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1 RESUMEN

Introduccion: La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad autoinmune, crénica y progresiva
del sistema nervioso central que cursa con la aparicién de lesiones inflamatorias, cuya principal
caracteristica es la pérdida de mielina. Las personas con EM sufren la pérdida de las funciones
nerviosas, causando discapacidad y dependencia familiar progresiva. Algunos inhibidores de
fosfodiesterasas actian como agentes anti-inflamatorios en modelos experimentales
de encefalomielitis autoinmune experimental, reduciendo la progresion de la enfermedad,
aunque se desconoce su efecto sobre la reparacion de la mielina. Objetivo: Analizar si los
inhibidores de enzimas fosfodiesterasas BAY 73-6691 y Sildenafil promueven la sintesis de
mielina en células oligodendrogliales de rata. Métodos: A partir de ratas neonatas obtuvimos un
cultivo primario de células precursoras de oligodendrocitos, las cuales fueron tratadas con BAY
73-6691 y Sildenafil. Evaluamos el efecto de BAY 73-6691 y Sildenafil sobre la expresion de
genes de mielina y de genes reguladores por PCR en tiempo real, asi como la expresion de
proteinas de mielina por inmunofluerecencia indirecta. Resultados: BAY 73-6691 y Sildenafil
inhibieron la expresion de genes de mielina, ademas de la expresién de proteinas de mielina. Sin
embargo, el efecto inhibitorio de BAY 73-6691 es transitorio, posiblemente por la supresion de
genes reguladores negativos.Conclusion: Identificamos dos farmacos inhibidores de

fosfodiesterasas, BAY 73-6691 y Sildenafil, que inhiben la sintesis de mielina.




FES ZARAGOZA

2 MARCO TEORICO

2.1 Sistema Nervioso

El sistema nervioso (SN) es un conjunto de estructuras especializadas (encéfalo, médula espinal y
nervios) que tienen como funcién controlar y regular el funcionamiento de los 6rganos y
sistemas; asi como, la relacién del organismo con el medio externo con la que elabora diferentes
respuestas biolégicas [1,2,3]. El sistema nervioso se divide en dos grandes subsistemas en
sistema nervioso periférico (SNP) y en sistema nervioso central (SNC). El SNP se compone de
nervios que conectan el encéfalo y la médula espinal con estructuras periféricas. Estos nervios
inervan el musculo (esquelético, cardiaco, liso), epitelios glandulares y contienen una gran
variedad de fibras sensitivas. EI SNC, constituido por siete partes basicas:

1. Médula espinal, se aloja en el interior del conducto vertebral y contintia rostralmente con el
bulbo raquideo del encéfalo. La médula espinal ocupa los dos tercios superiores del conducto
vertebral y presenta 31 pares de nervios espinales (8 cervicales, 12 toracicos, 5 lumbares, 5
sacros y 1 coccigeo) unidos a través de las raices anteriores y posteriores de los nervios
espinales. La medula espinal es el principal enlace entre el SNP y el encéfalo, transmite la
informacion sensitiva procedente de las paredes del tronco, de las extremidades, de las
visceras y distribuye impulsos motores a dichas areas. Los impulsos entran y salen de la
médula espinal a través de 31 pares de nervios raquideos.

2. Médula oblonga o bulbo raquideo, estd constituido por neuronas que desarrollan
funciones propias del bulbo (transmicion de impulsos de la medula espinal al encéfalo) y por
tractos ascendentes (generalmente sensitivos) y descendentes (generalmente motores) que

pasan a través del bulbo en su trayecto desde o hacia la médula espinal.
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Protuberancia, al igual que el bulbo raquideo, la protuberancia contiene muchos somas
neuronales, algunos de los cuales se organizan en nucleos de los nervios craneales, y esta
atravesado por vias ascendentes y descendentes.

Cerebelo, esta formado por dos hemisferios, los hemisferios estan profundamente surcados
y estan unidos por el vermis. El cerebelo esta conectado con diversas regiones del SNC y se
considera parte del sistema motor, coordina la actividad de grupos musculares individuales
para producir movimientos voluntarios finos y sinérgicos.

Mesencéfalo, conecta el diencéfalo con el rombencéfalo. Los centros mesencefalicos
participan en las vias visuales y auditivas reflejas, en la funcién motora, en la transmision del
dolor y en funciones viscerales.

Diencéfalo, los componentes mas grandes del diencéfalo son el tdlamo y el hipotalamo. Por
el talamo, con excepcién de la olfacciéon, toda la informaciéon sensitiva que termina
alcanzando el cértex cerebral debe pasar por él. Por tanto, una de sus funciones es recibir
informacion sensitiva de diferentes tipos y distribuirla hacia aquellas regiones especificas del
cortex cerebral especializadas en su decodificacion. El hipotadlamo participa en la conducta
sexual, en la alimentacion, en la secrecién de los factores de liberacion que actiian en la
hipofisis, en la regulacion de la temperatura corporal y en una amplia variedad de funciones
vegetativas. A través de sus conexiones descendentes, el hipotdlamo actiia sobre los centros
vegetativos del tronco del encéfalo y de 1a médula espinal.

