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B. RESUMEN

La Piroglutamil Aminopeptidasa II (PPII) es una metalopeptidasa dependiente de zinc,
de la familia M1 de las aminopeptidasas. Su funcién, a diferencia de otros miembros de su
familia, se restringe a la degradacion de péptidos con secuencias muy similares a la de la
hormona liberadora de tirotropina (TRH), la cual se ha descrito como su unico sustrato
biolégico. La actividad enzimatica de la PPII se detecta de manera preferencial a nivel de SNC,
en donde varfa de acuerdo a la regiéon estudiada. Ademas, se ha reportado que durante el
desarrollo, la actividad se regula en hipotalamo, corteza frontal y bulbo olfatorio, presentando
en todos los casos un pico en dias posteriores al nacimiento. Recientemente se caracterizé una
isoforma de mRNA que se origina por splicing alternativo y que se traduce en una proteina
truncada (PPII*) sin actividad enzimatica. Ir vitro, la PPII* reduce de manera dependiente de
dosis la actividad de la PPII completa (PPII) frente al TRH; 7n vivo, se expresa en mayores
niveles que la PPII® en 6rganos que presentan baja actividad de PPIL. Dentro de nuestro
grupo, se ha propuesto que la PPII* actiia como una dominante negativa de la PPII® a través

de la formacion de heterodimeros no funcionales.

En el presente estudio determinamos el patrén de expresion de los mRNAs de la PPII
y PPII*, asi como el patrén de actividad enzimatica de la PPII durante el desarrollo del SNC de
la rata. Nuestros resultados muestran que las dos isoformas de mRNA se expresan desde
estadios de desarrollo muy tempranos, mostrando un paralelismo en su expresiéon en la mayor
parte de su ontogenia, exceptuando la etapa desde E19 hasta el dfa postnatal 0 (P0), en donde
la expresién del mRNA de la PPII® tiende a ser mayor que la del mRNA de la PPII*. De
manera similar, la actividad enzimatica se detecté temprano en la ontogenia (E14), alcanzando
un pico maximo en PO y P7, y disminuyendo en el adulto. Al comparar la relacion de los
mRNAs con los niveles de actividad enzimatica, ésta fue menor cuando la expresion de los
mRNAs de la PPII® y PPII* fue similar (E14-E18, 3M y 5M). Sin embargo, cuando la
expresion del mRNA de la PPII® fue mayor que la del mRNA de la PPII*, la actividad fue
mayor (E19-P0).

Por otro lado, determinamos la expresion de la PPII“ y PPII¥*, asi como actividad enzimatica

de PPII en una linea celular que expresa de manera endégena al TRH: CA-77. De manera

i



interesante, las células que fueron mantenidas un dia /# vitro presentaron mayores niveles de
mRNAs de PPII® y PPIT*, que las que fueron mantenidas cuatro dias # vitro, lo cual apunta a
que los niveles de expresion de los mRNAs se regulan en funcién de la concentraciéon de
factores de crecimiento. Aunado a ello, determinamos la actividad enzimitica en células en las
que sobreexpresamos a la PPII* o que tratamos con la hormona tiroidea T3, un regulador
positivo de la actividad de PPII en adenohipoéfisis. Si bien los resultados que obtuvimos de
estos experimentos son aun muy preliminares, apuntan a que en las células CA-77, la PPII*
funciona como un regulador negativo de la actividad enzimatica de la PPII, y que la T3,
contrario a lo esperado, también funciona como un regulador negativo de la actividad

enzimatica en este contexto celular.
En conjunto, nuestros resultados apuntan a que la PPII* funciona 7 vivo como una dominante

negativa de la PPII%, y que el balance en la expresion de los mRNAs de las dos isoformas

determina los niveles de actividad de la PPII durante el desarrollo del SNC de la rata.

i



1. INTRODUCCION

1.1 La regulacion de la expresion génica en encariontes multicelulares

La regulacion en la expresion génica que se da durante el desarrollo embrionario de los
organismos multicelulares permite la existencia de la compleja diversidad molecular y funcional
entre las células que los constituyen al ser adultos , ,. Dicha regulacién se da de manera tan
fina y sutil, que sélo el gen preciso es activado en la célula y momento adecuados
permitiendo que exista el arreglo justo de moléculas que dirijan el crecimiento, diferenciacion y
movimiento de células para formar un embrion tridimensional (.

Si bien, dicho arreglo de moléculas se debe primariamente a la regulacion a nivel
transcripcional ; ,, los tipos de regulacion postranscripcional, traduccional y posttraduccional

son también de vital importancia para determinar los niveles finales de los productos génicos

@r

1.1.1.  Regulacion trancripcional

La regulacion transcripcional consiste primordialmente en decidir qué genes seran
transcritos en el RNA inicial, y se debe principalmente a modificaciones en la cromatina y a la

union de moléculas activadoras y represoras en secuencias reguladoras en los genes  ,.

1.1.1.1 Estructura_y remodelacion de la cromatina

Dentro de las células eucaridticas, el DNA no se encuentra libre, sino asociado de
manera muy estrecha con histonas, en nucleosomas que consituyen a la cromatina 5. Por la
capacidad del DNA de formar bucles, la cromatina puede condensarse aun mas, lo cual hace
menos disponible al DNA para los factores de transcripcion y la RNA polimerasa, evitando
que los genes que se encuentran en ese segmento condensado sean transcritos en RNA. A la
cromatina mas condensada, se le denomina heterocromatina, y presenta, como una de sus
caracteristicas, secuencias de DNA altamente repetitivas, y genes que la mayor parte del tiempo
estan silenciados. La cromatina menos condensada es la eucromatina y en ella se encuentran
secuencias de DNA poco repetidas, y genes, que son transcripcionalmente activos 5.

Sin embargo, la descondensacion de la cromatina no es suficiente para convertir al DNA en un



molde accesible para la transcripcién, ya que todavia existe la unién a las histonas y el
empaquetamiento del DNA en los nucleosomas ;. Para sobrepasar la barrera que constituye
el empaquetamiento del DNA, existen proteinas que pueden modificar a las histonas, haciendo
al DNA mas accesible, y facilitando de esta manera, la unién de factores de transcripcion y de
la RNA polimerasa al DNA. Como ejemplos, estan las acetilasas y los factores de remodelacion
de la cromatina. Las primeras reducen la carga positiva neta de las histonas, debilitando su
uniéon con el DNA y otras proteinas, de manera que se facilite la unién de factores de
transcripcion al DNA (1, 5). Los segundos, recolocalizan a los nucleosomas en el DNA, dejando

espacio libre sobre el DNA para que se le unan factores de transcripcion (.

1.1.1.2 Secuencias promotoras y factores de transcripcion

Una vez que el DNA se encuentra accesible, los factores de transcripciéon se unen a
éste, y promueven el reclutamiento de las proteinas necesarias para transcribir al DNA en
RNA. Los factores de transcripciéon reconocen en #rans al DNA, en secuencias especificas
denominadas promotores. En los promotores de eucariontes, algunas de las secuencias mas
comunes son la TATA box (TATAA) y la Inr, las cuales son reconocidas por la TBP (TATA

Binding Protein) o 1a TAF 1y TAF 2 del factor de transcripcion TFIID, respectivamente ; . En

)
cualquiera de los casos, una vez que TFIID se ha unido, otros factores de transcripcién, junto
con la RNA polimerasa también se le unen, formando asi el complejo de inicio de la
transcripcion, el cual cataliza la union de ribonucledtidos | .

Los factores de transcripcion pueden ser generales o particulares. En el caso de los generales,
estan implicados en la transcripcion a partir de todos los promotores de genes transcritos por
la RNA polimerasa 11, y constituyen parte de la maquinaria transcripcional basica. En el caso

de los particulares, se unen a secuencias de DNA que controlan la expresion de genes

individuales y son por tanto responsables de regular la expresion génica .

1.1.1.3. Secuencias enbancers

Ademas de los promotores, otras secuencias de accion en s, son las secuencias enbancers. Estas
son secuencias presentes en el DNA, cuya funciéon es reclutar a factores de transcripcion que

regulan la actividad de la RNA polimerasa. La particularidad de estas secuencias es que



estimulan la tasa transcripcional de un gen sin importar la direcciéon ni la distancia respecto al
sitio de inicio de la transcripcién, ya que la capacidad del DNA de formar bucles, permite que

factores de transcripcion unidos a enhancers interactien con la RNA polimerasa o con factores
de transcripcion generales que se encuentran unidos al promotor . Las secuencias enbancers
pueden contener secuencias de unién para los mismos factores que se unen inmediatamente
corriente arriba del promotor, pero con frecuencia contienen sitios de unién para esos factores
y para factores distintos, lo cual aumenta la actividad del promotor por muchos 6rdenes de

magnitud (,.

1.1.1.4 Factores represores

Los factores represores son protefnas que se unen a secuencias especificas en el DNA,
inhibiendo la transcripcién. En algunos casos, los represores simplemente interfieren con la
union de otros factores de transcripcion al DNA a través de interacciones proteina-proteina (,,
mientras que en otros, compiten con factores de transcripcién por unirse a secuencias en el
DNA, o bien, inhiben directamente la transcripcioén, aun en la ausencia de un factor que actae
positivamente ,.

De esta manera, el balance entre la unién de activadores transcripcionales, que aumentan la
tasa de transcripciéon mas alla de la tasa basal, y de represores transcripcionales, que la reducen,

determina la tasa transcripcional de un gen .

1.1.1.5 Metilacion del DN.A

La metilacion del DNA es un mecanismo que conduce al silenciamento temporal o
permanente de genes. En mamiferos consiste en la adiciéon de un grupo metilo a un residuo de
citosina que precede a uno de guanina (secuencia CpG), y se lleva a cabo por una
metiltransferasa. Ocurre con frecuencia en genes que estan presentes en la heterocromatina ;.
5,7)

La metilaciéon en las secuencias promotoras de ciertos genes previene el ensamblaje de
complejos competentes de la transcripcion ), y promueve el reclutamiento de modificadores

de histonas a la region, facilitando de esta manera el silenciamiento de genes .



1.1.2. Regulacion postranscripcional

Una vez que el gen ha sido transcrito en un pre-mRNA, para que pueda ser traducido
en proteina, debe ser modificado postranscripcionalmente, de manera que se genere una
molécula funcional con la estabilidad suficiente para ser traducida y con la secuencia definida

de los nucle6tidos que han de ser traducidos en aminoacidos (; 4 .

1.1.2.1 Adicién del cap 7-metilgnanosina

Todos los pre-mRNAs, al madurar, pasan por la remocion de un fosfato en el extremo
5 y la adicién de una guanosina-metilada por una guanosiltransferasa, que se convierte
entonces en un ¢p de 7-metilguanosina. Este cap protege al extremo 5 del mRNA contra
degradacion por ribonucleasas y funciona en el inicio de la sintesis de proteinas, fungiendo

como una secuencia de reconocimiento para el complejo de inicio de la traduccion ; 4.

1.1.2.2. Adicion de la cola de poli-Adeninas

La mayor parte de los pre-mRNAs, al madurar, son cortados cerca del extremo 3’
entre una secuencia AAUAAA y una secuencia rica en GU. El corte ocurre aproximadamente
20 nucledtidos corriente abajo de AAUAAA. Dicha secuencia consenso, ademas de ser
reconocida por enzimas que catalicen el corte, también es reconocida por la poli-A polimerasa,
la cual adiciona una cola de poli adeninas (poli A), de hasta 250 adeninas, al extremo 3’. La
presencia de la cola poli A aumenta la eficiencia de traducciéon del mRNA y brinda proteccion

al extremo 3’ del mRNA contra degradacion por nucleasas ; 4.

1.1.2.3 Splicing

Las regiones codificantes de la mayor parte de los genes se hallan interrumpidas por secuencias
no codificantes que son removidas de las moléculas de pre-mRNA para producir mRNA a
través del proceso de splicing. Este proceso se lleva a cabo de manera cotranscripcional por el
spliceosome, un  complejo de ribonucleoproteinas nucleares  pequenas  (snRNPs),
ribonucleoproteinas nucleares accesorias (hnRNPs), RNAs nucleares pequefios (snRNAs) y
otras proteinas accesorias que intervienen en el reconocimiento de los sitios de splicing (e.g.

SF1; factor de splicing 1, U2AF; factor auxiliar U2) , 4.



A través de mutiples interacciones RNA-RNA, RNA-proteina y proteina-proteina, el spliceosome
reconoce las uniones exén-exén y cataliza dos reacciones secuenciales de trans-esterificacion
que remueven intrones y ligan exones. En el 95-99% de los casos, la secuencia de
reconocimiento de término de un intrén son GU en 5’ (al inicio del intrén; sitio aceptor en 5)
y AG en 3’ (al final del intrén; sitio aceptor en 3°). Ademas de estas secuencias, los elementos
exonicos e intrénicos en «s, enhancers y silenciadores del splicing, ayudan en la identificacion
correcta de los limites ex6n-intrén, evitando que los intrones sean incluidos en el mRNA .
A este tipo de splicing se le denomina canodnico, y es el que clasicamente ocurre en muchos
genes. En general, permite generar mRNAs maduros y estables con el marco abierto de lectura

(ORF) completo y proteinas funcionales ;.

1.1.2.3.2 El Splicing alternativo

Contrario al principio de “un gen, un polipéptido”, un pre-mRNA no solo madura en
un mRNA con los exones empalmados (sp/icing canénico), sino que también puede madurar en
una amplia diversidad de mRNAs (splicing alternativo) , 1y, que de tener la estabilidad
suficiente, se traducen en protefnas. Por lo anterior, el splicing constituye un mecanismo
fundamental en la expresion diferencial de genes, y puede ser considerado como un paso
regulatorio versatil .

Las diferentes isoformas de mRNA originadas por splicing alternativo, pueden presentar todos
o algunos de los exones presentes en el mRNA originado por plicing canénico, y en muchos
casos, presentar intrones o segmentos de intrones ausentes en el mRNA originado por splicing
€anonico ( gy -

El tener una amplia diversidad de mRNAs a partir de un gen, potencialmente permite a los
organismos tener una amplia diversidad proteémica , ;5 14. Como ejemplo extremo, esta el
caso de Drosophila melanogaster, en la cual, las 38016 proteinas distintas que potencialmente
pueden formarse a partir de las isoformas de mRNA del gen DSCAM (el cual codifica para una

molécula de adhesion celular), superan el numero de genes predichos en su genoma ;5.

1.1.2.3.2.2 Papel de las isoformas de mRINA originadas por Splicing alternativo

En la mayor parte de los casos, las proteinas originadas por splicing alternativo pueden

traducirse en protefnas, sin embargo, dada la inestabilidad del RNA y la existencia de



secuencias que promueven su degradacion, existen casos en los que las isoformas de mRINA
son degradadas 5 .

Para los casos en los que las isoformas de mRNA originadas por sp/icing alternativo se traducen
en proteina, estas proteinas pueden presentar una funcion similar, o variar en su actividad y
localizacion dentro y fuera de la célula, presentando, para los casos en los que la funciéon es
distinta, pudiendo actuar de manera similar, mas eficiente ), antagénica (e.g. isoformas de Bcl-
X) 47 > como dominantes negativas (e.g. isoformas de dNOS1) 4 o completamente distinta
(e.g. isoformas de neurexin-a; isoformas del receptor de la tirosina quinasa RET) 4 5, 2 la de

la proteina que viene de un mRNA que madura por sp/icing canoénico.

Sin embargo, como se sefialo anteriormente, el tener una gran diversidad de isoformas de
mRNA, no siempre implica que se vaya a tener una amplia diversidad de proteinas, pues el que
el mRNA pueda o no traducirse depende de la estabilidad de su secuencia, es decir, de sefales
en «as que presenten en los 3> UTR’s, de la longitud de su poly A, y de la estabilidad de su
estructura secundaria . Usualmente, los mRNAs estables se expresan en niveles significativos
en tejido especifico, tipo celular o durante una etapa particular del desarrollo ;5 asimismo,
tienen una cola de poli A larga, y presentan como sefial consenso a la secuencia de STOP
(UAA, UAG, UGA) 55 aminoacidos antes de la tltima unién exén-exén 4 . Usualmente, los
mRNAs que presentan a la secuencia de STOP a una distancia mayor de 55 nucleétidos, son
blanco del proceso Non mediated decay, a través del cual, se degradan los mRNAs que no han de
traducirse en proteinas 4. En estos casos, el splicing alternativo, funge como un mecanismo de
regulacion de la expresion génica permitiendo de un encendido y apagado conveniente de la

expresion génica y complementario a la regulacion a nivel transcripcional.

1.1.2.3.2.3 Regulacion del splicing alternativo

La seleccion de los sitios de splicing alternativo es regulada por un nimero de factores
que determinan la composicion precisa del mRNA dependiendo del tipo celular,;,, de los
procesos fisiologicos ,,), determinacion del sexo 1 5 24, €0 respuesta a factores estresantes;,
por etapas de desarrollo ,, 5, y cambio en la actividad neural .

