transduccion se conseguiria elevar el nimero de células positivas a

GFAP en cultivo debido que un mayor nimero de células estarian sobre expresando Notchl.
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Conclusion

En esta tesis nos fue posible preparar lotes retrovirales que expresaban a la GFP y a
la proteina de fusion GFP-ICNL1, con los cuales se transdujeron CMN de corteza cerebral de
rata E14 y se evalu6 el destino celular de las células transducidas al ser cultivadas en
condiciones de proliferacion y diferenciacion.

El alto porcentaje de células astrociticas obtenidas a partir de la transduccion con el
vector GNIA en la fase de diferenciacion podria ser consecuencia de la adquisicion de este
compromiso debida a la sobre expresion del fragmento intracelular activo de Notchl durante
la fase de proliferacion, lo que es sugerido por la morfologia glial presente en los
progenitores durante la proliferacion.

En las células transducidas con el virus control GIA y las células sin tratamiento no se
observaron diferencias entre la cantidad de células neuronales y gliales presentes, por los
que se descarta que el efecto gliogénico de la sobre-expresién de Notchl pueda deberse al
procedimiento de infeccion retroviral.

Nuestros resultados sugieren que la induccidén gliogénica mediada por la sobre-
expresion del ICN1 en CMN de corteza cerebral de rata E14 es mayor, en ausencia de
sefiales proliferativas, a la que se obtiene al tratar a estas células con LIF.

En este trabajo se establecié un protocolo reproducible para la sobre-expresion de la
forma activa de Notchl en CMN. Estos estudios permitirdn contar con una herramienta
esencial para en un futuro, continuar el estudio del efecto de la activacion de esta via durante
el desarrollo utilizando modelos in vitro o in vivo, y asi continuar ampliando el conocimiento

de las funciones de la via de Notch y su importancia.
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Perspectivas

Como ya se ha mencionado, existe una relacién temporal en cuanto a la capacidad
de diferenciacion de las CMN. En estadios tempranos se favorece principalmente la
neurogénesis mientras que, conforme avanza el desarrollo, se favorece la generacion de
tipos celulares gliales. Los resultados en este trabajo apoyan la idea de que la sobre-
expresion de Notch favorece la gliogénesis (Morrison et al., 2000; Tanigaki et al., 2001;
Grandbarbe et al.,, 2003), pero no que bajo condiciones de proliferacién se favorezca el
estado indiferenciado de los precursores neurales (Nakamura et al., 2000; Hitoshi et al.,
2002; Noctor et al., 2002). La alta capacidad induccién gliogénica observada debido a la
sobre-expresién de ICN1 en CMN de corteza cerebral de E14 pudo haber sido facilitada por
el estadio a partir del cual se obtuvieron las células. Seria conveniente evaluar el efecto de
esta sobre-expresion en estadios mas tempranos, por ejemplo E12, en donde las CMN
presentan un mayor compromiso hacia la generacion de tipos neuronales. Seria posible
analizar también el efecto de la muerte y la proliferacion celular al sobre-expresar ICN1
CMN, utilizando técnicas como TUNEL y el andlisis de la incorporacién de Bromo-
deoxiuridina (Brdu) para cada caso.

Otro punto por aclarar es, si dicho efecto esta relacionado con los niveles de
expresion del transgén, mediante la separacion por FACS en diferentes poblaciones de las
células transducidas con respecto al nivel de expresién de GFP. Se mediria entonces si hay
un nivel de expresion que favorece el compromiso glial al diferenciar a las células. En
paralelo se podria también analizar la influencia de la sobre-expresién del transgen en el
ciclo celular, al medir la cantidad de DNA y la fluorescencia debida a GFP en el citbmetro de
flujo. Otra manera de cuantificar los niveles de expresion podria ser la determinacién por
inmunoblot de GFP y de marcadores neuronales o gliales. Por Gltimo, se podria cuantificar el

ARNmM para GFP y marcadores de diferenciacion con PCR semicuantitativo o de tiempo real.
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Apéndice 1: simbolos y abreviaturas

ADN: acido desoxiribonucléico

ANOVA: andlisis de varianza

ARN: acido ribonucléico

ARNmM: acido ribonucléico mensajero

bFGF: factor de crecimiento fibroblastico basico
bHLH: dominio béasico hélice-asa-hélice

BSA: albumina de suero de bovino

CA: capside

CM: células madre

cm: centimetros

CMCE: células madre de carcinoma embrionario
CME: células madre embrionarias

CMEG: células madre embrionarias germinales
CMN: células madre neurales

CMNA: células madre neurales de adulto

CMV: citomegalovirus

CNTF: factor neurotrofico ciliar

CSL: CBF1, Suppressor of Hairless, Lag-1
El4: estadio embrionario dE14 dias de gestacion
Fn: fibronectina