Hemisferios cerebrales, corresponden a las porciones de mayor tamafio y mas visibles del
encéfalo humano. Cada hemisferio consta de tres subdivisiones principales. En primer lugar,
el cortex cerebral, una capa de somas neuronales de unos 0,5 cm de espesor que cubre toda

la superficie del hemisferio. Esta capa de células se repliega formando elevaciones
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denominadas circunvoluciones o giros, separadas por pliegues denominados surcos. El

segundo componente importante del hemisferio es la sustancia blanca subcortical,

compuesta por los axones mielinizados que conducen la informacién de entrada o de salida

del cortex cerebral. El tercer componente fundamental del hemisferio es un grupo destacado

de somas neuronales denominado colectivamente nucleos o ganglios basales. Estos

importantes centros del prosencéfalo estdn implicados en funciones motoras (Fig. 1). La

médula, la protuberancia y el mesencéfalo se denominan colectivamente como el tronco

cerebral, los hemisferios cerebrales y el diencéfalo se denominan como el cerebro anterior.

Debido a su localizacion en el interior del craneo y espina dorsal, estas estructuras son las

mas protegidas del cuerpo [4,5,6].

B)
Cerebro —

Diencéfalo /

Mesencéfalo

Protuberancia
Cerebelo

Medula 'f_}l 3
Nervios %
cervicales Medula espinal —=7 E‘\

Ampliacion cervical

1: Raiz ventral

2: Materia gris

3: Materia Blanca

4: Cadena simpdtica

3: Ganglio dela cadena simpatica
6: Ganglio dela raiz dorsal

7: Capas de dura madre

8: Vertebra

9: Nervio espinal

10: Raiz dorsal

Nervios
toracicos

Ampliacion lumbar

Nervios
lumbares

Cola caudal

Nervios
sacros

Nervio
coccigeo

Figura 1. Las subdivisiones
y los componentes del
sistema nervioso central.

(A) Vista lateral que indica
los siete componentes
principales del sistema
nervioso central. (B) Vista
ventral que indica la apariciéon
de los nervios segmentarios y
las ampliaciones cervical y
lumbar. (C) Diagrama de
varios segmentos de la
médula espinal, que muestra
la relacion de la médula
espinal con el canal dseo en el
que se encuentra [4].
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2.2 Las neuronas

El SN esta constituido por un dnico tipo de tejido, el tejido nervioso y éste presenta a su vez dos
tipos celulares, las neuronas y las células gliales. Las neuronas, como elementos celulares
estructurales y funcionales del SN, son las células excitables cuya funcién es captar y transmitir
los impulsos nerviosos o comunicarse quimicamente mediante sinapsis e influir en otras
neuronas o tejidos efectores. Una neurona tipica puede identificarse morfolégicamente en 4
regiones: a) el cuerpo celular, también llamado soma o pericarion; b) las dendritas; c) el ax6n; y
d) las terminales axdnicas o sindpticas (Fig. 2). El soma constituye el centro funcional y
metabdlico de la neurona, contiene organelos como el nucleo, aglomeraciones de reticulo
endopldsmico rugoso denominadas cuerpos de Nissl, asi como complejos de Golgi, ribosomas
libres, mitocondrias y el reticulo endoplasmico liso. En conjunto, los somas constituyen la
sustancia gris del SNC, y los grupos de somas neuronales que tienden a compartir funciones
especificas en el SNC se denominan nucleos. Las dendritas son prolongaciones que se ramifican
cerca del cuerpo celular cuya funcion es ser la zona receptora principal de la neurona, mientras
que otra prolongacién llamada axén, Unica y mas larga, conduce los impulsos a destinos mas
alejados. La sustancia blanca del SNC esta formada por haces de axones envueltos en una vaina
aislante de lipoproteina denominada mielina [5,6,7]. El ax6n finaliza con estructuras
especializadas llamadas terminales axdnicas o sinapsis o, en caso de inervar musculos, placas

motoras terminales (uniéon neuromuscular) que funciona de manera similar a la sinapsis [5].
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Pericarion

____Neurofibrillas

__ Asta anterior
-

Motoneurona

Raiz del nervio anterior

Rama colateral recurrente

Dendrita___

Nucleo

Cuerpos
de Nissl

Oligodendrocito

Zona de transicion —

Células de SchwannV

Figura 2. Esquema de motoneurona en el asta anterior de la médula espinal.

(A) Esquema de una motoneurona en el asta anterior de la médula espinal. (B) Imagen

aumentada de A. (C) Tras la tincién con sales argénticas, se aprecian las neurofibrillas

(neurofilamentos en ovillo). (D) Tras una tincién catiénica, como la tionina, se aprecian los

cuerpos de Nissl [7].

La sinapsis son los puntos de contacto entre neuronas, existen tres tipos de sinapsis:

1. Sinapsis eléctrica.- Consisten en uniones comunicantes entre dendritas o somas de

neuronas contiguas, donde existe una continuidad citoplasmica a través de canales de 1,5-

nm, la hendidura sinaptica es muy estrecha (de unos 3.5 nm) y hay aposicién de

membranas (uniones estrechas o gab-junctions), lo cual permite que la despolarizacion o

hiperpolarizacién de una neurona provoque la despolarizacion o hiperpolarizacién de la

6
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otra neurona. No participan transmisores ni hay retardo sinaptico. Permiten que los
cambios electroténicos pasen de una neurona a otra. Al estar estrechamente acopladas,
no hay modulacién posible. Su funcién es la de asegurar la actividad sincrénica de las
neuronas que presentan una accion comun. Un ejemplo son los circuitos neuronales que
controlan las sacudidas oculares, en donde la mirada pasa rapidamente de un objeto de
interés a otro.