De manera general, las sefiales que regulan el splicing alternativo lo hacen a través de

modificaciones en el estado de fosforilacion, localizacién intracelular y sintesis de proteinas del



spliceosome 5, 5. Como ejemplo de dichas sefiales estan la despolarizacién, la presencia de
hormonas, de citoquinas,, ,; y de factores de crecimiento ,, 53 ,s)-

Durante el desarrollo, este mecanismo de regulaciéon de la expresion de genes, juega un papel
fundamental, permitiendo la expresién diferencial en el tiempo de proteinas originadas a partir
de un mismo pre-mRNA, que cumplen con las funciones complejas que se requieren para

formar a un organismo ..

1.1.2.3.2.4 El Splicing alternativo en el Sistema Nervioso Central y en la regulacion de la expresion de genes
durante su desarrollo.

En los eucariotas superiores, el splicing alternativo se lleva con frecuencia en el Sistema
Nervioso Central (SNC), generando la gran variedad de proteinas que se requieren para apoyar
las complejas propiedades adaptativas y de procesamiento que lo definen 5. Se conoce que al
menos 30% de los genes que especificamente se expresan en neuronas son sujetos a este tipo
de regulacion génica ;. Muchos de estos estin involucrados en el desarrollo y regeneracion del
SNC, e incluyen isoformas de factores de crecimiento y sus receptores, asi como moléculas de
adhesion celular y canales i6nicos ;. Tan s6lo en los humanos, que presentan en el 60 a 70%
de sus genes una regulacion a través de splicing alternativo, la mayor parte de los genes sujetos a

este tipo de regulacion se expresan preferencialmente a nivel de SNC .

Un ejemplo de gen sujeto a este tipo de regulacion es el de Laf4 de Mus musculus, el cual
presenta multiples isoformas de mRNA que se expresan de manera diferencial durante el
desarrollo, y que potencialmente pueden traducirse en factores de transcripcion con actividad

distinta 5.

Por otro lado, las neurexinas son moléculas que se han descrito como fundamentales para la
formacion y funcidon de conexiones sinapticas, y todos los genes que las codifican son sujetos a
este tipo de regulacion 5. Tal es el caso de las isoformas o de neurexin-I , neurexin 11 y neurexin
IIT de Xenopus laevis, las cuales se expresan de manera diferencial en tiempo y localizacion

durante el desarrollo del SNC, fundamentalmente en la etapa de sinaptogénesis (,q,.



Un gen, también sujeto a este tipo de regulacion es el de dNOS de D. melanogaster el cual
presenta multiples isoformas de mRNA que también se expresan de manera diferencial durante
el desarrollo del SNC. Estas isoformas de mRNA codifican para sintasas de acido nitrico, y de
estas, unicamente una, la dNOSI1, es capaz de sintetizar acido nitrico, requiriendo de la
homodimerizaciéon para realizar dicha funcién. El resto de las isoformas codifican para
proteinas truncadas, y las que se han caracterizado, son incapaces de sintetizar acido nitrico y7

pueden inhibir la actividad de la ANOST1 a través de heterodimerizacién no funcional ;.

Como modelo de este tipo de regulacion de la expresion génica, nosotros hemos tomado al
gen de la Piroglutamil Aminopeptidasa 11, el cual, se expresa de manera preferencial a nivel de
SNCg, y al madurar su pre-mRNA, puede originar en el cerebro de la rata una amplia
diversidad de isoformas de mRNA, presumiblemente, a través de splicing alternativo . Hasta
la actualidad, se han caracterizado funcionalmente a dos de esas isoformas, una que origina a
una proteina completa con la capacidad de hidrolizar a la hormona liberadora de tirotropina ),
y otra truncada, cuyo mRNA se expresa 7z vivo en tejidos de rata, y que 7 vitro, es capaz de
traducirse en una proteina truncada, que actia como una dominante negativa de la proteina

completa .



2. ANTECEDENTES

2.1 La hormona liberadora de tirotropina

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es un tripéptido con la estructura pGlu-
His-Pro-NH,, que presenta las funciones de hormona, neurotransmisor y neuromodulador. Su
funcién como hormona ha sido estudiada ampliamente, y se sabe que provoca la liberaciéon de
prolactina y tirotropina, y bajo ciertas circunstancias, la de la hormona de crecimiento de la
adenohipofisis )..

Por otro lado, como neurotransmisor, provoca un amplio rango de respuestas conductuales al
aplicarlo directamente en el cerebro, sin embargo, la mayor parte de las respuestas que
provoca son transitorias y de corta duracién (s, lo cual implica que los receptores para TRH
(TRH-R1 y TRH-R2) pierden sensibilidad a éste ;,, o bien, que el péptido es inactivado a
través de corte enzimatico ;. Se sabe que en el SNC ambos fenémenos ocurren, no obstante,
las evidencias apuntan a que la inactivacién por corte enzimatico es el mecanismo principal a

través del cual termina la sefial del TRH, ;5.

2.1.1. La inactivacion del TRH

Hasta la fecha se han descrito cuatro peptidasas capaces de inactivar al TRH. Dos de
esas peptidasas son la Piroglutamil Aminopeptidasa I (PPI, EC 3.4.19.3 ) y la Prolil
Endopeptidasa (PE; EC 3.4.21.26 ). In vitro, la PPI inactiva al TRH cortando en el enlace pGlu-
His ), y 1a PE, lo hace cortando entre His-Pro 5, sin embargo, se ha propuesto que iz vivo no
juegan un papel fundamental en la inactivacién del TRH. Esto dltimo debido a que se
distribuyen en muchos tejidos son mayoritariamente citosolicas, degradan un amplio rango de
sustratos s, 35, € desconoce en que compartimiento celular podrian inactivar al TRH 5, y en
algunos estudios, al inhibirlas, se ha observado que no aumentan los niveles extracelulares de
TRH 5 5.

Por otro lado, existen dos peptidasas, que se han propuesto como fundamentales en terminar
la sefial del TRH 7x vivo. Estas son la Tiroliberinasa y la Piroglutamil Aminopeptidasa 11 (PPII;
EC 3.4.19.6). Ambas presentan una especifidad de sustrato restringida, y las evidencias
apuntan a que son codificadas a partir del mismo gen, y que ocurre un evento de splicing

alternativo 5 o de corte enzimitico en la PPII que da origen a la Tiroliberinasa 5 5. Esta



ultima es una enzima sérica que se origina en el higado y su unica funcién descrita es la de
inactivar al TRH en la sangte, cortando entre el enlace pGlu-His . Para el caso de la PPII,
ésta se expresa y actia principalmente a nivel del SNC y en menores niveles, en otros 6rganos,
tales como adenohipdfisis, higado y pulmén . La inactivacion del TRH al cortar en el enlace
pGlu-His, constituye hasta hoy su dnica funcién descrita (53, y las evidencias experimentales
indican que la inactivacién mediada por la PPII es el mecanismo principal a través del cual se

termina la sefial del TRH en SNC 5 .

2.2.. La Piroglutamil Aminopeptidasa 11

La PPII es una metalopeptidasa dependiente de Zinc (), del clan MA de la familia M1
(Membrane alanil aminopeptidases) de las aminopeptidasas. Por su funcién, se le conoce también
como “Ectoenzima degradadora de TRH” o “Enzima degradadora de TRH unida a

2
membrana” .

La familia MI de las aminopeptidasas se encuentra ampliamente distribuida en los reinos
bioldgicos, desde bacterias hasta animales .. Su sitio activo presenta la secuencia consenso
del clan MA: el motivo His-Glu-Xaa-Xaa-His (HEXXH?) seguido de un Glu posicionado C-
terminal al motivo en 18 a 72 residuos. Los ligandos del Zinc lo constituyen las dos histidinas
en el motivo;, 4. Como caracteristica de la familia se encuentra el motivo conservado: Gly-X-
Met-Glu-Asn, en el que X puede ser Ala o Gly .

Los miembros que constituyen a esta familia son aminopeptidasas, que en su mayoria,
remueven aminodcidos en el N-terminal de una amplia diversidad de péptidos s,

exceptuando a la PP, la cual se ha caracterizado como una peptidasa altamente especifica 5

40)*

A diferencia de otros miembros de su familia, la especificidad de la PPII se restringe a la
degradacion de péptidos con estructuras muy similares a la del TRH. Con la excepcién de
pGlu-Phe-Pro-NH,, la PPII solo hidroliza péptidos de no mas de cuatro aminoacidos, con la
estructura general pGlu-His-X o Y, en donde X puede ser Pro, Ala o Trp, mientras que Y
puede ser Pro-NH, , Pro-Gly o Pro-f3 Naftilamida. En comparacién con el TRH, todos los
analogos de TRH y derivados de tripéptidos probados (3-metil-TRH, TRH 4cido, TRH
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metilamida, Glp-His-pyrrolidina, entre otros) son hidrolizados considerablemente mas lento o
no por completo, indicando que la entidad completa del TRH es reconocida por la enzima. Por
otra parte, la Hormona Liberadora de la Hormona Luteinizante (LH-RH), con la secuencia
pGlu-His, inhibe efectivamente la degradacién de TRH, pero no es hidrolizada ;. Ni el
péptido similar a TRH: pGlu-Glu-Pro-NH2, ni los péptidos como la neurotensina, gastrina o
bombesina, son hidrolizados por la PPII . Estos requerimientos estructurales la hacen una

de la neuropeptidasas degradadoras mas especificas descritas (.

La actividad de la PPII se halla presente en niveles bajos en adenohipéfisis, higado, pulmon,
corazon y bazo, entre otros, y se presenta de manera preferencial en el SNC, encontrandose
ahi los niveles de actividad mas altos ;. Aun dentro del SNC, los niveles de actividad son
diferentes dependiendo de la region estudiada, siendo el bulbo olfatorio, la corteza y el

hipocampo las regiones que mayor actividad de PPII presentan ,, 4.

La PPII presenta caracteristicas que la hacen ideal para inactivar al TRH eficientemente, ya que
es una ectopeptidasa (con su sitio activo ubicado hacia el medio extracelular) ,,, con una
localizacién probablemente postsinatpica, pues colocaliza con receptores del TRH en las
células blanco de TRH 45 4. Esas caracteristicas, aunadas a su restringida especifidad, y que al
inhibitla, haya una mayor recuperacion de TRH en rebanadas de cerebro ), son evidencias
que apuntan a que la inactivacion mediada por la PPII es el mecanismo principal a través del

cual se termina la sefial del TRH 5.

2.2.1. Estructura de la proteina

En cuanto a su estructura, se ha predicho que es una proteina integral de membrana de
tipo II , es decir, con una sola hélice transmembranal y con el dominio carboxilo terminal hacia
el espacio extracelular. Su dominio intracelular es corto, y presenta un residuo de treonina que
potencialmente podria ser un sitio de fosforilacion por la Proteina Cinasa C (PKC). Su
dominio transmembranal se encuentra muy cerca del extremo amino terminal, y esta
compuesto por 22 aminoacidos precedidos por una secuencia basica de terminacién de
transferencia. Su dominio extracelular es muy largo, encontrandose dentro de éste, la secuencia

consenso de las metalopeptidasas dependientes de Zinc que constituye al sitio activo, con el
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residuo de acido glutamico separado por 18 aminoacidos. Asimismo, hay una secuencia
consenso para sulfataciéon por tirosina (aminoacido 381) y 12 posibles sitios de N-glicosilacién
o, 4y, ademds de cisteinas importantes para la funcién hidrolitica y para poder dimerizar
covalentemente , (Figura 1 A y B).

Evidencias experimentales sugieren que para poder funcionar hidroliticamente, la PPII forma
homodimeros que se insertan en la membrana plasmatica. Si bien, se ha propuesto al residuo
de cisteina 68 (en el dominio extracelular) como importante para la homodimerizacién
covalente ), se sabe que no es un requerimiento fundamental para su funcién g, y
observaciones previas apuntan a que la homodimerizacién puede ocurrir a través de otros

residuos en el dominio extracelular .

2.2.2  Estructura del gen de la PPII

El gen de la PPII se encuentra en el cromosoma 7 de la rata, y esta compuesto de
4120063 pares de bases, organizados en 19 exones y 18 intrones. La regiéon no traducida esta
contenida en el exén 1 (31 pares de bases que constituyen el 5> UTR) y en el exén 19 (2835
pares de bases que constituyen el 3 UTR) ;. El mRNA que al madurar por splicing conserva
solo los exones consta de 5989 nucledtidos, que se traducen en la proteina de 1025
aminodcidos que hidroliza al TRH ,, ( En adelante denominada PPII completa, PPII%).

A través de estudios por Northern blot, se sabe que existen mas transcritos de la PPII, ademas
del que origina a la PPII®. Estos transcritos son de distintos tamafios, desde 2.4 hasta 9.5 kb. Se
desconoce el origen de esos transcritos, aunque las evidencias experimentales por Southern blot,
indican que existe un solo gen de la PPII, por lo que un mecanismo que se ha propuesto para

el origen de esos transctitos es el splicing alternativo .

2.2.3  Regulacion de la actividad enzimitica de la PPII en la adenobipdfisis.

Hasta el momento, las evidencias sobre regulacion de la actividad de la PPII se tienen a
nivel de adenohipdfisis, en donde el mRNA y actividad enzimatica de la PPII son regulados
positivamente en respuesta a la hormona tiroidea triyodotironina (T3), 5. Ello se sabe en base
en estudios en los que se ha inyectado T3 en ratas, y determinado actividad enzimatica con
extractos membranales de adenohipéfisis, asi como en cultivos primarios de adenohipdfisis en

presencia de T3, en los cuales, se ha observado aumento en la actividad enzimatica y en los
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niveles de mRNA a los pocos dias 7z vitro. Se han observado efectos opuestos en extractos
membranales de adenohipéfisis de ratas a las que se les provoca hipotiroidismo por inyeccién

de Propiltiouracilo (PTU) s, 54 5-

Por otro lado, los niveles séricos de hormonas modulan los niveles de mRNA y actividad de la
PPII, ya que en ratas ovarectomizadas (y por tanto, con bajos niveles de estrégenos), la
actividad de la PPII aumenta, y ese efecto se ve revertido por el 17-B-oestradiol (E,)
Ademas, la actividad de la PPII varfa de acuerdo al género, ya que se ha observado menor
actividad enzimatica en cultivos primarios realizados a partir de hembras que de machos ;.
Asimismo, se sabe que la actividad de la PPII varia durante el ciclo estral 54, encontrindose los
niveles mds bajos en el dia diestro 2 5, y también vatia durante el ciclo circadiano de ratas
machos, encontrandose una disminuciéon en los niveles de mRNA vy de actividad enzimatica
por la mafana ., .

Un modulador importante de la actividad de la PPII lo constituye el TRH, el cual regula
negativamente la actividad enzimatica, presumiblemente, a través de la activaciéon de los

receptores de TRH .

2.24  Regulacion de la actividad enzimatica en el SNC

Se han llevado a cabo estudios con el fin de elucidar si factores como la T3 o los
estrégenos, regulan la actividad de la PPII en el SNC, sin embargo, no se ha observado efecto
con alguno de estos factores sobre la actividad en el SNC, 5. La poca evidencia que se tiene
de regulacion de la actividad enzimatica de la PPII en el SNC se ha encontrado en paradigmas
experimentales, tales como el &zndling amigdalino ('un modelo de epilepsia ), y la inyeccion
aguda de etanol .

Para el caso del &indling amigdalino, se ha encontrado que la actividad de la PPII se ve regulada
positivamente en regiones epileptogénicas, tales como amigdala, hipocampo, corteza frontal y
nucleo accumbens. Asimismo, se ha observado que estos cambios estin asociados con

cambios en los niveles de mRNA de la PPII ..
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Figura 1. Estructura de la PPIIC y de la PPII*. A) La PPII® es una proteina transmembranal con un dominio
intracelular pequefio (verde) en el que se encuentra un posible sitio de respuesta a PKC, un dominio
transmembranal corto (azul) y un dominio extracelular muy largo formado por el loop A (rosa), y el loop B (fucsia
y lila). En el dominio extracelular se encuentra el sitio activo, un posible sitio de sulfatacion, cisteinas importantes
para la dimerizacién covalente y para la funcién hidrolitica frente al TRH, asi como 12 posibles sitios de N-
glicosilacién. B) L.a PPII* tiene un dominio intracelular y transmembranal idénticos al de la PPIIC. En el dominio
extracelular presenta el sitio activo integro y algunas de las cisteinas importantes para su funcién, entre ellas, la que
se requiere para la dimerizacién covalente (Cys 68, ver figura). El /op B no se halla integro, y carece de dos
posibles sitios de N-glicosilacién y de 4 cisteinas esenciales para la funcién hidrolitica frente al TRH. Hacia la
region C terminal presenta una extension de 20 aminoacidos (anaranjado), ausentes en la PIIC.
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En el caso de la administracién aguda de etanol, se ha observado que tanto la actividad de PPII
como sus niveles de mRNA se ven regulados negativamente en regiones del sistema limbico en
las que las neuronas TRHérgicas son moduladas, como la corteza frontal, hipotilamo,

hipocampo y amigdala .
2.2.5  Regulacion de la actividad enzimatica durante el desarrollo

Estudios llevados a cabo en algunas zonas del SNC y en adenohipéfisis mostraron que
la PPII se regula durante el desarrollo ;. En el hipotidlamo, la actividad es detectable desde el
dia embrionario 16, la etapa mas temprana estudiada. La actividad aumenta hacia el nacimiento
y presenta niveles maximos en el dia postnatal 8 (P8). La actividad decrece hacia los dias P46 y
P66, manteniendo niveles ligeramente mas altos que los detectados en la etapa prenatal. En el
bulbo olfatorio, la actividad es detectable desde el primer dia postnatal (P0O), la etapa mas
temprana estudiada, y presenta dos picos, uno en el dia P3 y otro en el dia P22 4,

En la corteza cerebral posterior, la actividad es detectable desde PO, la etapa mas temprana
estudiada. Alcanza los niveles maximos en P8, y decrece hacia el dia P22, manteniendo hacia
etapas posteriores (P46 y P60), niveles de actividad enzimatica ligeramente mas altos que los
detectados en PO ;.