: fuerza centrifuga relativa

GalV: virus de la leucemia del mono gibén

GFAP: proteina acidica fibrilar glial



HeBS:
Hes:
HTLV-BLV:
ICN:

ICN1:

IN:
LB-Amp:
LIF:

LTR:

MA:

ug:

mg:
ml:

mM:
MoMLV:
NC:

ng:

NGS:

nm:

P:

PBS:
pen/strep:
PFA:

PLO:

ppt:

amortiguador salino de HEPES
Hairy/Enhancer of Split

virus humano de las células T-virus de la leucemia bovina
fragmento intracelular de Notch
fragmento intracelular de Notchl
integrasa

medio Luria Broth base con ampicilina
factor inhibidor de la leucemia
secuencias repetitivas largas

matriz

microgramos

microlitros

miligramos

mililitros

milimolar

virus de la leucemia murina de moloney
proteina nucleocapside

nanogamos

suero normal de cabra (“hormal gout serum”)
nanémetros

pase celular

amortiguador de fosfatos
penicilina/estreptomicina
paraformaldehido

poliornitina

caset de polipurina
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R: secuencia repetitiva de poliadenilacion

rpm: revoluciones por minuto
RT: reverso transcriptasa
SFB: suero fetal bovino
SN: sistema nervioso
SNC: sistema nervioso central
SNP: sistema nervioso periférico
SOC: medio Super Optimal Catabolite
SuU: proteina superficie
TA: temperatura ambiente
TM: proteina transmembranal
ufc: unidades formadoras de colonias
URL: unidades relativas de luz
uv: ultravioleta
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana
VR: vectores retrovirales
VR-luc: vectores retrovirales que expresan a la luciferasa
VSV: virus de la estomatitis vesicular
VSV-G: proteina G del virus de la estomatitis vesicular

W sefal de empaquetamiento



Apéndice 2: soluciones y reactivos:
Transformacién de los plasmidos pGIA, pGNIA y pVSV-G en E. colis competentes

- Medio SOC (Gibco)
Composicién en 1 It:

Triptona 2%
Extracto de levadura 0.5%
NaCl 10 mM
MgSO, 10 mM
Glucosa 20 mM

Esterilizar por autoclave

- Medio agar LB-Amp (Gibco)
Composicion en 1 It:

Triptona 10g
Extracto de levadura 5g

NacCl 15¢g
NaOH 1N Iml
Agar 159

Esterilizar por autoclave

- Medio LB-Amp (1 It)

Triptona 10g 1%
Extracto de levadura 5g 0.5%
NacCl 5¢ 0.5%

Se ajusta el pH a 7.0 con NaOH.

Amplificacion y purificacién de los plasmidos pGIA, pGNIA y pVSV-G

- Kit de maxiprep (Qiagen)

- Amortiguador TE pH 8.0 (10 ml)

Tris CI 121 mg 0.1 M
EDTA 2 mg 1mM
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Cultivo, expansién, cuantificacion y criopreservacion de células GP-293

- Medio DMEM 10% SFB y penicilina [100 unidades/ml]/streptomicina [100 pg/ml] (1 It)

DMEM (Gibco) 1000 ml
SFB 100 ml 10%
pen/strep 10 ml 1%

- Solucién salina amortiguada con fosfatos (PBS) 10X (11t)

NaCl 1.37 M 80 g
KCl 27 mM 29
Na,HPO,  0.2M 27.07 g
NaH,PO,  2mM 249

Esterilizar por autoclave

- Tripsina 0.25% EDTA 0.038% (Gibco)

Composicién en 1 It:

Tripsina 259 0.25%
EDTA-4Na 0.38g 0.038%
Rojo fenol 15 mg 0.0015%

En solucién salina balanceada de Hanks (HBSS) sin Ca®* ni Mg®*

- Medio de criopreservacion:

DMEM (Gibco; 10 ml)

SFB, Iml 10%
pen/strep 100 pl 1%
DMSO I1ml 10%

Transfeccion de células GP-293 para la preparacion de los lotes retrovirales

- Sistema pantropico de expresion retroviral (BD Biosciences)

- CaCl, 2M (Gibco)
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- HeBS 2X (200 ml)

NacCl 3.2¢9
KCI 142 mg
Na,HPO,-7H,0 76 mg
D-glucosa 540 mg

HEPES (libre de acidos) 29

Se disuelve todo en 180 ml de H,O bidestilada y se ajusta el pH a 7.03 con NaOH 5N.
Aforar a 200 ml y preparar tres lotes a pH ligeramente diferentes.