Sinapsis quimicas.- Consta de una membrana presinaptica, una hendidura sinaptica y una
membrana postsindptica. La membrana presinaptica pertenece al boton terminal, y la
membrana postsindptica pertenece a la neurona diana. El mensaje es transmitido por una
sustancia neurotransmisora liberada por el botén mediante exocitosis, atraviesa la
estrecha hendidura sindptica y activa los receptores en la membrana postsinaptica. La
hendidura sinaptica puede ser de unos 20 nm o mas amplia, en la sinapsis quimica, el
mensaje es unidireccional y cuando se trata de sinapsis por liberaciéon exocitotica,
presentan un retardo. Este retardo sinaptico esta dado por el proceso de liberacién del
neurotransmisor y por el pasaje del neurotransmisor por la hendidura sinaptica, su
duracion es de unos 0.5 mseg. Subyacente a la membrana postsinaptica se encuentra la
red subsindptica; en ésta la activacién del receptor desencadena numerosos cambios
bioquimicos (Fig. 3) [6,7].

Sinapsis mixta.- Se denominan sinapsis mixtas, a ciertas sinapsis en las que se presenta
una sinapsis quimica y una sinapsis eléctrica juntas. Permite a la neurona tener una via de
comunicacién rapida (sinapsis eléctrica) y otra relativamente lenta pero de accién
prolongada en el tiempo (sinapsis quimica). Las sefales son unidireccionales y son

excitatorias o inhibitorias.[7].
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Microtlbulo — :
— Neuroglia

Reticulo endoplasmico liso —4

Axon ——

Mitocondria en el botén — Vesicula sinaptica

terminal

Proyeccion presinaptica
densa

Zona activa

] — Mitocondria
Hendidura sinaptica ——

Red subsinaptica —

Dendrita —

Figura 3. Ultraestructura de una sinapsis axodendritica [6].

Las neuronas se clasifican en el nimero de procesos o prolongaciones originados en el cuerpo
neural en unipolares, bipolares y multipolares. Las neuronas unipolares, presentan un unico
proceso que da origen a varias ramas. En los mamiferos, la neurona sensorial primaria de los
ganglios de las raices dorsales es una variante de una neurona unipolar. Las neuronas bipolares
son de soma ovoide y presentan dos procesos, periférico (funcidon dendritica) y central (axonal).
Las neuronas bipolares de la retina son un ejemplo de esta clase. Las neuronas multipolares son
el tipo predominante en el SNC de los mamiferos. Presentan arborizaciones dendriticas y un solo
axon. Por ejemplo las neuronas piramidales de la corteza cerebral, las motoneuronas espinales y
las células de Purkinje del cerebelo (Fig. 4). Otra clasificacion es de acuerdo a la longitud del
axén. Neuronas de axon largo o de tipo Golgi I, que participan en la trasferencia de
informacion en procesos cerebrales y Neuronas de axén corto o de tipo Golgi II, que cumplen

la funcién de interneuronas en circuitos locales [7].
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Motoneurona

Neurona
piramidal
Espinas

dendriticas

Celulade
Purkinje [

Célula l
granular Neurona
o) doia

% raiz dorsal

Figura 4. Tipos de neuronas. Clasificacion de neuronas segtin los procesos originados [7].

Neurona
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De esta manera se enuncia la siguiente regla elemental de formacion de circuitos neuronales del
SNC: “dos neuronas y tres circuitos”. Es decir, dos tipos neuronales (Golgi I y Golgi II) generan
tres circuitos: Circuito local, formado por interneuronas; Circuito de proyeccién, comunican
circuitos locales lejanos entre si y Circuito “en telarafia”, que dan la base para que

modificaciones locales y aisladas se transformen en estados globales del SNC [5,7].

2.3 Células Gliales

La existencia de las células gliales o glia fue descrita por primera vez en 1856, por Rudolph
Virchow reconocié la presencia de un componente intersticial o tejido conjuntivo en el sistema
nervioso envolviendo los componentes nerviosos y que denomind Nervenkitt o neuroglia. Las
células gliales, son células que controlan el entorno del SN en el que funcionan las neuronas y
superan en nimero a las neuronas en una proporcion de aproximadamente 5:1 [5,7,8,9]. Las
células gliales desempefian funciones importantes en procesos de proliferacién y regeneracion

neuronal, asi como constituyen el tejido de sostén y revestimiento de las neuronas. En el SNC se
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encuentran cuatro tipos de células de la neuroglia: células ependimarias, astrocitos,

oligodendrocitos (de origen ectodérmico) y microglia (de origen mesodérmico) (Fig. 5) [5,7,10].

MICROGLIA

ASTROCITOS

OLIGODENDROCITOS -

~ EPENDIMOCITOS

Figura 5. Tipos de células de la neuroglia [7].

Las células ependimarias, revisten las cavidades del encéfalo y el conducto central de la medula
espinal. Forma una capa unica de células cubicas o cilindricas y poseen microvellosidades o cilios.
Los cilios a menudo son moviles y sus movimientos contribuyen al flujo del liquido
cefalorraquideo [11]. Los astrocitos, son las células no neuronales mayoritarias del sistema
nervioso central. Sus funciones son muy diversas; construyen la microarquitectura del
parénquima cerebral dividiendo la materia gris en unidades estructurales relativamente
independientes, mantienen la homeostasis cerebral, almacenan y distribuyen sustratos

energéticos, controlan el desarrollo de células neurales, la sinaptogénesis y el mantenimiento
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sinaptico [12,13,14]. La microglia, son células pequefias con capacidad fagocitaria que eliminan
los restos de tejido de células dafiadas; ademads las células de la microglia proporcionan la
defensa contra microorganismos invasores, organiza la protecciéon y restauracién de la
homeostasis del tejido, libera maultiples factores y compuestos pro-inflamatorios con efectos

inmunorreguladores [15].