En la adenohipéfisis, el estudio se llevé a cabo desde el dia PO, y la actividad fue detectable
hasta el dia P8, coincidiendo con la maduracién del control de las funciones adenohipofisiarias
por el hipotalamo y con el inicio de la expresion de PRL y producciéon de hormonas tiroideas.
Los niveles maximos se detectan en P22, y tienden a disminuir hacia la etapa adulta,

alcanzando niveles ligeramente mas altos que en el dia P8 ;.

2.2.6  Regulacion de la actividad enzimitica por la PPII truncada

Recientemente, se caracterizd en nuestro laboratorio a una isoforma de mRNA distinta a la de
la PPII, que se expresa i vivo en tejidos de rata y que codifica para una protefna truncada
(PPII*) (5. Se ha propuesto que este mRNA se origina por splicing alternativo, ya que presenta
un segmento de 90 nucleétidos del intrén 14 entre el exén 14 y 15. Este segmento del intrén

esta en fase con el marco abierto de lectura, y lleva dos codones consecutivos de STOP (TAG
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TGA) Estos codones de STOP corresponden a los nucledtidos 2494-2499 en el ¢cDNA de la

PPII* de la rata, y hacen que el mRNA al traducirse, origine una proteina truncada hacia el

extremo carboxilo terminal 5, (Figura 2).

gen de la PPII

transcripcion

pre-mRNA de la PPII
(T TR O NN [N D [N (O [N [DN TR [N [N [ TR [MNNNO[RN ON O|

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Splicing Splicing
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mMRNA PPII€ mRNA PPII*
(TITTTITTITITTIITITTITT (ITTTITTITITTTIT I TITTII]

14T15
STOP STOP STOP
traduccién traduccion

Proteina completa

(1025 aminoacidos)

Proteina truncada

(831 aminoacidos)

PPIIC PPII*

Figura 2. Origen de la PPIIC y de la PPII*. El gen de la PPII se transcribe en un pre mRNA organizado en 19 exones
(azul) y 18 intrones (rojo). Este pre mRNA puede madurar por splicing candnico en un mRNA que conserva solo los exones
y que se traduce en una proteina completa, la PPIIC. Por otro lado, ese mismo pre-mRNA puede madurar por splicing
alternativo en un mensajero que conserva todos los exones y que presenta entre el exén 14 y el 15, un segmento de 90
nucleétidos del intrén 14 (cuadro rojo en mRNA PPIT*). Ese segmento estd en fase con el marco abierto de lectura y lleva
dos codones consecutivos de STOP, que hacen que la traduccion se detenga prematuramente, y se origine una proteina

truncada, la PPIT*.

La PPII* es una proteina truncada hacia el extremo carboxilo terminal, con los dominios
intracelular y transmembanal integros. A diferencia de la PPII®, que presenta 1025
aminoacidos, la PPII* presenta solo 850. Los aminoacidos de los que carece, se encuentran en

el dominio extracelular, en una regién predicha para ser el /gp B de la PPII“. Entre los
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aminoacidos de los que carece, se encuentran cuatro cisteinas que por mutaciones dirigidas, se
han determinado como fundamentales para la actividad hidrolitica de la enzima. Asimismo,
carece de dos posibles sitios de N-glicosilaciéon, que se han propuesto como importantes para
la conformacién tridimensional de la enzima. De manera interesante, presenta el sitio activo
integro y la cisteina 68, importante para la dimerizacién covalente. Por otro lado, presenta una
extensiéon de 20 aminoacidos traducidos a partir de los nucledtidos en el intrén 14 que

preceden a los dos codones consecutivos de STOP en el mRNA (Figura 1B) .

El cDNA de la PPII* esta clonado en un vector y se ha expresado en células C6 y COS-7. En
ensayos enzimaticos llevados a cabo en membranas de estas células, la proteina expresada no
presenta actividad hidrolitica frente al TRH, sin embargo, al cotransfectarla con vectores de
expresion para la PPII®, inhibe la actividad hidrolitica de la PPII® frente al TRH de manera
dependiente de dosis, pues la actividad hidrolitica disminuye conforme se aumenta la relacién
de vectores PPID*/PPIIC. A través de Western blot para la etiqueta de histinas de los vectores, se
ha verificado que la sefial para la PPII® no se ve afectada por la expresion de la PPIT*, pero en
cambio, hay una menor formaciéon de homodimeros de PPII, y aparece una banda de menor
peso molecular. Esta banda presenta un peso intermedio entre el esperado para los

homodimeros PPII“-PPII“ y PPII*-PPII*, al parecer, un heterodimero PPII“-PPII*, cuya

sefial aumenta de manera proporcional a la relacién de vectores PPII*/ PPII“. El mecanismo
propuesto para explicar la disminucién de la actividad hidrolitica de la PPII al coexpresar
PPII y PPII* es la heterodimerizaciéon no funcional. Esto es, en presencia de solo PPIIS, se
forman homodimeros PPII“:PPII, capaces de inactivar al TRH. Cuando la PPII* se expresa,
hay una menor formacién de homodimeros PPII“PPII® y se forman heterodimeros
PPII“PPII*, asi como homodimeros PPII*:PPII*, siendo tanto los heterodimeros como los
homodimeros PPII*:PPII*, incapaces de inactivar al TRH (Figura 3) 5.

El hecho de no poder hidrolizar al TRH se ha atribuido a que carece de un fragmento del
dominio extracelular importante para llevar a cabo la hidrolisis (es decir, las 4 cisteinas en el
logp B). Si bien, presenta un segmento de 20 aminoacidos adicionales hacia el extremo
carboxilo terminal, a este segmento no se le atribuye la carencia de actividad, ya que al
transfectar vectores que codifican para una PPII truncada sin la extensiéon o con un dominio

extracelular mas largo que el de la de la PPII* en células C6, y llevar a cabo ensayos

enzimaticos en membranas de estas células, se observa ausencia de actividad enzimatica. Esto
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indica que el dominio extracelular entero es necesario para que la enzima presente actividad

hidrolitica (.

Se ha propuesto que la PPIT* actia como dominante negativa de la PPII®, y como evidencia iz
vivo, se tiene que en 6rganos con baja actividad de PPII ( tales como higado, pulmon, corazén y
1ifién), la expresion del mRNA de PPII* es mayor que la de la PPIIY, y que en regiones del
SNC que presentan mayor actividad de PPII (hipocampo, hipotalamo, bulbo olfatorio, corteza

frontal), la expresién del mRNA de la PPII® tiende a ser mayor que el de la PPII* 30

Prolma
or—
OQYH\;)L(“%(NHK.. —)  Piroglutamato + Histidina-Prolina(NH.,)
o] ~ o Cetermumal anudada
Puoglutamato WH
L
Hustidna T R H
~ Homodimero Heterodimero Homodimero
PPIC:PPIIC  PPICPPIF  PPIXPPI

Figura 3. La PPII* inhibe la actividad de la PPIIC a través de heterodimerizacion no funcional. La PPII¢ en
forma de homodimeros PPII®PPIIC es capaz de inactivar al TRH , separindolo en pGlu e His-ProNHz. En
presencia de la PPII*, pueden formarse heterodimeros PPII*:PPII¢ y homodimeros PPII*:PPII*, incapaces de
inactivar al TRH.
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3. HIPOTESIS

Actualmente, se desconoce el patrén de expresion del mRNA de la PPII® y de la PPIT* durante
el desarrollo del SNC. Con base en resultados obtenidos recientemente en el laboratorio 5, se
ha propuesto que el balance en la expresién de ambas formas puede ser determinante en los
niveles de actividad enzimatica de la PPII que se han observado en algunas zonas del SNC
durante el desarrollo (.

Es asi que con base en que se ha observado que la actividad de la PPII es regulable durante el
desarrollo 4, que la PPII* funciona iz vifro como una dominante negativa en células C6 y
COS-7 5y, y que existen proteinas truncadas que actian como dominantes negativas durante el

desarrollo g, proponemos que la PPII* funciona como una dominante negativa durante el

desarrollo del SNC.

4. OBJETIVOS

Obyjetivo general

Determinar si la actividad enzimatica de la PPII se encuentra afectada por la expresion de la

PPIT* durante el desarrollo del Sistema Nervioso Central de la rata.

Obyjetivos particulares

1.- Determinar el patrén de expresion del mRNA de la PPII® y PPIT* durante el desarrollo del
SNC de la rata

2.- Determinar si el balance en la expresion de los mRNAs de la PPII® y PPIT* correlaciona
con el patrén de actividad enzimatica durante el desarrollo del SNC de la rata

3.- Determinar si la PPII* funciona como dominante negativa en una linea celular que exprese

endégenamente a la PPIL
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5. JUSTIFICACION

El splicing alternativo es un mecanismo de suma importancia en la regulaciéon de la
expresion génica durante el desarrollo (;; ,,, en especial del SNC 5, por lo que elucidar si el
papel que juega la PPII* durante el desarrollo del SNC es el de dominante negativa frente a la
PPII, permitira elucidar su papel funcional ## vive, y contribuira al conocimiento que se tiene
sobre dominantes negativas que se traducen a partit de mRNAs madurados por splicing

alternativo.
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6. MATERIAL Y METODOS

COLECTA DE TEJIDO

Embriones completos (E12), regiones anteriores de embriones (E13), cabezas (E14 a E18) y
cerebros completos de estadios embrionarios (E19 a E21), postnatales (Dia postnatal PO, P7,

P14, P21 y P30) y adultos 3M y 5M) de ratas (Rattus Norvegiccus) de la cepa Wistar fueron

disectados bajo condiciones estériles y almacenados a —80° C hasta su uso.

EXTRACCION DE RNA TOTAL

A partir del tejido colectado, se extrajo RNA total siguiendo el método descrito previamente
4 Empleamos dos embriones en el caso E12, dos regiones anteriores de embriones en el caso
de E13, y una cabeza o cerebro de cada uno de los estadios posteriores (E14 a 5M), ajustando
la cantidad de tejido de cada estadio a los volumenes de reactivos.

Brevemente, se homogenizé el tejido con 400 ul de soluciéon D (4M tiocinato de guanidina, 25
mM citrato de sodio pH 7, 0.5 % sarcosil, 0.1 M B-mercaptoetanol) por cada 70-100 pg de
tejido. Dependiendo del peso del tejido, se dividié el homogenizado en tubos estériles de 1.5
ml (400 pl del homogenizado por tubo). Se precipitaron sales y proteinas agregando 40 pl de
acetato de sodio (2M, pH 4), 400 pl de fenol y 100 pl de cloroformo-isoamilalcohol (49:1),
mezclando en el vortex después de agregar cada reactivo. Después se incubaron por 15
minutos a 4°C y se centrifugaron a 13000 rpm, por 17 minutos, a 4° C (Eppendorf, centrifuga
5403). Se recuper6 la fase acuosa superior, y el RNA se precipité con 450 pl de isopropanol,
mezclando en vortex e incubando las muestras a —20° C por dos horas. Después de ese
tiempo, las muestras se descongelaron a 4° C, y se llevo a cabo una segunda centrifugacion a
13000 rpm, por 17 minutos a 4°C. Después de retirar el sobrenadante, las pastillas se
resuspendieron en una mezcla de isopropanol (300 pl)-soluciéon D (300 pl) y se incubaron por
72 horas a —20°C. Posteriormente, las muestras se descongelaron a 4°C, se mezclaron en
vortex y se centrifugaron a 13000 rpm, por 22 minutos, a 4°C. Se desecharon
aproximadamente 450 pl del sobrenadante, y se llevo a cabo un lavado de sales con 400 ul de
etanol al 70%, centrifugando a 13000 rpm, por 22 minutos, a 4°C. Todo el sobrenadante fue

desechado, y los tubos permanecieron de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente para secar las
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pastillas. Las pastillas fueron resuspendidas en agua estéril tridestilada tratada con
Dietilpirocarbonato (H,0 DEPC), y se congelaron a —80°C, tomando antes una alicuota de 2
ul.  Con la alicuota de 2 pl, se determiné la concentracion de RNA haciendo una dilucién
1:150, y leyendo la absorbancia a 260 nm (Biofotometro, Eppendorf). L.a concentracion se
estimé de acuerdo a la siguiente férmula [RNA]= absorbancia 260nm* 0.04 *factor de
dilucién. La lectura de las muestras también se llevo a cabo a 230, 280 y 320 nm. La relacion
260/280 siempre tuvo que ser mayor a 1.5 para emplear las muestras en la transctipcion
reversa. De acuerdo a las lecturas obtenidas en el espectrofotémetro, se tomé el volumen
necesario para tener alicuotas de 1 y 2 pg de RNA de cada una de las muestras, que fueron

congeladas inmediatamente a —80°C hasta su uso.

Para el caso de las células CA-77, se colectaron células de 4 pozos de 15.6 mm, utilizando 400
ul de solucion D y raspando con el émbolo de una jeringa estéril de 1 ml. Se resuspendié el
homogenizado con la jeringa y se colocéd en un tubo estéril de 1.5 ml. El resto de la extraccion

de RNA se llevo a cabo de la manera arriba descrita.

GEL DESNATURALIZANTE PARA RNA

Para visualizar a las subunidades 18 S y 28 S ribosomales del RNA, se separaron las muestras
de 2 pgde RNA en un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes.

Para ello, en material esterilizado por calor y lavado con dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%,
se prepar6 un gel de agarosa al 1%, empleando como buffer MAE 1X , pH 7 (0.02 M MOPS,
5 mM acetato de sodio y 1 mM de EDTA.) . Una vez que el gel se encontraba a una

temperatura cercana a 50 °C, se agregé Formaldehido al 37% (2.2% del volumen final del gel).

Todas las muestras se llevaron al mismo volumen final con H,0 DEPC. De acuerdo con ese
volumen final, se adicionaron cuatro volumenes de buffer de carga para RNA (55% de
formamida desionizada, 8% de formaldehido, 5% de MAE 10X, 4% de glicerol al 80%, 1% de
azul de bromofenol al 2%). La muestras se desnaturalizaron calentandolas a 65°C por 5
minutos. Inmediatamente se cargaron en los pozos del gel, y se separaron a 100 V de 1 a 2
horas en buffer MAE 1X, pH 7. Las muestras fueron visualizadas en un transiluminador de luz

UV (Fluor S, Biorad).
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TRANSCRIPCION REVERSA

La Transcripciéon Reversa (RT) se llevé a cabo en un solo ensayo para todos los estadios de
desarrollo de la manera previamente realizada ), empleando por 1 pg de RNA total (en 12 pl
de H,0O DEPC) los siguientes volumenes de reactivos: 8.9 ul de H,O DEPC, 6 yl de Buffer 5X
para RT (Invitrogen; 250mM Tris-HCl pH 8.4, 375 mM KCI, 15nM MgCl) , 3 pl de
ditiotreitol (DTT , Invitrogen; 0.1M), 0.6 ul de dNTPs (Invitrogen; 10 mM) y 0.5 ul de
Transcriptasa Reversa (RT M-MMLV, Invitrogen; 200 unidades/ul). De manera breve, se
descongelaron las muestras de 1 ug de RNA a 4°C, se llevaron a un volumen de 12 ul con H,0
DEPC'y se incubaron por 5 minutos a 65°C para desnaturalizar al RNA. Posteriormente, se
incubaron por 5 minutos a 4°C y se les agregaron todos los reactivos, contenidos ya en una
mezcla de reaccion. Inmediatamente las muestras se incubaron a 37°C  por dos horas. El

cDNA obtenido fue almacenado a —20°C hasta su uso.