Ajustar el pH a 7.06 con NaOH 1N y separar 65 ml del total. Llevar el resto a pH 7.10
y separar otros 65 ml. El resto se ajusta a pH 7.14.

Filtrar para esterilizar los 3 lotes con filtros de 0.45 pum y dividir cada lote en alicuotas
de 12 ml que se almacenan a -20°C.

Ensayo de Luciferasa

- Amortiguador de lisis (20 ml)
NacCl 27 mg 150 mM
TrispH 7.2 24.2mg 20 mM
Triton X-100 100 pL 1%
DTT 1.5 mg 1mM

1 Tableta de inhibidor de proteasas

- Amortiguador de ensayo (20 ml)

Ticina 107.5 mg 30 mM
DTTpH7.8 31mg 10 mM
ATP 33.1mg 3 mM

MgS0O,4-7H,O 73.8 mg 15 mM

- D-Luciferina pH 6.1-6.5 1 mM 2.8 mg en 10 ml de H,O bidestilada.

Titulacion de los vectores GIA y GNIA.

Paraformaldehido (PFA) 4% (10 ml)

H,O 8 ml (calentar y mantener en agitacion)
PFA 04g¢g

PBS 10X 1ml

H,O 1 ml (para aforar a 10 ml)

NaOH 42% 8 pl
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Diseccién de células de corteza de rata del dia embrionario 14 (E14)

- Etanol 70%

- Solucién de Krebs 10X (1 It)

NacCl 7.07¢g
KCI 36 mg
KH,PO, 166 mg
NaHCO; 2.14 mg
Glucosa 25749

Rojo Fenol 15 mg

- Stock de Mg** (MgSO, 3.8%; 10 ml)

MgSO, 380 mg

- Solucién para mantener tejidos (10 ml)

Krebs 10X 10 ml
BSA 03¢
Stock de Mg? 800 pl

Cultivo primario de células de corteza de rata E14

- Medio N2 (1 It)

DMEM F12 (Gibco) 12 ¢

Insulina 25 mg -se disuelve en 500 pl de agua estéril y 5 pl
de NaOH 10 mM.

Sodio-selenio (5 pug/ml) 60 ul 30 nM

Putresina (1M) 100 pl 100 uM

Progesterona (300 pM) 66.6 pl 20 nM

Glucosa 155¢ 8.6 mM

Glutamina 73 mg 0.4 mM

NaHCO; 1699 20 mM

Transferrina 100 mg 1.3 uM

Ajustar pH a 7.2 y filtrar para esterilizar y afiadir antibiéticos.

Penicilina/estreptomicina 100X 10 ml concentracion final 1%

- PLO [15 pg/ml]
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- Fibronectina 1000X [1 mg/ml]

- bFGF 1000X [10 pg/ml]

Pasaje de cultivos primarios de CMN de corteza cerebral de rata (E14).

- PBS-EDTA (0.1 mM)

PBS 11t

EDTAO5mMpH8 20 ml

Transduccion de CMN de corteza cerebral de rata E14 con los vectores GIA y GNIA.
- LIF 1000 X [10° unidades/ml]

- Acido ascérbico 1000 X [200 mM]

Inmunoflorescencia de las CMN en cultivos control y transducidas con los vectores
GIA y GNIA.

- PBS 0.1% BSA (100 ml)

PBS 100 ml

BSA 100 mg

- Solucién de bloqueo (10 ml)

PBS 1X 9ml

NGS 1ml
Tritébn X-100 30 ul
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- Anticuerpos primarios

anti-nestina monoclonal IgG1 hecho raton (Developmental Studies Hybridoma Bank)

TuJ1 policlonal hecho en raton (Covance).

TuJ1 policlonal hecho en conejo (Covance).

anti-GFAP policlonal hecho en conejo (DAKO).
anti-GFAP monoclonal IgG2a hecho en rata (ZYMED).
anti-GFP policlonal hecho en conejo (Molecular Probes).

anti GFP monoclonal IgG2a hecho en raton (Q-BIO gene).

- Anticuerpos secundarios
anti-lgG de conejo acoplado a Alexa 488 hecho en cabra (Molecular Probes).

anti-IgG de raton acoplado a Alexa 568 hecho en cabra (Molecular Probes).

anti-lgG2a de ratén acoplado a FITC hecho en cabra, (Southern Bioltechnology).

anti-lgG de rata acoplado a Alexa 350 hecho en cabra (Molecular Probes).

anti-lgG de conejo acoplado a Alexa 350 hecho en cabra (Molecular Probes).

- Agqua Poly/Mount (Polysciences Inc.)
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