2.4 Oligodendrocitos

Los oligodendrocitos son células gliales que interaccionan con el soma y el axén de las neuronas
del SNC, en el adulto se distribuyen de manera homogénea por todo el SNC principalmente en la
sustancia blanca, desempefiando una funcién critica en el cerebro y en la médula espinal
mediante la sintesis de vainas de mielina que envuelven los axones proporcionando el
aislamiento eléctrico necesario para maximizar la velocidad de conduccién; pero también en la
sustancia gris, donde forman las células satélite que parecen participar en el intercambio i6nico
con las neuronas. La importancia de los oligodendrocitos y de la mielina se hace evidente en
enfermedades tales como la esclerosis multiple (siglas en espafiol, EM) en el que las lesiones
desmielinizadas resultan en déficits fisicos y cognitivos [6,16,17,18]. La mayor parte del
conocimiento sobre la biologia de los oligodendrocitos se deriva de estudios en modelos
animales murinos, estos estudios llevaron a la identificacion de principios importantes del
desarrollo de oligodendrocitos y formacion de la mielina [19]. Los oligodendrocitos son las
ultimas células que se generardn después de las neuronas y astrocitos durante el desarrollo
embrionario. Los oligodendrocitos se originan a partir de células mitdticas precursoras de
oligodendrocitos (CPO) y se diferencian en células progenitoras que progresivamente maduran
en células productoras de mielina. Las CPO generadas durante el desarrollo embrionario en areas

restringidas del SNC tienen una alta capacidad de migracién poblando el cerebro y la médula
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espinal para generar oligodendrocitos que mielinizan todo el SNC durante la vida postnatal. Una
pequeiia fraccion de las CPO generadas durante el desarrollo embrionario se mantienen como
células inmaduras con una lenta proliferaciéon o en estado quiescente en el SNC adulto, estas CPO
estdn presentes en todas las estructuras del cerebro y representan 2-9% de la poblacién de
células del SNC [20]. En la médula espinal, la mayoria de los oligodendrocitos se derivan de un
dominio especializado de la zona ventricular ventral que primero da lugar a los precursores de
las neuronas motoras, y luego a las CPO. A partir de ahi, las CPO migran a lo largo de la médula
espinal y, finalmente, se diferencian en oligodendrocitos formadoras de mielina. Posteriormente,
una fuente adicional de CPO surge en la médula espinal dorsal, que contribuyen con 10-15% de la
poblacién de oligodendrocitos final en la médula espinal. En el cerebro anterior en desarrollo,
varias olas de la producciéon de CPO migran generando toda la poblacién de oligodendrocitos. En
ratones la primera ola de produccién de CPO se origina en la eminencia ganglionar, la segunda y
tercera ola de CPO emanan de la eminencia lateral y caudal ganglionar, finalmente de la corteza
después del nacimiento, que respectivamente, dan lugar a la mayoria de oligodendrocitos adultos
en ratones [16,18,19,20]. Una vez en su destino final, los oligodendrocitos maduran en respuesta
a una combinacién de factores de crecimiento, hormonas, neurotransmisores y proteinas de la
matriz extra celular, adquiriendo su tipico perfil bioquimico con la expresiéon de proteinas de
mielina que incluyen a la proteina basica de mielina (MBP), proteina proteolipidica (PLP), 23*-
nucleoétido ciclico 3‘-fosfodiesterasa (CNPasa), glicoproteina de la mielina del oligodendrocito
(MOQG) y glicoproteina asociada a la mielina (MAG); asi como morfologia, que comienza a cubrir al
axon de las neuronas formando vainas de mielina [21,22,23]. Las sucesivas fases de
diferenciacién y maduraciéon de las CPO se caracterizan por cambios morfolégicos (aumento

progresivo del nimero de ramificaciones) donde la mayor capacidad de movimiento de las
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células oligodendrogliales se limita a las etapas en las que la morfologia celular es menos

ramificada y por la expresion de diferentes marcadores inmunocitoquimicos (Fig. 6) [16].

Nestina
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PDGFRa
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Figura 6. Distintas etapas del linaje oligodendroglial.
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Durante las primeras etapas, las células conservan cierta capacidad proliferativa (indicada con flechas). La
mayor capacidad de movimiento de las células oligodendrogliales se limita, casi exclusivamente, a las
etapas en las que la morfologia celular es menos ramificada [11].
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La especificacion, migracion, proliferacion y diferenciacion de oligodendrocitos maduros esta
regulada por la interaccion de factores intrinsecos y extrinsecos que participan en la generacién
de CPO y mielinizacién. Factores de crecimiento como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF); asi como, vias de sefializacion
Shh, Fyn, FAK, MAPK/ERK, AMPc/GMPc, PI3K/Akt/mTor, Wnt y Notch, son escenciales en la
mielinizacién [24,25,26,27].

La especificacion de las células del linaje de los oligodendrocitos en la médula espinal ventral y
en el telencéfalo son dependiente de Shh, mientras que el surgimiento posterior de CPO de origen
dorsal es independiente de Shh pero dependiente de FGF2. Dos clases de familias de
transcripcion, las proteinas bHLH, Oligl y Olig2, y NKX2.2, son dependientes de la concentracién
de Shh para controlar el origen de la neurona frente al destino de la glia. Se requiere Olig2 para la
produccién de neuronas motoras y de CPO, pero especificamente para CPO se requiere tanto
Oligl y Olig2. En las primeras etapas, los factores de transcripcion bHLH Neurogenina-1 y
Neurogenina-2 promueven la produccién de la neurona motora Olig2 dependiente y preveniene
la produccion de CPO. En etapas posteriores, la reducciéon de Neurogenina-1, Neurogenina-2 y
factores gliogénicos, como Sox9 y Notch, regulan la funcidon Olig2 para producir glia en lugar de
las neuronas. Ademas de la especificacion de CPO y la proliferaciéon, Shh también regula la
migracion de los CPO a través del receptor LRP-2. Del mismo modo, al mantener PDGFR en los
CPO, Sox10 y Sox9 promueven la migracion. Las CPO también dependen de multiples
componentes de la matriz extracelular (ECM), incluyendo tenascin-C, la cual inhibe la migracion,
mientras que la fibronectina y la laminina merosina la promueven. La migracién de CPO
depende de la reorganizacién del citoesqueleto de actina, y moduladores de la polimerizacién de