REACCION EN CADENA DE A POLIMERAS A

La Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) se llevé a cabo para todos los casos,
empleando 3 pl de cDNA en un volumen final de reacciéon de 25 ul, con 16.5 pl de H,O
estéril, 2.5 pl de amortiguador para PCR 10X (Biggénica; 100mM Tris-HCI pH 8.3, 500 mM
KCl, gelatina 10pg/ml), 1.25 ul de MgCl, 20 X (Biggénica; 30 mM) 0.5 pl de oligonucle6tido
sentido, 0.5 pL de oligonucleétido antisentido y 0.25 uL. de Amplificasa (Biggénica; 5 unidades/
).

Los oligonucleétidos para amplificar el mRNA de ciclofilina fueron los empleados previamente
66" CycS: 5-GGGGAGAAAGGATTTGGCTA-3 y Cyc-AS: 5-
ACATGCTTGCCATCCAGCC-3, a una concentracién de 50 pmol/pl. El producto generado
es de 2506 pb. Las condiciones de la PCR para todos las estadios de desarrollo fueron: 24 ciclos
que consistieron en 95°C por 45 segundos de desnaturalizacion, 62°C por 30 segundos de
alineamiento, y 72°C por 1 minuto de extension, seguido de una extension final de 72°C por 7

minutos.
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Para amplificar a las dos isoformas en un solo ensayo, empleamos los oligonucle6tidos
empleados previamente, PPII*up: 5-GTGCAGGCCTGATTGATGATG-3" y PPlldown:
5-GACAGTGCTTGTTCCCAAAGC-3’ a una concentracién de 25 pmol/pl. Para probar su
eficiencia de amplificacion se emplearon las condiciones descritas previamente ,, en cDNA
de cerebro de postnatal 6 (P6) e hipotilamo de adulto de 5 meses(H). Las condiciones de
amplificaciéon fueron las siguientes: un paso de desnaturalizacion a 95° C por 10 minutos,
seguido de 30 ciclos que consistieron en 95° C por 45 segundos, 60° C por 30 segundos, y 72°
por 1 minuto, seguido de una extension final de 72° por 7 minutos. Los productos generados

son de 341 p.b (PPII%) y 426 p.b (PPII*) ( Ver figura 4).

Para amplificar s6lo al mRNA de la PPII* empleamos el mismo oligonucleétido sentido
PPITI*up  descrito arriba 'y el oligonucledétido antisentido  PPII*down:  5-
GCAGTGTGTGCATTCACACAG-3’, a una concentraciéon de 25 pmol/ul. Su eficiencia de
amplificacion se probé en cDNAs de P6 y H bajo las mismas condiciones de PCR que se
emplearon con los oligonucleétidos PPIT*up y PPIldown. El producto generado es de 339
p.b (Ver figura 4).

Para amplificar inicamente al mRNA de la PPII, disefiamos en el programa Primer 3 «n los
oligonucleétidos siguientes: PPII“up: 5 TCAATCAAACTGGCTACTTCA 3’y PPI“down:
5 CCCTCCGTAGCTCTTCATGT 3. El producto generado es de 399 p.b (Ver figura 4).
Para verificar que los oligonucleétidos fueran especificos para el mRNA de la PPII de rata,
realizamos un alineamiento de secuencias en el algoritmo Blast (Basic Local Alignment Search) del
NCBI (National Center for Biotechnology Information)s. Los oligonucledtidos disefiados se
solicitaron en la Unidad de Sintesis de Oligonucleétidos y Secuenciacion de DNA del Instituto
de Biotecnologfa de la UNAM. Su eficiencia para amplificar al mRNA de la PPII, se prob6
en cDNA de cerebro completo de embrién de 17 dias (E17) y rata de 6 dias postnatales (P0),
bajo una temperatura de alineamiento cercana a la recomendada por la Unidad de Sintesis. La
PCR se llevé a cabo bajo las siguientes condiciones: un paso de desnaturalizacién a 95°C por
10 minutos, seguido de 30 ciclos que consistieron en 95° por 45 segundos, 60°C por 30

segundos, y 72° por 1 minuto, seguido de una extension final de 72° por 7 minutos
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PPIT"up PPIT*down PPIIdown
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PPIT*up:  5-GTGCAGGCCTGATTGATGATG-3
PPIT*down: 5-GCAGTGTGTGCATTCACACAG-3
PPITIdown: 5-GACAGTGCITGTTCCCAAAGC3
PPIICp:  5-TCAATCAAACTGGCTACTTCAGA-3
PPIIC¢down: 5-CCCTCCGTAGCTCITCATGT-3

Figura 4. Oligonucleétidos empleados para amplificar al mRNA de la PPIIC y al de la PPII* por PCR
semicuantitativa. La amplificaciéon de los mRNAs de PPIIC y PPII* en un solo ensayo se llevé a cabo empleando los
oligonucledtidos PPIT*up y PPIldown, que permiten diferenciar los dos productos de PCR por diferencia de peso
molecular. La amplificacién del mRNA de la PPII* se llevé a cabo empleando los oligonucledtidos PPII*up y
PPIT*down. La amplificacién del mRNA de la PPIIC se llevd a cabo empleando los oligonucledtidos PPIICup,
PPII°down. Se muestra la region del mRNA que abarca cada oligonucleétido. El segmento de intrén 14-15 solo esta
presente en el mRNA de la PPII*, mientras que el exén 14 continuo sélo esta presente en el mRNA de la PPIIC (panel
A). Se muestran las secuencias de oligonucleétidos empleados(panel B).

Estandarizacion de oligonucledtidos PPI*up- PPIT*down y PPII up-PPII down

Llevamos a cabo una estandarizaciéon de los juegos de oligonucle6tidos PPII*up —PPII*down,
y PPII“up-PPII“down, empleando cDNA de un cerebro de embrién de 15 dias (E15) y
cDNA de un cerebro de adulto de 3 meses (3M). La estandarizacion para cada juego de
oligonucleétidos, se llevé a cabo en dos reacciones independientes, una para el cDNA de E15
y otra para el de 3M. Para ello, empleamos las siguientes condiciones de PCR: Un paso unico
de desnaturalizacion a 95°C por 10 minutos, seguido de 15, 20 ,25, 30 6 35 ciclos que
consistieron en 95°C por 45 segundos de desnaturalizacién, 56°C por 30 segundos de
alineamiento, y 72°C por 1 minuto de extension, seguido de una extension final de 72° por 7
minutos. Paralelamente se realizé un gradiente de temperaturas para optimizar el alineamiento,
utilizando las siguientes temperaturas: 58°C, 60°C, 62°C y 64°C bajo las mismas condiciones de

amplificacion.
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Condiciones de amplificacion del mRINA de la PPII*

Con base en los resultados de la estandarizacion, para el estudio durante la ontogenia, llevamos
a cabo la PCR de PPII* bajo las condiciones siguientes: un paso tnico de desnaturalizacioén a
95°C por 10 minutos, seguido de 30 ciclos que consistieron en 95° C por 45 segundos de
desnaturalizacion, 64° C por 30 segundos de alineamiento, y 72° C por 1 minuto de extension,

seguido de una extension final de 72° por 7 minutos.

Condiciones de amplificacion del mRINA de la PPIT

Con base en los resultados de la estandarizacion, para el estudio durante la ontogenia, llevamos
a cabo la PCR de PPII® bajo las condiciones siguientes: un paso unico de desnaturalizacién a
95°C por 10 minutos, seguido de 30 ciclos que consistieron en 95°C por 45 segundos de
desnaturalizacion, 62°C por 30 segundos de alineamiento, y 72°C por 1 minuto de extension,

seguido de una extension final de 72° por 7 minutos.

Visualizacion de productos de PCR

Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 2 % empleando como buffer TBE
0.5X (0.045 M Tris-boratos y 0.001 M EDTA; pH 8). Paralelamente se separé un marcador de
100 p.b. (New England Biolabs). Para el caso de la PPII® y PPII*, tomamos 10 pl de los
productos de PCR vy los llevamos a un volumen de 12 ul con buffer de carga para DNA 6X (1mM
EDTA, 0.25% de Azul de bromofenol, 0.25% de Xileno cyanol, 30% de Glicerol en agua).
Para el caso de la ciclofilina, tomamos 5 ul de los productos de PCR vy los llevamos a un
volumen de 12 pl con 5 pl de agua y 2 pl de buffer de carga para DNA.

Los productos de PCR separados en el gel, fueron tefiidos con bromuro de etidio (BrEt) y
visualizados en un transiluminador de luz UV (FluorS-Biorad). La cuantificacion de la densidad

optica de los productos se llevé a cabo usando el programa Multi-Analyst (Biorad).
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Para determinar el patrén de expresion de los mRNAs de la PPII® y PPII* durante el
desarrollo del SNC, se calculé un cociente del valor de la densitometria de la sefial con
PPII“up-PPII°down o con PPIT*up-PPII*down entre el de la densitometrfa para cycS-cycAS
para cada una de las etapas de desarrollo.

Para calcular la relacién de expresion PPII“/PPII*, se calcul6 un cociente del valor de la
densitometrfa de la sefial con PPII“up-PPII°down entre el de la densitometria de la sefial con
PPIT*up y PPII*down para cada una de las etapas de desarrollo. Para calcular la relacion

PPII*/PPII, se calculé un cociente de la manera inversa que para PPII%/PPIT*,

EXTRACCION DE L.AS MEMBRANAS PLASMATICAS DE CEREBROS

La extracciéon de membranas de los cerebros, se llevo a cabo a través del método previamente
empleado ; De manera breve, los tejidos fueron homogenizados en buffer fosfatos (50mM, pH
7.5; ver apéndice) ajustado la cantidad de buffer al peso del tejido (10 ml por cada gramo de
tejido). En el caso de los estadios embrionarios se emplearon de 2 a 7 cabezas o cerebros (0.2 -
0.3 g), de manera que pudiera obtenerse una cantidad de membrana suficiente para llevar a
cabo el ensayo enzimatico de PPII. En el caso de los estadios postnatales, solo en PO se
emplearon dos cerebros, mientras que en el resto de los estadios se emple6 solo un cerebro.
Una vez homogenizados los tejidos, se llevé a cabo una centrifugaciéon a 1000 g, por 15
minutos, a 4°C (Centrifuga ]221, Beckman). Los sobrenadantes fueron colectados vy
almacenados a 4°C, en tanto que las pastillas fueron resuspendidas en la mitad del volumen de
buffer fosfatos inicial, centrifugandose posteriormente a 1000 g, por 15 minutos a 4°C. Se
recuperaron los sobrenadantes y las pastillas fueron desechadas. Los primeros y segundos
sobrenadantes se juntaron y se llevé a cabo una ultima centrifugacion a 17000 g por 15
minutos a 4°C.

Los sobrenadantes se desecharon y las pastillas fueron resuspendidas en buffer fosfatos (1/10 del

volumen inicial ). Las membranas extraidas se almacenaron a —80° C hasta su uso.

CUANTIFICACION DE PROTEINA EN MEMBRANAS DE CEREBROS

La cuantificacion de proteina se llevé a cabo a través del método de Lowry . Brevemente,

éste consistié en agregar a cada 5l de muestra, 95 pl de H,O estéril, 100 ul de NaOH 1 Ny
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900 pl de Soluciéon E (98% Carbonato de Sodio, 1% Tartrato de Sodio y Potasio y 1% de
sulfato de cobre). Los reactivos fueron mezclados en zorfex y se dejaron reposando a
temperatura ambiente por 10 minutos. Entonces, se agregaron 100 ul de Folin 2N, se
mezclaron todos los reactivos con wortex, y se dejaron reposando a temperatura ambiente por
30 minutos para entonces leer en un espectrofotrometro a 280 nm (modelo DUG50, Becknzan).
Para poder calcular la concentracién de proteina, se realizé una curva patrén con BSA desde 0

hasta 80 pg/pL.

EXTRACCION DE MEMBRANAS TOTALES DE CELULAS

El método a través del cual se extraen membranas totales de células fue modificado del
empleado previamente . Brevemente, este consistié en cosechar a las células y congelarlas a
—80°C. Las membranas se extrajeron empleando buffer de extraccion (10 mM NaPO, pH 7.5, 1
mM PMSF, 1 uM pepstatina A, 5 mM Yodoacetamida, 1.5 mM DNasa, 2.5 mM MgCl,),
usando un émbolo de jeringa de 1 ml. Para los pozos de 15.6 mm, las células se rasparon con
80 wL de buffer de extraccion; para los platos de 35 mm, con 300 pl. de buffer de extraccion, y para
los platos de 100 mm, con 500 pLL de buffer de extraccion. Los lisados celulares se transfirieron a
tubos estériles de 2 ml. La lisis se completé congelando a —20°C y descongelando a 4°C tres
veces. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 22 psi (120000 g) por 45 minutos a 4°C

(ultracentrifuga de aire frio, Beckman). El sobrenadante se desech¢ y la pastilla fue resuspendida

en buffer fosfatos.

CUANTIFICACION DE PROTEINA EN MEMBRANAS DE CELUILAS CA-77

Para cuantificar la proteina en membranas de células se empleo el método de Bradford.
Brevemente, este consistié en tomar 2 pl de muestra, completar con 798 pL. de agua estéril y
agregar 200 ul del reactivo de Bradford (Biorad Protein Assay, Biorad). Se mezclaron todos los
reactantivos con vortex, y se dejaron reposando 10 minutos para entonces leer en un
espectrofotometro a 280 nm (modelo DUG650, Beckmzan ).

Para poder calcular la concentracion de proteina, se realizé una curva patréon de BSA desde 0

hasta 80 pg/ul.
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ENSAYO ENZIMATICO PARA I.A PIROGLUTAMIL AMINOPEPTIDASA IT

El ensayo para medir la actividad enzimatica de la PPII fue modificado del empleado
previamente ;. Brevemente, este consisti6 en agregar en tubos de 0.6 ml, 50 ul de Bacitracina
y N-etilmaleimida (1 mM), 20 ul de DAPIV (2 miliunidades de enzima), el volumen suficiente
para tener 61, 100 6 150 pg de proteina, llevando a un volumen final de 390 pl. con buffer
fosfates. Se incubaron las muestras por 10 minutos a 37°C con agitaciéon para posteriormente
agregar 10 pl de TRH3—-Naftilamida. Para el caso de las membranas de cabezas y cerebros, y
de las células CA-77 en la caja de 10 mm, incubamos las muestras por tres horas, y tomamos
alicuotas de 50 uLL de cada muestra a los 30, 60, 120 y 180 minutos (Ver figura 5) . Para el caso
de las membranas de células CA-77 en platos de 35 mm, incubamos las muestras por seis
horas, y tomamos alicuotas de 50 pL. de cada muestra a los 60, 120, 240 y 360 minutos.
Detuvimos la reaccion agregando 50 pl de metanol absoluto a 4°C.

Adicionalmente, al terminar de tomar las cuatro alicuotas, agregamos a cada una 300 pL de
solucion 1:1 de buffer fosfatos — metanol. Las muestras se almacenaron a —20°C. De 12 a 72 horas
después de concluido el ensayo enzimitico, se leyd la B—Naftilamida liberada en cada uno de
los tiempos en un espectrofluorémetro (modelo L.550B, Perkin Elmer). Previo a la lectura, las
muestras se centrifugaron a 13,000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente (modelo 5415,
Eppendorf). 350 pl. de los sobrenadantes se leyeron en los valores de emisiéon 335 y 15, y de
excitacion 410 y 20.

OBTENCION DEL VECTOR DE EXPRESION PARA PPIT*

El vector de expresion para PPII* fue el empleado previamente 5, . Este es un pcDNA 3.1
His/A en el que esta clonado el cDNA de la PPIT* desde Not-1 hasta Xba-1. Presenta un sitio
de restriccion adicional No~-1 después de Xba-1. Asimismo, presenta un cassette de resistencia a
ampicilina. Para su amplificacion, se transformaron 50 Jl de bacterias competentes x-10-gold
por choque térmico (42°C por 45 segundos) con 50 ng de plasmido purificado. Las células
transformadas se mantuvieron 5 minutos en hielo, y se les agreg6 1 ml de medio Luria-Betani

(LB). Estas se mantuvieron 1 hora a 37°C en agitacion constante.
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Figura 5.- Ensayo enzimatico para PPIIL. La base de este ensayo consiste en que la PPII separa al TRH-BNaftilamida
(TRH-BNA) en pGlu e His-ProPNA. Una vez que la PPII ha actuado, la DAPIV cotta entre Pro y BNA, la cual puede ser
detectada entonces en un espectrofluorémetro. Ya que la enzima PPI corta el mismo enlace que la PPII y la PE puede separar
a la BNA del TRH-BNA, se emplean inhibidotes patra estas enzimas citosolicas (N-etilmaleimida para la PP, y Bacitracina
para la PE), por si en las membranas extraidas hubiera contaminacion de citosol (panel A). El ensayo se lleva a cabo a 37°C en
agitacion, incubando las protefnas de membrana en presencia de N-etil maleimida, bacitracina y DAP-IV. Una vez
transcurridos 10 minutos de incubacién, se agrega el sustrato TRH-BNA y se deja incubando en agitacién a 37°C por 3 hotas.
Se toman alicuotas a los 30, 60, 120 y 180 minutos, deteniendo la reaccién en cada una de las alicuotas con metanol absoluto.
Se completa el volumen a 400 L con solucién 1:1 de buffer fosfatos y metanol. Se leen las picomolas libres de BNA en un
espectrofluorémetro, y al graficarlo en el tiempo, la pendiente de la recta indica la cinética de actividad enzimatica de la PPIL

Al corregitlo contra la cantidad de proteina empleada (mg), se obtiene la actividad especifica (picomolas [-
Naftilamida/minuto/mg de proteina)
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Se tomaron 100 Pl del cultivo y se plaquearon en una caja Petri con LB-agar y ampicilina (100
pl/ 100 ml de medio LB-agar). La caja se incubo 14 horas a 37°C. Posteriormente, con un asa
estéril, se tomaron seis colonias. Cada colonia se llevé a 7 ml de medio LB con ampicilina (100
pl/ 100 ml de medio LB) contenido en tubos de ensaye. Los tubos se incubaron en agitacién
constante por 12 horas a 37°C. Se tomaron 2 ml de cada uno de los cultivos y se extrajo DNA
de plasmido con el kit MiniPrep de Quiagen (de la manera descrita por el fabricante). La

concentracion del DNA se determino por la absorbancia a 260 nm (Biofotometro, Eppendory),

empleando la férmula [dsDNA]= absorbancia 260nm* 0.05 *factor de dilucion.

La integridad del DNA se determiné por digestion enzimatica, para lo cual se tomo el volumen
necesario para tener 1 pPg de DNA y se digirié con la enzima Noz-I. La digestion se llevé a cabo
en un volumen de 10 Y, empleando NE Buffer 3 pH 7.9 (100 mM NaCl, 50 mM TrisHCI, 10
mM MgCl, 1mM ditiotreitol; New England Biolabs), 0.3 Ul de BSA (100 Pg/UL, New England
Biolabs) y 1 Wl de NozI (10000 unidades/ml; New England Biolabs), a 37°C por dos horas.

Los productos de digestion (0.7 ) y 0.5 g del DNA no digerido se separaron en un gel de

agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio. Paralelamente, se separ6 un marcador de 1Kb

(New England Biolabs).

De una de las colonias que presentd el patréon de restricciéon esperado, se tomaron 2 ml del
cultivo en el tubo de ensaye y se llevaron a 100 ml de medio LB. El cultivo se incub6 en
agitacion constante por 12 horas a 37°C. Se tomaron los 100 ml del cultivo y se extrajo DNA
de plasmido con el kit MidiPrep de Quiagen (de la manera descrita por el fabricante). Después
de determinar la concentracion de DNA, se verifico nuevamente el patréon de restriccion
digiriendo con la enzima No#-I y separando los productos de la digestion y el DNA purificado

no digerido en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
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CULTIVO DE CELULAS

La linea celular CA-77 fue cultivada en medio suplementado (45% de Dulbeco Modified Eagle
Médinm, Gibeo, 45% de Mezcla Nutritiva F10, Gzbeo; 10% de Suero Fetal Bovino; Terracell) bajo
las condiciones de 37°C y 5% de CO.,.

Las células fueron plaqueadas en cajas de 100 mm, cajas de 35 mm y pozos de 15.6 mm. En el
caso de las células de las cajas de 100 mm, éstas fueron empleadas para extraer membranas
plasmaticas para medir actividad enzimatica de la PPII. Para este proposito, las células se

cosecharon 7 dfas después de plaquearse cuando tenfan el 60% de confluencia.

En el caso de las células de las cajas de 35 mm y los pozos de 15.6 mm, éstas fueron
empleadas para llevar a cabo los distintos tratamientos experimentales abajo descritos. De
manera breve, dos horas previas a la siembra, se recubrieron pozos y platos con poli-D-Lisina
(0.5%). Se retir6 el exceso de Poli-D-Lisina y después de dos lavados con agua estéril, se
plaquearon 8 x 10° células en las cajas de 35 mm y 2 x 10° células en los pozos de 15.6 mm.

Veinticuatro horas después, se sometieron a los tratamientos a continuacioén descritos.

TRATAMIENTO DE CELUIL.AS

En todas las cajas y pozos se retir6 el medio suplementado y se agregd medio no
suplementado (50% DMEM, 50% F10). Entonces en dos de los platos de 35 mm y uno de los
pozos de 15.6 mm se transfectd con el vector pcDNA 3.1 HisA/PPII*, en tanto que en dos
de los pozos, se trasfectd con el vector p-IRES-GFP empleado previamente ;) (Ver tabla 1).
Las células de los platos de 35 mm se transfectaron con 1600 ng de DNA, en tanto que las de
los pozos de 15.6 mm se transfectaron con 800 ng de DNA. La transfeccion se llevé a cabo
con lipofectamina (Lipofectansine 2000, 1 mg/ mi; Invtitrogen).

Brevemente, la mezcla de transfeccion se prepar6 de la siguiente manera: en tubos estériles de

1.5 ml se prepar6é el DNA (800 a 1600 ng DNA en 50 Pl de medio no suplementado) y en
tubos de propioleno de 5 ml la lipofectamina ( 3 Yl de Lipofectamina en 50 Ul de medio no
suplementado). Una vez transcurridos 5 minutos de preparada la lifofectamina, el DNA se
mezcl6 con la lipofectamina y se incub6 por 20 minutos. Finalmente, se agregaron 100 pl de la

mezcla de transfeccion a cada caja o pozo.
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Después de una incubacién a 37°C por cinco horas, se retird la mezcla de transfeccion y se
agregd medio suplementado en todas las cajas y pozos. En uno de los platos de 35 mm
transfectados con pcDNA 3.1 HisA/PPII* y otro que se habfa mantenido sélo en presencia de
medio no suplementado, se agregé en ese momento Hormona Tiroidea (T3) en una
concentracién de 107 M (Ver tabla 1).

Todas las células, a excepcion de las que se habfan transfectado con p-IRES-GFP, se
cosecharon a las 72 horas. Para el caso de estas dltimas, se fijaron con paraformaldehido,
llevando a éste a una concentracion final de 2 M. Posteriormente, se incubaron por 20 minutos
a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, se retird todo el liquido de los pozos, y se
lavé con PBS 1X (0.14M NaCl, 2.7 mM KCl, 0.015 M Na,HPO,; pH 7.5) dos veces. Los
pozos se mantuvieron a 4°C cubiertos con papel aluminio, para posteriormente llevar a cabo el

conteo de células que expresaran a la Proteina Verde Fluorescente (GFP).

Transfeccion Adicién de T3 Cosecha/Fijacion

24 horas + 5 horas + 72 horas

TRATAMIENTOS transfectadas con T3 10° M

PPII endégena U U
Con PPIT* PPII* 0
Con T3 O v
Con PPIT* + T3 PPII* 4
Con GFP GFP U

Tabla 1. Tratamiento de las células CA-77. Una vez transcutridas 24 horas después de la siembra, las
células se transfectaron (con pcDNA 3.1 His A/PPII* o con p-IRES-GFP) o se mantuvieron solo en medio
no suplementado (U). Cinco horas después de incubar con la mezcla de transfecciéon o de mantener en
medio no suplementado, se substituy6 el medio con medio suplementado en todas las cajas y pozos. En ese
momento, se agreg6 T3 10° M (). Transcurridas 72 horas las células fueron fijadas (células con GFP) o
cosechadas (el resto de las células).
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EVALUACION DE 1.A EFICIENCLA DE TRANSFECCION

Se visualizaron las células que habfan sido transfectadas con el vector p-IRES-GFP, y se
contaron en seis campos claros, y campos de fluorescencia con el aumento 40X (microscopio
invertido Nikon Diaphot 300). Las células que expresaban a la GFP fueron restadas del nimero

total de células de cada campo.

WESTERN BLOT

Se realizé6 un primer Western blot empleando un anticuerpo contra la cola de Histidinas del
vector pcDNA 3.1 HisA/PPII*. De manera breve, se tomaron 6.5 Mg de proteinas
membranales de las células transfectadas con PPII* (con PPII*; tabla 1) y 8 pg de células
transfectadas con PPII* y tratadas con T3 (con PPII*+ T3; tabla 1). Como controles negativos,
se tomaron 6.5 Mg de proteinas de células tratadas con T3 (con T3; tabla 1), y 8 Mg de proteinas
de las células no transfectadas (PPII endégena; tabla 1). Todas las muestras se llevaron a 20 pl

con buffer fosfatos y se completaron a 24 WUl con buffer de carga para proteinas 1X ( 50 Mm Tris Cl
pH 6.8, 100 mM de ditiotreitol, 2% SDS, 0.1% de azul de bromofenol, 10% de glicerol). Las
muestras se resolvieron en un gel de poliacrilamida dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) al
7%, con buffer de corrida (25 mM Tris, 250 mM glicina pH 8.3, 0.1% SDS) a 0.25 Amp. De
manera paralela se separé un marcador de peso molecular del rango de 10 a 170 kDa (Page
ruler, Fermentas). Posteriormente, se transfirié el gel a una membrana de nitrocelulosa por dos
horas a temperatura ambiente empleando buffer de transferencia ( 39 mM glicina, 48 nM Tris
base, 0.037% SDS, 20% metanol; pH 8.3 ). Una vez transcurrido ese tiempo, se tiié la

membrana con rojo de Ponceau por tres minutos y se lavé con agua.

Posteriormente, se bloque6 la membrana en solucion de blogueo (94.9 % TBS 1X (0.025 M Tris-
Cl, pH 8.0; 15 mM NaCl, 0.0027 M KClI), 5% leche descremada, 0.1% Tween) por dos horas a
temperatura ambiente. Después, se incub6 con un anticuerpo anti-histidinas conjugado a
tosfatasa alcalina (Monoclonal Antipolybistidine — Alkalyne Phosphatase conjugate, — Sigma-Aldrich)
diluido 1:1500 en solucién de bloqueo, por 12 horas a 4°C en movimiento constante.
Posteriormente, se realizé un lavado de dos minutos en TBS-T" (99.9% TBS 1X, 0.1% Tween)

conteniendo 0.4 gr de NaCl/ml, y luego tres lavados de 10 minutos en TBS-T
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Para revelar la fosfatasa acoplada al anticuerpo se emplearon como sustratos NBT (4-Nitroblue
tetrazolinm chloride, Roche) y BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, Roche). Para ello, en 5 ml de
buffer para revelar fosfatasa (TrisHCI 0.1M, NaCl 0.1 M, MgCl, 5 mM), se agregaron en la
oscuridad 25 Pl de NBT y 18.75 pl de BCIP. La membrana se incubd en la oscuridad con esta

solucion en agitacion constante por tres horas.

Para realizar el segundo Western blot, se realizaron tres lavados de 10 minutos con so/ucion de
lavado ( 0.2 M glicina pH 2.5, 0.5 M NaCL), y luego tres lavados de 5 minutos en TBS-T. Se
incub6 la membrana con un anticuerpo anti-histidinas- policlonal de conejo (His probe rabbit
pobyclonal 1gG; Santa Cruz, Biotechnology) diluido 1:500 en solucion de blogueo por 12 horas a 4°C en
movimiento constante. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS-T, y se
incub6 la membrana con un anticuerpo anti conejo-HRP (goar anti rabbit [sG HRP, Santa Cruzg,
Biotechnology) diluido 1:3000 en soluciéon de bloqueo por 2 horas y media a temperatura
ambiente. Se lavo tres veces con TBST-T y se revelé por quimioluminiscencia siguiendo las

instrucciones del fabricante (ECL Perkin Elmer).

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis de los patrones de expresion de cada mRNA, de la relacién de expresion de los
mRNAs y de la actividad enzimatica durante el desarrollo del SNC, se realizé a través de
pruebas de Anidlisis de varianza (ANOVA) de una via. Para comparar los patrones de
expresion de los mRNAs PPII® y PPIT* durante el desarrollo del SNC, se realizé una prueba

de ANOVA de dos vias. Las diferencias significativas entre los grupos se determinaron por el

post-hoc de Duncan, siendo significativas cuando p<0.05.
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7. RESULTADOS

Cuando se requiere evaluar los niveles de expresion de un mRNA, resulta de suma importancia
saber que el RNA con el que se esté trabajando se encuentre integro, de manera que los
resultados que se obtengan sean una representacion fidedigna de los niveles de expresion en la
célula y no de un problema técnico. Mas aun, en un estudio durante la ontogenia, es
importante que el RNA de todos los estadios de desarrollo presente una calidad buena y
similar. Una forma de sabetlo, es al leer la absorbancia de las muestras a 230, 260, 280 y 320
nm en un espectrofotometro, y al evaluar la sefial de las subunidades ribosomales 18 S y 28 S
de RNA en un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes.

Nosotros, posterior a la extraccion de RNA, leimos una alicuota de cada una de las muestras
en un espectrofotbmetro a las absorbancias antes mencionadas. Todas las muestras
presentaron una baja contaminacién proteica, pues la relacion 260/280 fue mayor a 1.5. La

concentracion de RNA fue calculada empleando la férmula descrita en materiales y métodos.

Tomamos 2 Pg de RNA de cada muestra para separar a las subunidades ribosomales 18 Sy 28
S en un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes. Para todos los casos, observamos una
buena calidad de RNA, ya que se distingufan las subunidades 18 S y 28 S ribosomales, y a
excepcion del estadio E20 de la primera extraccién, observamos una relacion 2:1 de la

subunidad 28 S respecto a la 18 S ribosomal (Figura 6).

E14 E15a El5, Ele E17 E18 E19 E20 E21 PO P7 Pl4 P21 P30 SM.a 3Mb SM

b

Figura 6.- Integridad del RNA total de la primera extraccion de RNA, obtenido a partir de cerebros
completos de diferentes etapas durante el desarrollo del Sistema Nervioso Central. 2 ug de RNA total fueron
separados en un gel de agarosa al 1%. Las letra E representa dias embrionarios, mientras P representa dias

Postnatales y M , meses. En el caso de E15, y 3M, las letras a indican el RNA que se empleo para estandarizar los
juegos de oligonucleétidos, en tanto las letras b indican el RNA que se empled para llevar a cabo el estudio durante el
desarrollo.

La primera aproximacion para detectar la expresion de los mRNAs de la PPII® y la PPIT* fue

emplear un juego de oligonucledtidos (PPIT*up-PPIldown; par B) anteriormente empleados,
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ue permiten amplificar ambos mRNAs en una misma reacciéon. Evaluamos su eficiencia
usando cDNA de hipotalamo de rata adulto (H) y cDNA de cerebro de rata postnatal de 6 dias
(P6). Asimismo, empleando los mismos cDNAs, evaluamos la eficiencia de amplificaciéon de
otro juego de oligonucleétidos (PPI*up-PPII*down; par A) también empleados previamente
(30, 10s cuales permiten amplificar s6lo al mMRNA de la PPIT*.

Al separar los productos de PCR en un gel de agarosa al 2% tefiildo con bromuro de etidio,
observamos que con los oligonucledtidos del par B, habfa amplificacion de bandas
inespecificas (Figura 7, carril 5) y que la sefial detectada para el mRNA de la PPII* era mucho
mas débil que la detectada los oligonucleétidos del par A en los dos cDNAs empleados (

Figura 7, comparar carril 2 con 4,y carril 3 con 5).

par A par B
PPIFup- PPIFdown  PPlI*up- PPlidown

H P6 H P6

Bandas inespecificas
(parB)

426 p.b (PPII*, par B)

341p.b. (PPIIc, par B)
339 p.b. (PPII*, par A)

Carril: 1 2 3 4 5

Figura 7.- Productos de PCR amplificados con los oligonucleétidos par A (Izquierda) 6 par B
(Derecha). Se amplific6 al mMRNA de la PPIT* y de la PPII® en cDNA de hipotilamo adulto (H) y cDNA
de postnatal de 6 dias (P6). Al amplificar a los mRNAs de la PPII® y de la PPII* con el par B, puede
observarse la presencia de bandas inespecificas de mayor peso molecular que las esperadas (carril 5), y ademas,
que la sefial detectada para el mRNA de la PPII* (426 p.b, carril 4 y 5) es mucho mas débil que la detectada
para ese mRNA con el par A (339 p.b., carril 2 y3)

Para descartar que las sefales de los dos mRNAs durante el estudio ontogenético fueran
producto de una mayor afinidad de los oligonucle6tidos por algin mRNA y/o de una
competencia de los mRNAs, decidimos usar un juego de oligonucleétidos que s6lo amplificara

al mRNA de la PPII*, y otro que s6lo amplificara al de la PPII®,

Ya que al emplear el juego de oligonucledtidos que soélo amplifican al mRNA de la PPII*

(PPII*up-PPII*down), observamos una amplificacion eficiente y ausencia de bandas
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inespecificas, decidimos emplear este juego de oligonucle6tidos para el estudio durante la

ontogenia del SNC.