actina en oligodendrocitos incluyen la familia Src receptor de la tirosina cinasa Fyn, un regulador
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clave de la diferenciacidon de oligodendrocitos y mielinizacion. PDGF estimula la migracion de

CPO a través de la activacidn de Fyn cinasa, también las CPO expresan una gama de receptores de

neurotransmisores, que incluyen al glutamato, GABA,

producto de degradacidn de adenosina (Fig. 7) [24,28].

receptores muscarinicos, y ATP y su

Células progenitoras
intermedias
oligodendrogliales
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\: t/ ;
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Diferenciacién
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Figura 7. Sefializacion Axdn-oligodendrocitos.

Los oligodendrocitos expresan un ndmero de receptores de neurotransmisores que median

interacciones axdn-glial, durante la diferenciacion y la

mielinizacion. El glutamato y ATP,

junto con su producto de degradacion de adenosina, estimulan la migracién de CPO. El

glutamato también inhibe la proliferacion y la diferenciaciéon. El ATP estimula a los

astrocitos para liberar el factor inhibidor de la leucemia (LIF), que estimula la

diferenciacion. La proliferacion y diferenciacién de CPO también se alteran por GABA y

dopamina, que son inhibitorios; asi como ACh, que es generalmente es estimulante [24].
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Fyn cinasa, pertenece a la familia Src cinasas no receptores de tirosina. Se expresa en todo el
cerebro y es altamente expresado en los oligodendrocitos. Fyn integra sefiales procedentes de
moléculas de la matriz extra celular y de ligandos axonales, con el fin de inducir cambios en la
dinamica del citoesqueleto que conducen a la diferenciacion y la mielinizacién estimulando la

transcripcion del gen MBP (Fig. 8) [27,29].
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Figura 8. Transmision de sefiales por Fyn Cinasa.

Fyn cinasa asociada con balsas lipidicas, activa tres vias principales que regulan
la diferenciacién, la estabilidad del citoesqueleto y la polarizacion celular, asi

como la sintesis de proteinas locales [29].

La cinasa de adhesion focal (FAK), es una proteina cinasa no receptora de tirosina que se
expresa de forma ubicua en el SNC. FAK estd presente en las células del linaje de
oligodendrocitos. FAK al igual que Fyn, integra las sefiales desde el espacio extra celular con el fin

de inducir cambios en el citoesqueleto dentro de los oligodendrocitos necesarios para la
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mielinizacion. Sefializacion FAK a menudo es estimulada por otras vias de sefalizaciéon, como
Akt/mTOR [27].

La proteina cinasa activada por mitogenos (MAPK/ERK), comprende familias de proteinas
cinasas Serina/Treonina especificas, activadas por estimulos extracelulares a través de la
fosforilacion de proteinas. Es una via de punto de convergencia de muchas sefiales externas en
los oligodendrocitos, incluyendo NRG1, BDNF, IGF-, y FGF. La sefializacion ERK1 y ERK2
promueve la mielinizacién, mientras que p38MAPK se ha demostrado que regulan positivamente
la diferenciacion de oligodendrocitos y la expresion de genes de mielina mediante la modulaciéon
de la funcidn del gen Sox [27,30].

Adenosina 3°,5"-monofosfato ciclica (AMPc) y guanosina 3°,5-monofosfato ciclica (GMPc),
son segundos mensajeros que regulan una multitud de respuestas celulares. La formacién de
estos segundos mensajeros puede ser activado por un numero muy grande de estimulos
celulares, principalmente neurotransmisores y hormonas. Todos estos estimulos se detectan por
los receptores acoplados a proteinas G (en inglés G-protein-coupled receptor, GPCR), que utilizan
proteinas G heterotriméricas, responsables de la activacién o inhibicién de la enzima adenilato
ciclasa (AC) o guanilato ciclasa (GC) [31].

En la via del AMPc, el estimulo externo se une a los GPCR y la proteina G heterotrimérica, se
encarga de transmitir el estimulo a las adenilato ciclasas. Estas proteinas G heterotrimérica, estan
formadas por una subunidad «, responsable de la especificidad de la proteina G y de la fijacion e
hidrolisis del GTP, y dos subunidades mas pequefias  y y. El estimulo externo que se une a los
GPCR funciona como un factor de intercambio de nucledtidos de guanosina, para reemplazar el

guanosin difosfato (GDP) con guanosin trifosfato (GTP). Induciendo la disociacién del complejo
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heterotrimerico en sus subunidades Gpy y Ga. El complejo Gsa.GTP activa a AC, que es el enzima
responsable de la conversién del trifosfato de adenosina (ATP) a AMPc y pirofosfato [32], [33].

En la via del GMPc, el GMP ciclico, se sintetiza por la GC. Este ultimo se presenta en dos formas
diferentes: hay GC soluble (GCs) y GC unida a la membrana (GCp). La GCs se activa por el NO, y
GCp pertenece a un grupo de receptores que funciona tanto como un transductor, como un

amplificador para generar el segundo mensajero GMP ciclico (Fig. 9) [32].
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Figura 9. Via de seiializacion del AMPcy del GMPc [34].