Los oligonucle6tidos disefiados para amplificar solo al mRNA de la PPII® (PPII“up-
PPII°down), se probaron en cDNA de cerebro de embrién de 17 dfas (E17) y de posnatal de 6
dias (P6). Bajo las condiciones empleadas observamos una amplificacion eficiente y la ausencia
de bandas inespecificas (Figura 8). Por tal motivo decidimos emplear este juego de

oligonucleoétidos para llevar a cabo el estudio durante la ontogenia del SNC.

PPllcup - PPlicdown
E17 P6

Figura 8.- Productos de PCR amplificados con los oligonucleétidos PPIICup y PPII®down. Se
amplific6 al mRNA de la PPII® en cDNA de cerebro de embrion de 17 dfas (E17) y postnatal de 6 dias (P6). La
amplificacién dio lugar a una banda del tamafio esperado (399 p.b.). No hubo amplificacién de productos
inespecificos bajo las condiciones empleadas.

Si bien bajo las condiciones empleadas para ambos juegos de oligonucleétidos, la amplificacion
fue eficiente, requerfamos de asegurarnos que bajo las condiciones a emplearse en el estudio
durante la ontogenia, la seflal de ambas isoformas fuera detectable en todos los estadios de
desarrollo y que ademas, no estuviese tan saturada que las comparacién entre sefiales no fuera
posible. Por tal motivo, decidimos estandarizar ambos juegos de oligonucledtidos en cDNA de

cerebros de embrion de 15 dias (E15) y de adulto de 3 meses (3M).
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Figura 9.- Estandarizacion de oligonucleétidos que amplifican s6lo al RNA mensajero de la PPII*.
Se estandarizé el juego de oligonucle6tidos PPIT*up-PPII*down en cDNA de cerebro de embrion de 15 dias
(E15) y cDNA de cerebro de adulto de 3 meses (3M). Se muestran los productos de la estandarizacion
separados en un gel de agarosa en E15 (panel A) y 3M (panel C). A una TM de 64° C y a 30 ciclos de
amplificacion, la reaccién se encuentra en fase logaritmica en E15 (linea morada, panel B) y 3M (linea morada,
panel D).

Al estandarizar el juego de oligonucle6tidos PPII*up y PPII*down utilizando cDNA de E15,
observamos una amplificaciéon eficiente a una TM de 64°C, y a 30 ciclos de amplificacion.
Bajo estas condiciones la reaccién se encuentra en fase logaritmica (Figura 9 , carril 14 del
panel A y linea morada del panel B). Al realizar la estandarizaciéon usando cDNA de 3M,

observamos los mismos resultados (Figura 9, carril 8 del panel C y linea morada del panel D),
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lo cual nos indicé que a una TM de 64°C y 30 ciclos de amplificacion, la sefal serfa detectable
en la mayorfa de los estadios de desarrollo y que ademas, setfa comparable, por no estar en

una fase de saturacion.
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Figura 10.- Estandarizaciéon de oligonucleétidos que amplifican s6lo al RNA mensajero de la PPIIC.
Se estandarizé el juego de oligonucleétidos PPIICup - PPII®down en ¢cDNA de cerebro de adulto de 3 meses
(BM) y cDNA de cerebro de embriéon de 15 dfas (E15). Se muestran los productos de la estandarizaciéon
separados en un gel de agarosa en 3M (A) y E15 (C). A una TM de 62° C y a 30 ciclos de amplificacién, la
reaccion se encuentra en fase logaritmica en 3M (linea verde, panel B) y E15 (linea verde, panel D).
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Al estandarizar el juego de oligonucledtidos PPII“up y PPII°down utilizando cDNA de 3M,
observamos una amplificaciéon eficiente a una TM de 62°C, y a 30 ciclos de amplificacion.
Bajo estas condiciones, la reaccion se encuentra en la fase logaritmica (Figura 10, carril 11 del
panel A y linea verde del panel B). Al realizar la estandarizaciéon usando cDNA de E15,
observamos los mismos resultados (Figura 10, carril 5 del panel C y linea verde del panel D), lo
cual nos indicé que a una TM de 62°C y 30 ciclos de amplificacion, la sefial serfa detectable en

la mayorfa de los estadios de desarrollo y que ademas, serfa comparable.

No detectamos sefial del mRNA ni de la PPII ni de la PPII* a las TM’s de 56 y 58°C con el
cDNA de E15 (datos no mostrados). Asimismo, a 15 y 20 ciclos de amplificacién no

detectamos sefial en ninguna de las TM’s en los dos cDNAs empleados (datos no mostrados)

De acuerdo a los resultados de la estandarizacion de ambos juegos de oligonucleétidos,
decidimos realizar las PCRs para todos los estadios de desarrollo bajo las condiciones que a
continuacion se describen. Para la amplificacién del mRNA de la PPII*, empleamos una TM
de 64°C, en tanto que para la amplificaciéon del mRNA de la PPII“ empleamos una TM de
62°C. La amplificacién en ambos casos fue por 30 ciclos. Amplificamos ciclofilina en el mismo
cDNA, de manera que la sefial de ese mRNA fungiera como control interno de la RT-PCR.
Separamos los productos en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Al corregir
la densidad 6ptica del cDNA de la PPIT* y la del cDNA de la PPII® contra la del cDNA de

ciclofilina, obtuvimos el patron de expresion de los dos mRNAs.

La sefial de la PPII® fue detectable desde el estadio de desarrollo E12 en embriones completos,
y en cabezas de E14. Ya que la sefial densitométrica para el mRNA de la PPII“ era muy baja en
E12 y E13 (datos no mostrados), y ademas, habfamos empleado RNA de embriones (E12) y
regiones anteriores de embriones (E13), decidimos tomar sélo en cuenta los cambios
significativos respecto a la siguiente sefial de PPII® mas baja detectada, que fue E18. Para
comparar los resultados de cuatro experimentos, tomamos como el 100% el promedio de la

sefial densitométrica de la PPII® corregida contra la de ciclofilina en E18.
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En la figura 11 puede observarse que el mRNA de la PPII® se regula durante el desarrollo,

presentando aumentos significativos respecto a E18 en E19, P21, 3M y 5M.
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Figura 11. Patrén de expresion del mRNA de la PPIIC durante el desarrollo del SNC de la rata. Se
muestra el promedio de cuatro experimentos (+ error estandar; SE) en los que se amplifico al mRNA de la
PPIIC , corrigiendo contra la sefial densitométrica del mRNA de ciclofilina. Como el 100% se tomo promedio
de la sefial de PPIIC corregida contra la de ciclofilina en E18. Puede observarse que el mRNA de la PPIIC se
regula durante el desarrollo del SNC (F=2.239, p<0.05), mostrando aumentos significativos respecto a E18, en
E19, P21, 3M y 5M.

Para poder comparar los resultados de los cuatro experimentos del patrén de expresion de la
PPII*, y poder comparar el promedio de este patréon con el del patrén de expresion para la
PPII, tomamos como el 100% el mismo valor que empleamos para determinar el patron de
expresion de la PPII: el promedio de la sefial densitométrica de la PPII® corregida contra la

de ciclofilina en E18.

La sefial de la PPII* fue detectable desde E12 en embriones completos (datos no mostrados) ,
y en cabezas de E14. Ya que como sucedi6 para el caso del mRNA de la PPII, no tomamos
en cuenta para nuestro analisis las sefiales detectadas en E12 y E13, y decidimos tomar en

cuenta los cambios significativos respecto a la siguiente sefial mas baja detectada que fue PO.
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En la figura 12 puede observarse que el mRNA de la PPII* se regula durante el desarrollo,

presentando aumentos significativos respecto a PO en P21, 3M y 5M.
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Figura 12. Patrén de expresion del mRNA de la PPII* durante el desarrollo del SNC de la rata. Se
muestra el promedio de cuatro experimentos (£ SE) en los que se amplificé6 al mRNA de la PPIT* , corrigiendo
contra la sefial densitométrica de ciclofilina. Como el 100% se tomd el promedio de la sefial de PPIIC corregida
contra la de ciclofilina en E18. Puede observarse que el mRNA de la PPII* se regula durante el desarrollo del SNC
(F=2.263, p<0.05), mostrando aumentos significativos respecto a PO en P21, 3M y 5M.

Al comparar el patrén de expresion de los mRNAs de la PPII® y PPII*, observamos una
expresion paralela, con una ligera tendencia del mRNA de la PPII® a expresarse en mayores
niveles que el de la PPII* durante casi todos los estadios de desarrollo. Si bien, no se
encontraron diferencias significativas entre la sefial de los dos mRNAs en ninguno de los
estadios de desarrollo, la tendencia del mRNA de la PPII® a ser mayor que el de la PPIT* es
mas evidente desde E19 hacia PO, punto en el cual se observa el mayor desfasamiento entre la

sefial del mRNA de la PPII® respecto a la de PPIT* (Figura 13).

Si bien, habfamos determinado los niveles de mRNA para las dos isoformas, desconociamos si
estos se estaban traduciendo. Ya que hasta la fecha, no se cuenta con anticuerpos especificos
para la PPII® ni para la PPII*, decidimos determinar los niveles de actividad enzimaitica de

PPII de los estadios de desarrollo como una medida indirecta de la cantidad de proteina.
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Ademas, al medir los niveles de actividad, lo correlacionarfamos con el balance de la expresion

de las isoformas de mRNA PPII y PPII*.
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Figura 13. Patréon de expresion de los mRNAs de la PPIIC y PPII* durante el desarrollo del SNC de la
rata. Se realizaron cuatro experimentos en los que se amplificé6 por PCR al mRNA de la PPIIC, PPII* y ciclofilina,
Los productos se separaron en un gel de agarosa al 2% teflido con bromuro de etidio. En A, se muestra un gel
representativo de la seflal obtenida para los mRNAs de la PPIIC, PPII* y ciclofilina. En B, se muestra el promedio
del patrén de expresion de los dos mRNAs (& SE).

Los mRNAs de la PPII¢ y PPIT* se expresan de manera paralela durante el desarrollo del SNC de la rata, siendo
E19( para el caso de la PPIIC), P21, 3M y 5M (para el caso de ambas), los estadios de mayor sintesis de mRNA.

Si bien, no hay diferencias significativas entre la sefial de la PPII¢ y PPII* en ninguno de los estadios de desarrollo,
hay una notable tendencia del mRNA de la PPIIC a expresarse en mayores niveles que el de la PPII* desde E19
hacia PO, punto en el cual se observa el mayor desfasamiento entre las sefiales de los dos mRNAs.

Ya que en los ensayos de RT-PCR, los niveles de expresion de ambos mRNAs fueron muy
bajos en el tejido de E12 y E13, decidimos determinar la actividad enzimatica de la PPII a

partir del estadio de desarrollo E14.



Determinamos la actividad de la PPII durante la ontogenia del SNC en tres experimentos
independientes. Por razones técnicas, obtuvimos valores de actividad especifica muy dispersos
entre los experimentos, sin embargo, en general el patrén de actividad especifica durante la
ontogenia se mantuvo similar en los tres experimentos. Como control positivo empleamos
membranas de PO por lo que decidimos tomar el promedio de los tres experimentos como el
100%. En la figura 14 puede observarse que la actividad de la PPII se regula durante el
desarrollo. Los niveles de actividad especifica son bajos en las etapas embrionarias,
detectandose el nivel mas bajo en E16. Conforme avanza el desarrollo se observa un aumento
de E19 a E21, y un pico maximo de actividad en PO y P7. Después de P7, la actividad
disminuye de manera gradual hacia etapas postnatales mas avanzadas, detectandose a los 3M y

5M, niveles de actividad especifica muy similares a los de E17 y E18.
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Figura 14. Patron de la actividad especifica de la PPII durante el desarrollo del SNC de la rata. Se muestra el
promedio de tres experimentos independientes (+ SE), tomando la actividad especifica de membranas PO como el 100%
(ver texto). Puede observarse que la actividad enzimatica se regula durante el desarrollo, observandose niveles bajos en
etapas embrionarias tempranas y en etapas postnatales avanzadas. ILos niveles mas bajos de actividad especifica se
detectan en E16, y respecto a este estadio, se observa un aumento significativo en PO y P7, siendo estos, los estadios con
los mayores niveles de actividad especifica (F=5.825, p<0.05). Nota: Por errores técnicos, solo se tomaron en cuenta
dos de los tres valores para P14, por lo que no se muestra error estandar.
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Con el objetivo de determinar si los niveles de actividad de la PPII reflejan el balance en los
niveles de sintesis de los RNAs mensajeros de la PPII® y PPII*, relacionamos los patrones de

expresion de ambos mRNAs con la actividad (figura 15).
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Figura 15. Patron de expresion de los mRNAs PPIIc y PPII*, y de la actividad de la PPII durante el desarrollo
del SNC de la rata. La actividad enzimatica de la PPII es baja en etapas embrionarias anteriores a E19, en las cuales, la
sintesis de ambos mRNAs es muy similar. Los niveles del mRNA de la PPIIC tienden a ser mayores que los de la PPIT*
desde E19 hacia PO, puntos en los cuales se observa una tendencia de la actividad especifica a aumentar, siendo
significativo el aumento en PO y P7. Posterior a P7, los niveles de actividad especifica tienden a disminuir, siendo muy
similares los de las etapas 3M y 5M a los detectados en etapas embrionarias (E14-E18) . Interesantemente, en P21, 3M
y 5M se detectan los niveles mas altos de sintesis de ambos mRNAs.

Se observa que la actividad de la PPII se mantiene en niveles bajos en etapas embrionarias
anteriores a E19, lo cual correlaciona con una sintesis muy similar de ambos mRNAs. Sin
embargo, en E19 hay una sintesis del mRNA de la PPII® significativamente alta, lo cual
coincide con una tendencia de la actividad a aumentar a partir de ese estadio. La actividad
especifica continua aumentando hacia P0, lo cual coincide con la tendencia del mRNA de la
PPII® a expresarse en niveles mayores que el de la PPIT*. De manera interesante, es en PO, uno

de los dos puntos con la actividad especifica mas alta, en donde se observa la mayor diferencia
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en la expresion de los mRNAs (los niveles de mRNA de la PPII® son mayores que los de la
PPII*). Posteriormente, en el estadio P7 se observan niveles de actividad especifica
significativamente altos, observandose una tendencia del mRNA de la PPII* a expresarse en
mayores niveles que el de la PPII®. Posterior a ello se vuelve a observar un paralelismo en la
sintesis de los dos mRNAs, y la actividad tiende a decrecer hacia etapas postnatales mas
avanzadas, detectandose niveles de actividad especifica muy similares a los de estadios
embrionarios (E14-E18) en 3M y 5M. Sin embargo, en estos dos puntos, y en P21, los niveles

de sintesis de ambos mRNAs son significativamente altos.

Dado que uno de los objetivos del presente estudio es determinar si el balance en la expresion
de las dos isoformas es determinante sobre los niveles de actividad especifica de la PPII
durante el desarrollo del SNC, determinamos el cociente de la sefial densitométrica del mRINA
de la PPII® con la del mRNA de la PPII* (PPII“/PPII*) y lo correlacionamos con los niveles
de actividad especifica (Figura 16). Si bien, no encontramos diferencias significativas de la
relacién PPII“/PPII* entre los estadios de desarrollo, se observa que la relacién es cercana a 1
en estadios tempranos de desarrollo (E16-E18), puntos en los cuales la actividad especifica es
baja. En E19 se observa una tendencia de la relacién PPII°/PPII* a ser mayor, coincidiendo de
manera interesante con la tendencia de la actividad especifica a aumentar en ese estadio. En
E20 y E21, la relacién se mantiene en niveles muy similares a E19, mientras que la actividad
especifica sigue aumentando, y justo en PO, uno de los picos de actividad especifica, la relacion
PPII“/PPII* es la mas alta. La relacién PPII“/PPII* es la mas baja en el estadio P7, punto en
el cual la actividad especifica es muy alta. Posteriormente, la actividad especifica tiende a
disminuir, y se detectan niveles similares en P14 y P21 a los de E19 y E20, coincidiendo
también con una relacién PPII®/PPIT* muy similar. En los estadios P30, 3M y 5M, la relacién
PPII“/PPII* se mantiene muy cercana a 1,y similar a la de los estadios E16-E18, mientras que
la actividad especifica continua disminuyendo, detectindose niveles de actividad especifica

bajos en 3M y 5M, y similares a los detectados en los estadios embrionarios anteriores a E19.
Para facilitar el analisis de nuestros resultados, calculamos también la sefial densitométrica del

mRNA de la PPIT* con la del mRNA de la PPII (PPII*/PPII) y lo relacionamos con los

niveles de actividad especifica (Figura 17).
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Figura 16. Patrén de la relacién de expresion PPIIC/PPII*, y de la actividad de la PPII durante el
desatrollo del SNC de la rata. La relacion PPIIC/PPII* tiende a mantenetse en niveles ligeramente mayores a 1
en estadios embtionarios anteriores a E19, estadios en los cuales los niveles de actividad son bajos. La relacién
aumenta en E19, y se mantiene en niveles similares en E20 y E21, lo cual coincide con el aumento en actividad
que se observa desde E19. En PO, la relacion PPIIC/PPIT* aumenta y presenta los niveles mis altos de todo la
ontogenia, coincidiendo con los niveles de actividad significativamente altos detectados en ese estadio. En P7, la
relacién PPIIC/PPII* es menor a 1, el nivel mas bajo detectado en toda la ontogenia, contrastando
sorprendentemente con los niveles de actividad significativamente altos en ese estadio. En P14 y P21, la relacion
vuelve a ser mayor a 1, y es similar a la encontrada en E19-E21, coincidiendo con niveles de actividad especifica
muy similares en los mismos estadios. En P30, 3M y 5M, se observa una tendencia de la actividad especifica a
disminuit, mientras que la relacién PPIIC/PPII* se mantiene muy similar entre esos estadios, y similatr a la
encontrada en E17-E18, coincidiendo con niveles de actividad similares en esos estadios.