El AMPc, una vez sintetizado por las AC, actia como segundo mensajero intracelular
interaccionando con diferentes tipos de proteinas como PKA (proteina cinasa dependiente de
AMPc), canales idnicos dependientes de nucleotidos ciclicos, que son los sistemas efectores de la
respuesta celular al estimulo inicial o ligando. Las PKA, son proteinas heterotetraméricas con dos

subunidades reguladoras (RI y RII), que contienen los sitios de unién del AMPc, y otras dos
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cataliticas (CI y CII). En ausencia de AMPc, el tetramero es inactivo. La uniéon del AMPc a las
subunidades reguladoras, reduce su afinidad por las subunidades cataliticas, activas por si
mismas. Estas subunidades cataliticas liberadas, fosforilando residuos especificos de serina y
treonina, alteran la actividad de sus proteinas diana, entre las que encontramos: receptores, otras
proteinas cinasas, canales de calcio, fosfodiesterasas, MAPK, factores de transcripcion, histonas,
etc. Ademas, el AMPc es capaz de activar la expresiéon de genes cuyo promotor contenga una o
varias secuencias CREs (cyclic AMP response elements, en ingles), que unen factores de
transcripcion como son CREB (cyclic AMP response element binding protein, en ingles), CREM
(cyclic AMP response element modulator, en ingles) o ATF-1 (activating transcription factor, en
ingles). Una vez activada la PKA, la subunidad C entra hacia el nucleo de la célula donde,
mediante la fosforilacion del residuo de serina 133, activa CREB que, en este estado, activa genes
de respuesta al AMPc mediante la union a las secuencias conservadas CREs. Todos aquellos genes
de respuesta al AMPc presentan una secuencia palindromica CRE y estan involucrados en
procesos fisioldgicos en los que también esta implicado CREB. Asi CREB, esta implicado en una
variedad de procesos como el metabolismo celular, el mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa, la espermatogénesis, el control der ritmo circadiano o en procesos de aprendizaje y
memoria [33,34]. En oligodendrocitos CREB, desempefia diferentes funciones en etapas
especificas del desarrollo de oligodendrocitos. En las primeras etapas, cuando las células son
precursores inmaduros, CREB funciona como mediador de la proteina cinasa C (PKC)/MAPK
regulando la proliferacién celular. En contraste, en etapas posteriores, CREB funciona como
mediador en la expresion de MBP [35].

El GMPc, una vez sintetizado por las guanilato ciclasas, actia como segundo mensajero

intracelular interaccionando con diferentes proteinas: proteina cinasa dependiente de GMPc
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(PKG), canales iénicos dependientes de nucledtidos (CNGC), transportadores de nucledtidos

ciclicos y fosfodiesterasas. Las PKG, es un dimero formado por dos cadenas polipeptidicas

idénticas que contintian asociadas incluso después de la activacién por GMPc, a diferencia de

PKA, que se disocia una vez que se une el AMPc. Esta enzima participa en procesos tan diversos

como la relajaciéon muscular, la agregacion plaquetaria o la regulacion de las PDE dependientes

del GMPc [33]. Ademas el GMPc, es capaz de activar al factor de respuesta sérica (SRF), quien esta

implicado en la plasticidad neuronal y se relaciona con la formacién de la memoria [34]. Asi

como, SRF esta asociado a la diferenciacion de oligodendrocitos (Fig. 10) [36].

Expresion
de genes

Figura 10. AMPc y GMPc promueven
la expresion de genes.

NMDAr, receptor ionotropico de
glutamato NMDA (N-metil-D-
aspartato); AC, adenilato ciclasa; GC,
guanilato ciclasa; PDE, enzima
fosfodiesterasa; Cam, calmodulina; KII,
proteina cinasa dependiente de
calmodulina; MEK, proteina cinasa
(MAP/ERK); ERK, cinasas reguladas por
sefales extracelulares; CREB, proteina
de elemento de respuesta a unién de
cAMP; SRF, factor de respuesta sérica,

modificado de [34].
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Proteina cinasa serina/Treonina (Akt)/proteina cinasa diana de mamifero de la
rapamicina (mTOR), son proteinas cinasas serina/treonina, altamente conservadas. Regulan
multiples funciones celulares, incluyendo la supervivencia, proliferacién, la organogénesis y la
diferenciacion de numerosos tipos de células. Akt es activada por un segundo mensajeros lipidico
generado por PI3-cinasa (PI3K), a su vez Akt activa a mTOR. Al igual que la via MAPK/ERK, la via
PI3K/Akt/mTOR representa una poderosa via integradora de multiples sefiales extracelulares
que influyen en el desarrollo de oligodendrocitos. La sefalizacién Akt en oligodendrocitos se
activa por neurregulinas, integrinas, IGFI, NT-3 y por el factor inhibidor de la leucemia [27,28].
Esta claro que la via de mTOR es un mediador esencial de la sefializaciéon PI3K/Akt durante el
desarrollo de oligodendrocitos, y esta via conecta a varios factores externos de crecimiento u
hormonas con funciones conocidas en la diferenciacién de CPOs y la mielinizacién. Sin embargo,
los objetivos especificos del mTOR atn no se han definido en oligodendrocitos. Por lo que se
proponen varios aspectos en que la sefializacion de mTOR puede ser critica. Estos incluyen la
regulacion de la diferenciacion, reordenamientos del citoesqueleto involucrada en la maduracién
morfologica y procesos necesarios para la sintesis de mielina [37].