En general, la relacién se mantiene en niveles similares entre los estadios E14-E18.
Llamativamente, en E15 hay una ligera disminucién en la relacion PPII*/PPII, lo cual
coincide con niveles de actividad enzimatica ligeramente mas altos con respecto a E106, en
donde la relacién PPIT*/PPII® muestra una tendencia a ser mayor, y se detectan los niveles de
actividad especifica mas bajos. Posteriormente, la relacién PPI*/PPII® presenta una tendencia
a disminuir desde E19 hacia PO, coincidiendo con un incremento en la actividad especifica a
aumentar desde E19 hacia PO, en donde junto con P7, la actividad especifica es

significativamente alta. De especial interés resulté el aumento en la relacién PPI*/PPII® en
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P7, en paralelo con una alta actividad especifica. Hacia P14, la relacién PPIT*/PPII® decrece y
se mantiene en niveles cercanos , pero menores a 1, desde ese estadio hacia 5M, mientras que
se observa una tendencia de la actividad especifica a decrecer desde P14 hacia 3M. Se observa
también que la relaciéon en 3M y 5M es similar a la encontrada en E17 y E18, con niveles

similares de actividad especifica a los encontrados en esos estadios.
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Figura 17. Patron de la relacién de expresion PPII*/PPIIC, y de la actividad durante el desatrollo del
SNC de la rata. La relacién PPII*/PPIIC tiende a mantenerse en niveles muy cercanos pero mas bajos a 1 en casi
todos los estadios de desarrollo. En estadios embrionarios anteriores a E19, no se observan cambios en la
actividad especifica, aunque se observa una ligera tendencia de la actividad enzimdtica a aumentar cuando la
relacién PPIT*/PPIIC disminuye en E15. En E16, se detectan los niveles de actividad especifica més bajos,
encontrandose en este estadio una tendencia de la relacién PPIP*/PPIIC a ser mayor que en E15. La actividad
especifica tiende a aumentar desde E19 hacia PO, coincidiendo interesantemente con una tendencia de la relacion
PPIP*/PPIIC a disminuir desde E19 hacia PO. En PO se obsetva la relacién PPII*/PPIIC mas baja, en tanto que los
niveles de actividad enzimatica son de los mas altos de toda la ontogenia. En contraste, en P7, la relacién
PPIP*/PPII es la mas alta de toda la ontogenia, en tanto que la actividad enzimatica sigue siendo significativamente
alta en este estadio. Desde P14-5M, la relacion PPIT*/PPIIC se mantiene por debajo de 1, en niveles muy similares
entre todos los estadios, en tanto que en estos puntos, se observa una tendencia de la actividad enzimatica a
disminuir. De manera interesante, la relacion PPIP*/PPIIC y la actividad enzimatica en 3M y 5M es similar a la
encontrada en los estadios de desarrollo E17 y E18.

Dado que el determinar el patrén de expresion de ambas isoformas de mRNA y de la actividad

enzimatica de la PPII, nos proporcionarfa una idea meramente correlativa, requerfamos de un
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modelo que reflejara lo que sucede cuando la expresiéon de la PPII* aumenta. Supusimos que
las células CA-77 resultarfan un buen modelo para tal fin, pues entre los neuropéptidos que
sintetizan, se encuentra el TRH ;, Ya que desconociamos si expresaban a los mRNAs de la
PPII® y PPII¥, realizamos una RT-PCR en RNA extraido de células mantenidas un dfa i vitro
(1 DIV, plato A) y otras mantenidas cuatro dias zz vitro (4DIV, plato B). Las condiciones que
empleamos fueron las mismas que para el tejido de la ontogenia, y como control de la PCR,
empleamos cDNA de cerebro completo de PO.

Al separar los productos de la PCR en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio,
observamos no soélo que las células CA-77 expresaban a ambos mRNAs, sino que ademas lo
hacfan en niveles muy similares. Interesantemente, los niveles de expresion en las células CA-
77 del plato A fueron similares a los encontrados en el cDNA de PO, y mas altos que los

encontrados en el plato B (Figura 19).

A
PO A B
B 25

o
£
5 2
[&)
©
< |
215
[a)]
L
a1
o
Z
Z 0.5
e

o4

PO CA-T7TA CA-77B
cDNAs @ PPIl completa
@ PPIl truncada

Figura 19. Las células CA-77 expresan los mRNAS PPIIC y PPII* en niveles similares. Se realizé
una PCR en cDNA obtenido de platos de células CA-77 con tratamientos distintos: un plato mantenido un
dia 7n vitro (carril A y CA-77-A en panel A y B respectivamente) y otro mantenido cuatro dias 7 vitro (carril
By CA-77-B en panel A y B respectivamente). En ambos casos se amplificé a los mRNAs PPIIC, PPIT* y al
de ciclofilina, como control interno. En A se muestran los productos de PCR separados en un gel de
agarosa teflido con bromuro de etidio. En B se observa que los niveles de expresion de ambos mRNAs
fueron similares entre ellos tanto en las células CA-77 A como en las CA-77 B. Ademas, al comparar la
sefial obtenida en el cDNA de las células CA-77 A con la obtenida en cDNA proveniente de un cerebro de
rata PO, los niveles de expresién son similares.

Si bien, habfamos detectado la expresion de los dos mRNAs en las células CA-77,

desconociamos si presentaban actividad enzimatica de PPII. Realizamos entonces un ensayo
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enzimatico para la PPII en membranas de las células bajo las mismas condiciones que para las
membranas de cerebro, pero empleando 150 pg de proteinas de membrana. La actividad
enzimatica fue detectable, aunque el nivel de actividad especifica fue mucho menor que en
membranas de cerebro completo de PO que se emplearon como control del ensayo enzimatico

(Figura 20).
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Figura 20. Actividad especifica en membranas totales de células CA-77 y de cerebro de rata PO.
Se realiz6 un ensayo enzimatico de PPII en membranas totales de células CA-77 (150 pg de proteina). y
como control del ensayo, se utilizaron membranas de cerebro de PO (100 ug de proteina). La actividad
enzimatica fue detectable en las membranas de las células CA-77. En A se muestra la cinética enzimatica
en las membranas de células CA-77. Puede observarse que con 150 pg de proteina, la cinética se
mantiene linear en tres horas de monitoreo de la reacciéon. En B puede observarse que los niveles de
actividad especifica son menores en las membranas de las células CA-77 que en las de cerebro de PO.
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Como una primera aproximacion para elucidar como se regula la actividad de la PPII en las
células CA-77, decidimos sobreexpresar a la PPII*. Por otro lado, querfamos saber si la PPII*
funcionaba como dominante negativa en condiciones en que la actividad enzimatica fuera alta,
por lo que decidimos sobreexpresar a la PPII* en células estimuladas. Para estimular la
actividad de la PPII, tratamos a las células con hormona tiroidea (T3) y evaluamos su efecto 72
horas después, que es el tiempo en el que se detecta la mayor expresiéon del mRNA y actividad
enzimitica con ese estimulo en cultivos de adenohipdfisis ;.Si bien, desconociamos si la T3
fungirfa como un estimulador de la expresién del mRNA de la PPII“y actividad de la PPII en
estas células, el hecho de que en membranas de adenohipofisis de ratas inyectadas con T3 5, y
en cultivos primarios de adenohipéfisis de rata estimulados con T3 lo haga , 5, nos hizo
suponer que la T3 posiblemente estimularfa la expresién del mRNA de la PPII® y actividad de
la PPIIL.

. «<— DNAsuperenrrollado

- «——DNA nick
<+— DNAlineal

Vector (5.5 kb)

PPII (3 kb)

Figura 21. DNA del vector de expresion para PPII*, no digerido y digerido con la enzima de restriccion
Notl. Se digirié 1 g de DNA con la enzima de restriccion Not-I y se separ6 en un gel de agarosa al 1% (C). En el
mismo gel se separ6 1 Ug de DNA no digerido (B) y 3 I de un marcador de 1kb (A). EI DNA se observa integro,
pues se distinguen las bandas de DNA superenrrollado, DNA #ick y DNA lineal. Al digerir el DNA con No~-1, se
observé el patrén de restriccion esperado: una banda de aproximadamente 5.5 kb que representa al vector y una de
3 kb, que representa cDNA de la PPII* separado del vector.

Para sobreexpresar a la PPII*, transfectamos a las células con el vector de expresion para PPII*
empleado previamente . Para estar seguros que los resultados obtenidos fueran producto de
una transfeccion eficiente, requerfamos asegurarnos que el vector empleado tuviera el patron

de restricciéon esperado y que el DNA se encontrard integro. Aislamos DNA plasmidico, y
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digerimos con la enzima de restricciéon Noz-I. Al separar los productos de la digestion en un gel
de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, observamos el patrén de restriccion esperado.
El DNA separado en el mismo gel se encontraba integro, pues se distingufan las bandas del

DNA lineal, nzck y superenrrollado (Figura 21).

Por otra parte, para tener la certeza de que los resultados que observaramos en las cinéticas
enzimaticas fueran producto de una transfeccion eficiente, transfectamos células con el vector
de expresion p-IRES-GFP. El numero de células que expresaron a la GFP respecto al nimero
total de células nos indicé la eficiencia de la transfeccion. Esta resulté muy eficiente, pues

84.24 % expresaron fluorescencia (Figura 22).
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Figura 22. La transfeccion de las células CA-77 con el vector de expresion p-IRES-GFP fue eficiente. Se
transfectaron células CA-77 con el vector de expresion p-IRES-GEP, y se evalud la eficiencia de la transfeccion al
miscrocopio de fluorescencia. Las células CA-77 transfectadas expresaron una alta fluorescencia (panel A) y al
comparar el nimero de células que expresaban fluorescencia contra el nimero total de células, el 84.24 % (£ 2.45
SE) se habia transfectado.

Cultivamos y tratamos a las células tal como se describe en materiales y métodos, y las
cosechamos a las 72 horas. Extrajimos membranas de las células como lo habfamos realizado
previamente, sin embargo, por el nimero de células y tamafio de los platos, la cantidad de
proteina fue muy poca, de 61 a 75 Hg. Esas cantidades eran aproximadamente la mitad de la
concentracion de proteina que habfamos empleado en nuestro ensayo previo con membranas

de las células CA-77, y menor que la que empleamos en membranas de cerebro. De cualquier
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manera decidimos realizar el ensayo enzimatico, empleando 61 HPg de proteina para cada uno
de los tratamientos, y monitoreando por 6 horas la actividad enzimatica.

La actividad enzimatica en todos los platos fue baja, lo cual atribuimos a la baja concentracién
de proteina empleada, y a que las células CA-77 presentan poca actividad enzimatica. Cabe
mencionar que en el mismo ensayo enzimatico, empleamos 50 Mg de proteina del control
positivo (membranas de P0), y observamos una cinética enzimatica linear y similar a la
obtenida en otros ensayos en los que se habfa empleado como control positivo (datos no
mostrados).

No pudimos comparar la actividad especifica, pues en ninguno de los tratamientos, la actividad
enzimatica se comporté de manera lineal en los tiempos monitoreados. Sin embargo, si
obsetvamos diferencias entre la cantidad de [3-Naftilamida liberada en cada uno de los tiempos
monitoreados.

Al comparar la cantidad de B-Naftilamida liberada a los 60, 120 y 240 minutos de las células
transfectadas con PPII truncada (Figura 23, con PPII*) respecto a las células no transfectadas
(Figura 23, PPII enddgena), la cantidad de B-Naftilamida siempre fue menor en todos los
tiempos. Para el caso de las células transfectadas con PPII truncada, se observé un cambio en
la cantidad de producto liberado hasta los 360 minutos, sin embargo, dado que no contamos

con datos de las células sin tratamiento para poder compararlo, no se muestran los datos.
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Figura 23. 3-Naftilamida liberada en membranas de células con actividad endégena de PPII (PPII
endogena) y transfectadas con PPII* (con PPII *). Las membranas de células transfectadas con PPII *

liberaron una menor cantidad de B-Naftilamida respecto a las células con actividad enddgena de PPIL
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Contrario a lo esperado, la T3 no estimul6 la actividad enzimatica de la PPII, pues en los
tiempos monitoreados de actividad en las membranas de las células no transfectadas (60, 120 y
240 minutos), la cantidad de B-Naftilamida liberada en las membranas de las células tratadas
con T3 (Figura 24, T3) siempre fue menor que la liberada en las membranas de las células no
transfectadas (Figura 24, PPII end6gena). Para el caso de las membranas de las células tratadas
con T3y transfectadas con PPII* (Figura 24, T3+ PPII truncada), la cantidad de B-Naftilamida
siempre fue menor que en las células tratadas con T3, y mucho menor que en las células no
transfectadas. Ademas, no se observaron cambios en la cantidad de producto liberado antes de

los 360 minutos (Figura 24).
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Figura 24. B-Naftilamida liberada en membranas de células con actividad endégena de PPII (PPII
endogena), tratadas con T3 (con T3), y tratadas con T3 y transfectadas con PPII* (con PPII* + T3). La T3

no estimulo la actividad de la PPII, pues la cantidad de B-Naftilamida liberada en las células tratadas con T3 siempre
fue menor que en las células con actividad endégena de PPIL Las células transfectadas con PPIT* y tratadas con T3

liberaron menos [B-Naftilamida respecto a las membranas de células tratadas con T3 y respecto a las que tenfan
actividad enddgena de PPIL.

Si bien, los datos que habiamos obtenido al evaluar la fluorescencia al miscroscopio, indicaron
que lo observado en las cinéticas era producto de una transfeccion eficiente, querfamos
asegurarnos que las membranas de las células realmente hubieran expresado a la PPII*. Para
ello, realizamos un Western blot empleando un anticuerpo contra la cola de Histidinas del vector

en el que estd clonada la PPIT*;,. Dada la baja cantidad de proteina obtenida, empleamos 6.5

Mg de proteina de las células transfectadas con PPII truncada y 8 Hg de proteina de las células
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tratadas con T3 y transfectadas con PPII* para el SDS-PAGE. Como controles negativos
empleamos membranas de las células no transfectadas y las tratadas con T3. Incubamos con el
anticuerpo y revelamos la fosfatasa alcalina acoplada a este, con NBT y PCIB. Bajo las
condiciones empleadas, no detectamos ninguna banda del peso esperado, y al haber
transcurrido tres horas de revelado, detectamos bandas inespecificas por debajo del peso

esperado, tanto en los controles positivos como negativos (Datos no mostrados).