Proteinas Wnt son una familia de glicoproteinas de sefializaciéon que promueven la acumulacién
y activacion del factor de transcripcion B-catenina. La sefializacidon B-catenina es un regulador
conocido de desarrollo neural embrionario, la proliferacion celular, y diferenciacion; sin
embargo, la sefializacion candnica de Wnt-3-catenina inhibe la diferenciacién y la mielinizacion
de CPO mediante la supresidn de Olig2 a través de un complejo transcripcional y la modulacion
epigenética de la expresion génica. La fuente endogena de Wnt es desconocida, pero por la unién
a su receptor frizzled inhibe GSK-3p para permitir la translocacion de -catenina al nucleo, donde

se forma un complejo con el factor de transcripciéon TCF4 (factor de células T, factor de mejora
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linfoide o TCF/LEF) para activar o reprimir genes diana. La formacién del complejo de TCF4 con
[-catenina es impedido por HDAC1/2, que de ese modo antagonizar la sefalizacion Wnt para
estimular la diferenciacion de oligodendrocitos (Fig. 9) [24,26].

Notch, es una proteina implicada en especificacion celular en el SNC, asi como regulador en el
sistema inmunitario. La via de sefializacién Notch desempefia una funcién importante en la
regulacion del equilibrio entre la proliferacion, diferenciaciéon y la mielinizaciéon en el SNC en
desarrollo. La familia Notch incluye cuatro receptores de superficie celular (Notch1-Notch4),
dependiendo del tipo de ligando que se una al receptor Notch, esto puede inhibir o promover la
diferenciaciéon y maduracion de los CPO, a través de sefalizacién candnica o no canonica
respectivamente. Activacién de la sefializacién candénica mediada por ligandos incluyendo
Jaggedl y Deltal que restringen diferenciacion de CPO y es permisiva para la proliferacion,
mientras que la via de sefializaciéon no canénica en CPO es provocada por ligandos axonales

incluyendo F3/contactina y esta implicado en efectos sobre la maduracion (Fig. 11) [25,26].
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Figura 11. Interaccion de sefiales extracelulares y factores epigenéticos en el control de la
diferenciacion de oligodendrocitos.

A. Reguladores negativos de la diferenciacién de oligodendrocitos como Wnt o sefializacion Notch, que
actian a través de P-catenina, Smads o NICD inducir la transcripciéon de los inhibidores de la
diferenciacion como ID2, ID4 y Hes1/5. ID2/4 secuestran a Oligl/2 activadores de genes de mielina,
mientras que Hes1/5 se unen a elementos reguladores de genes necesarios para la maduracion de los
oligodendrocitos.

B. HDAC1/2, con co-represores, tales como Groucho, compiten o desplazan a componentes de Wnt y

Notch para causar desinhibicidn, activando de ese modo la transcripcion de genes de mielina [24].
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2.4.1 Mielina

La principal funcién de los oligodendrocitos es la formaciéon de mielina o mielinizacién, es decir,
la formacién de un complejo lipoproteico que se deposita alrededor de un ax6n en un proceso en
espiral, en el cual las caras internas y externas de la membrana plasmatica del oligodendrocito
forman las lineas densas alternantes mayores y menores que se ven en las secciones
transversales de la vaina de mielina [6,38]. La vaina de mielina es una capa aislante que
proporciona la rapida conduccién de los impulsos nerviosos, que impone una conduccién
saltatoria dividiendo al ax6n en porciones conductoras y no conductoras, de esta manera el axén
esta cubierto por una serie de segmentos de mielina y las interrupciones entre segmentos se

denominan nédulos (o nodos) de Ranvier (Fig. 12) [5].

Pediculo

Reborde Oligodendrocito
citoplasmatico

Linea densa
mayor

Linea densa
Bolsa paranodal menor

Figura 12. Mielinizacion en el sistema nervioso central.

Las flechas indican el movimiento del extremo de crecimiento del

reborde citoplasmatico de los oligodendrocitos [6].
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Ademas de proporcionar aislamiento esencial que permite que el potencial de accidén sea
desviado de nodo a nodo, la vaina de mielina también es critica para el agrupamiento especifico
en los nodos de los canales de sodio y de potasio que generan el potencial de accién. La
mielinizacién incrementa enormemente la velocidad de la conduccién del impulso, ya que el
proceso de despolarizacidn salta de un nédulo a otro. Los rapidos intercambios i6nicos a través
de la membrana axdnica, esenciales para la generacidn del potencial de accién y su propagacién a
lo largo del axo6n, se producen en los ndédulos de Ranvier. La despolarizacion es después
conducida pasivamente (como un potencial gradual) hacia el siguiente n6dulo. Este método, la
conduccién saltatoria, es mdas rapido y requiere mucha menos energia que hacer que se
produzcan intercambios idnicos de manera continua a lo largo de la longitud del ax6n

(Fig. 13) [6,24].

La membrana multicapa de mielina que rodea las fibras nerviosas estd compuesta de lipidos
unidos simultdaneamente a proteinas especificas de mielina. Los lipidos constituyen el 70% de su
peso seco y las proteinas un 30%. La estructura principal de lipidos que comprenden a la mielina
estd compuesta por: colesterol, glicoesfingolipidos derivados de galactosilceramidas (GalCer) y
glucosilceramidas (GlcCer), y fosfolipidos en una proporcion molar constante de 2:1:2. La
composicion proteica de la mielina esta integrada por la proteina integral de membrana PLP y la
proteina extrinseca MBP quienes constituyen el 80 por ciento de proteinas de mielina del SNC;
mientras que las proteinas MAG, MOG y CNPasa son cuantitativamente constituyentes menores

(Fig. 14) [39,40].