Decidimos entonces volver a realizar el Western blot empleando otro anticuerpo anti-histidinas.
Lavamos la membrana con solucion s#ipping y TBS-T, e incubamos con el anticuerpo
antihistidinas. Posteriormente, incubamos con un anticuerpo secundario anticonejo-HRP y
revelamos por quimioluminiscencia. Bajo las condiciones empleadas, no detectamos las bandas
esperadas. Al dejar la membrana exponiendo por mas de 24 horas, detectamos las mismas
bandas inespecificas que habfamos detectado revelando por fosfatasa alcalina (Datos no
mostrados). Lo anterior lo atribuimos a la baja concentracién de proteina utilizada, por lo que

es necesario repetir estos experimentos.
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8. DISCUSION

La regulacion de la expresion génica por splicing alternativo juega un papel fundamental durante
el desarrollo de los organismos ;. El hecho de que la actividad enzimitica de la PPII se
encuentre regulada por una dominante negativa que al parecer se origina por sp/icing alternativo,
resulté sumamente interesante al iniciar este estudio, pues antes de ello, se desconocia como se
regulaba la actividad de la PPII durante el desarrollo y sélo resultados 7z vitro obtenidos en
nuestro grupo sugerfan que el papel que desempenaba la PPII* 7z vivo era el de una dominante
negativa ;. Dichos resultados mostraron que la actividad de la PPII disminuye de manera
dependiente de dosis en cotransfecciones de PPII® y PPII*, en donde a mayor relacién
PPII*/PPII hay menor actividad enzimatica. Asimismo, se observé por Western blot en
extractos membranales de células cotransfectadas, la apariciéon de una tercera banda, cuyo peso
es intermedio entre el esperado para homodimeros PPII“PPII® y homodimeros PPII*:PPIT*.
Se sugirié que dicha banda podrfa ser un heterodimero PPII“:PPII*, y se propuso entonces,
que el mecanismo de acciéon de la PPII* es el de actuar como una dominante negativa de la

actividad de la PPII® a través de heterodimerizacién no funcional G0

A través de este estudio hemos demostrado que los mRNAs de la PPII® y PPII* se expresan
durante el desarrollo del SNC desde etapas muy tempranas, mostrandose un paralelismo en la
expresion durante casi toda la ontogenia, y detectandose los niveles de expresion mas altos de
la PPII° en E19, y de ambas isoformas en los estadios postnatales P21, 3M y 5M. En etapas
embrionarias tempranas (E12-E18), la sintesis de ambos mRNAs es baja, y muy paralela.
Aunque los niveles de sintesis bajos coinciden en estas etapas con los niveles de actividad
especifica bajos, es factible suponer que la expresion tan paralela, y por ende, la formacion de
homodimeros (PPII“PPII) y heterodimeros (PPII“PPII*) en niveles similares, sea lo que
determine los niveles bajos de actividad detectados.

En etapas embrionarias mas tardias (E19-E21) y la etapa postnatal PO, es bastante claro que el
balance en la expresiéon de ambos mRNAs determina los niveles de actividad enzimatica.
Puede observarse que a nivel de mRNAs, estas son las unicas etapas en las que se ve una
tendencia de los mRNAs a presentarse en diferentes niveles, siendo mas altos los niveles de
PPII“ respecto a los de PPII*, particularmente en PO, en donde se observa el mayor
desfasamiento entre el nivel de PPII® respecto al de PPII*. La relacion PPII“/PPII* también

tiende a ser muy alta en estos estadios, mostrando en PO la relacion mas alta de todos los
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estadios considerados en este estudio. Al observar la relacién PPII*/PPII, puede observarse
que ésta tiende a decrecer desde E19 hacia PO, presentando en PO la relacion mas baja de toda
la ontogenia. De manera sumamente interesante, los cambios que vemos a nivel de mRNAs, y
mas aun, los cambios en la relacion PPII“/PPII*, y PPII*/PPII, coinciden con cambios a
nivel de actividad especifica detectados. Es decir, cuando los niveles de sintesis de la PPII®
empiezan a ser mas altos que los de la PPII*, es cuando se observa un aumento notable en la
actividad especifica (E19), y es en PO, en donde los niveles de actividad resultan ser de los mas
altos de toda la ontogenia, cuando la sintesis de PPII“ muestra las mayores diferencias respecto
a los de PPIT*.

Posiblemente, los altos niveles de expresion de la PPII en E19, contribuyan de manera
importante al aumento en la relacion PPII“/PPII* que se va a observando hacia PO,
favoreciendo la formaciéon de homodimeros PPII“/PPII¢ mis que de heterodimeros
PPII“/PPII* u homodimeros PPII*:PPII*.

Por otro lado, contrario a lo esperado, la etapa P7, en la que los niveles de actividad fueron de
los mas altos, mostro la relacion de expresion PPII“/PPII* mas baja. Ello puede indicar o bien
que la PPII* tiene una funcién diferente en esta etapa del desarrollo, quiza distinto al de una
dominante negativa de la PPII%; o bien, que los altos niveles de actividad detectados en la etapa
P7 sean un reflejo de la alta sintesis de PPII® en etapas anteriores que hubieran favorecido la
formacién de homodimeros PPII“PPII, y que miés bien, la alta sintesis de PPII* que ocurre
en esa etapa contrarreste la gran cantidad de homodimeros que anteceden a P7, y ello
conduzca a la disminucién gradual de la actividad enzimatica que se observa desde P14 hacia la
etapa adulta. En las etapas P14 a 5M, la expresion de ambos mRNAs vuelve a ser muy
paralela, y las relaciones PPII/PPII*, y PPII*/PPII® tienden a volverse muy cercanas a 1,
coincidiendo con la disminucién gradual en la actividad enzimatica que se observa hacia la
etapa adulta. Los datos encontrados en la etapa postnatal apuntan a que es el balance en la
expresion de ambas isoformas lo que determina los niveles de actividad enzimatica, ya que la
sintesis de ambos mRNAs tiende a aumentar, siendo significativamente alta en los estadios
P21, 3M y 5M.

Probablemente, en estas etapas haya una formacién de homodimeros PPII“PPII“ muy similar
a la de heterodimeros PPII“:PPII*, sin embargo, el porque de esa sintesis tan alta de mRNAs,
si el alcanzar ese balance en la expresion no requiere de niveles de sintesis tan altos (como

sucede en E17-E18), lo desconocemos. Sin embargo, es importante mencionar que debido a la
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limitante de no contar con anticuerpos especificos para la PPII“ o PPIT*, desconocemos si la
cantidad de proteina que se esta sintetizando refleja los niveles de mRNAs en esta etapa, lo
cual hace especulable que solo una fraccion de mRINA se este traduciendo. Lo anterior, en base
a que durante el desarrollo del SNC, los mecanismos de regulacion cambian, y se conocen
genes, cuyos mRNAs presentan una establidad diferente de acuerdo a la etapa de desarrollo.
Tal es el caso del mRNA de bicoid de Xenopus, cuya estabilidad se regula en base a sefiales que
se dan durante el desarrollo 5, o de hsp83 de Drosogphila melanogater, el cual presenta secuencias
en el 3’'UTR, que lo hacen inestables dependiendo de la etapa de desarrollo . Sin embargo,
los niveles de sintesis de mRNA tan altos que encontramos en la etapa adulta, nos hacen
suponer que la no traducciéon del mRNA o su degradacién no serfa lo mas factible, ya que
usualmente los mRNAs que no se traducen y que son sujetos a degradacion se transcriben en
niveles bajos ;, lo cual no es el caso de ninguno de los dos mRNAs de la PPII en la etapa
adulta.

Una posibilidad, es que lo que este sucediendo en el contexto celular de la etapa adulta, sea
que las dos isoformas de mRNA, ademas de traducirse en proteinas con la capacidad de regular
los niveles de TRH, también tengan una funcion distinta. Existen casos en donde se ha
sugerido que una misma isoforma de mRNA puede traducirse en una proteina con funcion
distinta en etapas tempranas del desarrollo respecto a la que presenta en etapas mas tardias.
Tal es el caso de la isoforma O del mRNA del gen neurexin 111 de Xenopus laevis, la cual se
expresa tanto en el ovocito como en etapas embrionarias en donde inicia la sinaptogénesis (o,
Ya que la funcién caracterizada de las neurexinas es la de guiar a las neuronas en el
establecimiento de sinapsis, el hecho de que se exprese también en el ovocito, cuando no hay
un embrién aun, ha conducido a proponer que las neurexinas pueden tener en este contexto
un papel adicional al que juegan durante la sinaptogénesis (5. Para el caso de la PPII, nos
apoyamos ademas en que se ha sugerido que las aminopeptidasas de la familia M1 (a la que
pertenece la PPII) desempenian un papel distinto al de degradar péptidos 5, y como un
ejemplo de ello, esta el de la Aminopeptidasa Sensitiva a Puromicina, la cual tiene un papel

fundamental durante la meiosis de Arabidopsis thaliana .
Por otra parte, también es factible suponer que dada la complejidad en el SNC adulto, existen

otras sefiales, ademas de la expresién de la PPII* que regulan la actividad de la PPII®. Una de

esas sefales podria ser la expresion diferencial de isoformas de mRNA de la PPII en etapas
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embrionarias y adultas, como sucede en genes como laf4 ), nenrexin-I, I1'y Il 5y dnos 5. Para
el caso de la PPII, se ha demostrado por ensayos de Northern blot que existen diferentes
isoformas de mRNA, que se expresan en el cerebro de ratas adultas (. Si bien, desconocemos
s{ esas isoformas se expresan en etapas embrionarias o postnatales tempranas (e.g. PO-P14), el
hecho de que se expresen en niveles altos en la etapa adulta, hace suponer que es factible que
tengan un papel importante en la regulacién de la actividad de la PPIL. En base a lo anterior,
suponemos que alguna(s) de estas isoformas pudiera reemplazar a la PPII* funcionando como
dominantes negativas de la actividad hidrolitica de la PPII, o bien, que algunas de estas

también puedan formar dimeros funcionales que sean capaces de degradar al TRH.

A pesar de que los datos que encontramos durante el desarrollo del SNC apuntan a que la
PPII* funciona como una dominante negativa de la PPII, requerfamos de un experimento
contundente en el que pudiéramos demostrarlo. Si bien, previamente en nuestro grupo, se
habfa demostrado que la PPII* funciona como una dominante negativa en células
cotransfectadas con PPII® y PPII* que no expresan enddgenamente actividad de PPII G0y
decidimos realizar un experimento en un modelo que expresara de manera endégena a la PPIL
Dicho modelo resulté ser la linea celular CA-77, la cual, ademas de expresar de manera
endégena al TRH (el sustrato de la PPII),,, expresa a los mRNAs de la PPII® y la PPII*, y
actividad de PPIL

Los datos obtenidos en las células CA-77, si bien, son aun muy preeliminares pues fueron
experimentos que solo realizamos una vez, sugieren que la PPII* puede estar funcionando
como una dominante negativa de la PPII%, ya que en membranas de células que transfectamos
con el vector de expresion para PPII*, los niveles de producto liberado (B-Naftilamida)
durante el ensayo enzimatico siempre fueron menores que en las membranas de las células no
transfectadas.

Por otro lado, querfamos saber si la PPII* funcionaba como dominante negativa en
condiciones en donde estuviera estimulada la actividad de la PPII“. Una primera aproximacién
para inducir la actividad de la PPII", fue incubar a las células en presencia de T3. Esto en base
a que previamente se habfa demostrado que la actividad de la PPII se vefa estimulada en
cultivos primarios de adenohipofisis 5 y en extractos membranales de adenohipdfisis de ratas
a las que se les habia inyectado T3 ;. Dado que el origen de la T3 es la glandula tiroides, y que

la linea celular CA-77 proviene de un carcinoma de tiroides (,,, supusimos que en este
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contexto, podriamos estimular la actividad de la PPII con T3. Sin embargo, no resulto asi, y
contrario a lo esperado, la incubacién con T3 reprimié la actividad de la PPII, mostrando
durante el ensayo enzimético, niveles del producto liberado (B-Naftilamida) menores que en
las membranas de las células no transfectadas.

Ya que la T3 a través de su receptor, es un factor transcripcional que estimula o reprime la
transcripcion de genes dependiendo del contexto celular, y en contextos como el de la
adenohipofisis estimula los niveles de mRNA y actividad enzimatica de la PPILs, 5;, el hecho
de no haber encontrado ese efecto en las células CA-77, quiza se deba a que estas provienen de
un carcinoma de glandula tiroides con un contexto celular muy distinto al de la adenohipéfisis.

A pesar de no haber estimulado la actividad de la PPII con T3, las membranas de células

transfectadas con PPII* y tratadas con T3 mostraron una liberacion de [B-Naftilamida mas
baja que las células solo tratadas con T3. Cabe resaltar que el efecto inhibitorio no es tan
notorio, como cuando se compara el producto liberado en las membranas de células sélo
tratadas con T3 respecto al de células que presentan actividad endégena de PPIIL Ello sugiere

que PPII* ejerce un efecto sinérgico con la T3, disminuyendo atin mas la actividad de la PPIIL.

Si bien, a través del analisis microscopico de las células transfectadas con GFP, observamos
una transfecciéon muy eficiente (84%), querfamos asegurarnos que la proteina PPII* se hubiera
expresado. De la manera en que previamente se habia realizado en nuestro grupo ), aunque
con una cantidad menor de proteina, realizamos un Western blot empleando un anticuerpo
contra la cola de Histidinas del vector en que esta clonada la PPII*. Si bien, no detectamos la
sefial esperada con ninguno de los dos anticuerpos anti histidinas que empleamos, lo
atribuimos a la baja cantidad de proteina empleada, y no a que las células no se hubieran
transfectado de manera eficiente (por la eficiencia en la transfecciéon que habfamos observado

en el mismo ensayo en las células transfectadas con el vector p-IRES-GFP).

A pesar de ser muy preeliminares, los resultados obtenidos en las cinéticas enzimaticas de las
células CA-77 apuntan a que la PPII* ejerce un efecto inhibitorio sobre la actividad enzimatica
de la PPII, ya que tanto en las células transfectadas con PPII* como en las estimuladas con T3
y transfectadas con PPII*, siempre se obsetvé una liberacién menor de [3-Naftilamida respecto

alas células no transfectadas y a las tratadas con T3, respectivamente.

61



Resultarfa interesante saber si la PPII* funciona como una dominante negativa en un contexto
en el que se encuentre estimulada la actividad de la PPIL. Una primera aproximacion podtia ser
evaluar los niveles de actividad en células tratadas con diferentes factores tréficos. Lo anterior
parte de los resultados que obtuvimos al evaluar la expresion de los mRNAs de la PPII® y
PPII* en RNA obtenido a partir células que habfan sido mantenidas 1 DIV y 4 DIV. Dichos
resultados sugieren que los niveles de expresion de los mRNAs de la PPIT* y PPII se regulan
en funcién de la concentracion de factores de crecimiento, puesto que los niveles de expresion
de los dos mRNAs son menores en las células mantenidas 4 DIV respecto a las que se
mantuvieron solo 1 DIV. Ya que los factores de crecimiento son senales que regulan el splicing
a través de regular la actividad de proteinas del spliceosome (5,5, resulta factible suponer que los
tipos de factores troficos y los niveles de expresion de estos pudieran regular el splicing de la

PPII durante el desarrollo.

Por otro lado, el saber si la expresion de las otras isoformas de mRNA de la PPII se regula
durante el desarrollo, si estas isoformas pueden traducirse en proteina, y el papel que
desempefian durante el desarrollo del SNC, resultarfa de suma importancia para elucidar el
mecanismo por el que se regula la actividad de la PPII durante el desarrollo, y proponer algin
mecanismo a través del cual se regule la actividad de otras moléculas ;5 5 5, cuya expresion se
ve regulada por splicing alternativo.

Aunado a lo anterior, es evidente que elucidar las sefiales que regulan el splicing en el gen de la
PPII nos aportarfa conocimiento sobre las funciones adicionales, a la de degradar al TRH, que

la PPII pudiera tener durante el desarrollo del SNC.
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9. CONCLUSIONES

X/
°e

X/
°e

X/
°

Los mRNAs de la PPII“ y PPII* se regulan durante el desarrollo del SNC, mostrando
aumentos significativos en los estadfos E19 (PPII) y P21,3M Y 5M (PPII® y PPII¥)

La actividad enzimatica de la PPII se regula durante el desarrollo del SNC, mostrando

los niveles mas altos en PO y P7

Los niveles de actividad enzimatica mas bajos se detectan cuando los niveles de
expresion de PPII®y PPII* son muy similares, y se observan aumentos en la actividad
justo cuando los niveles de expresion de PPII® tienden a ser mayores que los de la

PPII*.

En conjunto, nuestros resultados apuntan a que la PPII* funciona 7z vivo como una
dominante negativa de la PPII, y que el balance en la expresién de las dos isoformas

determina los niveles de actividad de la PPII durante el desarrollo del SNC de la rata.
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10. PERSPECTIVAS

X/
L X4

Determinar por un método cuantitativo, como una PCR en tiempo real o un Northern
blot, los niveles de expresion de los mRNAs de la PPII® y PPII* en los estadios E14,
E15, E19, PO, P7,3M y 5M

Repetir el experimento de sobreexpresion de la PPII* y tratamiento con T3 en las
células CA-77, empleando un mayor numero de células. Asimismo, probar los mismos
tratamientos en la linea de neuroblastoma humano SK-N-MC, la cual expresa a los

mRNAs PPII® y PPII* , , y actividad de PPII .

Determinar si los factores tréficos regulan el splicing del pre-mRNA de la PPII en la
linea celular  CA-77, realizando wun experimento en donde se empleen
concentraciones distintas de FBS y se determinen los niveles de mRNAs de la PPII® y

PPII* por RT-PCR.
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11. APENDICE

Buffer fosfatos (50 mM, pH 7.5)

Para preparar 1 L:

40 ml de Fosfato de sodio monobasico 0.2 M
210 ml de Fosfato de sodio dibasico 0.2 M

Aforar a 1L con agua estéril
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