25




FES ZARAGOZA

Vaina de mielina Vaina de mielina
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Figura 13. Conduccion saltatoria.

La vaina de mielina impone una conduccién saltatoria en los axones dividiendo la membrana
axonal en porciones alternas conductoras localizadas a los nodos de Ranvier, y porciones no
conductoras por debajo de la vaina de mielina. La mielina aumenta la velocidad de conduccidn, de
modo que los potenciales de accién no se generan a lo largo de las areas cubiertas por la vaina de
mielina, y la despolarizacién de la membrana sélo puede alcanzar el umbral requerido para

producir un potencial de accidn en los nodos de Ranvier [24].
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FMC-1: R1 = H, R2 = Ac, R3-R6 = H;

FMC-2: R1 = OM, R2 = Ac, R3-R6 = M;
o H A A A~ AU MO RI = K, R2 = Ac, R3 = Ac, RERE = H;
i M ' FMC4: R = OH, R2 = A, R3 = Ac, R4-R6 = H;
RO o X FMC-5: R1 = H, R2-R6 = Ac;
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Figura 14. Diagrama compuesto que resume las caracteristicas de la mielina del SNC.

(A) La arquitectura; (B) La composicién molecular en 3D y el montaje basado en la conformacién y (C) La
esfingosina 3-0-acetil-esfingosina-GalCer. El diagrama muestra la disposicién de los lipidos complejos y
las proteinas mas abundantes. La constancia relativa molar de lipidos: colesterol, fosfolipidos,

galactosilceramida (GalCer) es = 2: 2: 1 [40].
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La proteina basica de mielina (MBP), es una familia de proteinas con muchas isoformas, y
constituye hasta un 30 por ciento de la proteina de la mielina. Hay cuatro isoformas de MBP los
mas importantes isoformas en seres humanos es 18.5- y 17.2 kDa, en el ratén de 18.5 y 14 kDa
Estos son codificadas por los primeros siete exones del gen MBP distribuidos en un tramo de 32
kb en el raton en el cromosoma 18. Todo el gen MBP es sustancialmente mayor que este, a 105 kb
en ratones y 180 Inhumanos kb, y codifica dos familias de proteinas, la primera comprende las
MBPs asociados a la mielina y la segunda siendo el golli (gen expresado en el linaje de los
oligodendrocitos) de proteinas MBP [24,29].

La proteina proteolipidica (PLP), constituye hasta el 50% de proteinas de la mielina del SNC,
con las dos isoformas PLP (25 kDa) y DM20 (20 kDa). Hay una fuerte conservacién de la
secuencia de proteinas entre las especies, con un 100 por ciento entre la identidad proteinas PLP
murinos y humanos. PLP y DM20 son codificada por el mismo gen, localizado en el cromosoma X,
asi como dos adicionales variantes - sr-PLP y sr-DM20 - derivados de splicing alternativo del gen.
La variante de empalme DM20 se expresa predominantemente en primeras etapas de la
diferenciacion de oligodendrocitos, y disminuye gradualmente a medida que la mielina. Variante
de empalme PLP se convierte en la principal forma en oligodendrocitos maduros [24,29].

La proteina CNP (2,3 -ciclico de nucledtidos-3’-fosfodiesterasa), constituye el 4% de mielina
en el SNC. Existen dos isoformas, CNP1 (46 kDa) y CNP2 (48 kDa), las dos transcripciones
parecen estar bajo el control de diferentes promotores durante la diferenciacion de
oligodendrocitos [24,29].

La glicoproteina asociada a la mielina (MAG), se expresa en la mielina del SNC como del SNP.

Es solamente un componente menor de la mielina (<1% en el SNC y 0,1% en el SNP), pero es la
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principal glicoproteina. MAG consta de dos isoformas, S (pequefio, 67 kDa) y L (grande, 72 kDa),
MAG se expresa diferencialmente durante el desarrollo [24,29].

La glicoproteina mielitica del oligodendrocitos (MOG), es especifico de los oligodendrocitos y
se encuentra en la superficie celular y laminas mas externas de la mielina. La expresion de MOG
se regula en el desarrollo y es una de las ultimas proteinas de la mielina que se expresa, por lo
que es un marcador para oligodendrocitos maduros. MOG es un auto antigeno clave para la
desmielinizacién primaria en esclerosis multiple [24,38,40,39,41].

El inicio del desarrollo de la mielinizaciéon implica el reconocimiento axén-glial y eventos de
adhesion que regulan la producciéon de productos génicos relacionados con la mielina y el
crecimiento de los axones. La mielinizacidn se produce entonces en una serie de distintas fases

interdependientes.

a) Contacto axonal y reconocimiento por parte de las CPO.

b) Fase de induccidn, en el que las CPO se extienden a lo largo de los procesos para formar
cortos segmentos de revestimiento, provocando la diferenciaciéon de las CPO en
oligodendrocitos premielinizantes y el inicio de la agrupacién de canales i6nicos axonales.

c) Fase de remodelacion, en la que se pierden los procesos no mielinizante, crecimiento
radial y longitudinal de los procesos de mielinizacion y el establecimiento de nodos de
Ranvier.

d) Fase de maduracion, en el que los axones y vainas de mielina dentro de las unidades se
someten a un crecimiento interdependiente, establecen dimensiones adultas de didmetro
del axon. Los oligodendrocitos de desarrollo tardio, llenan vacios amielinicos a lo largo de
los axones que forman parte de crecimiento normal en la edad adulta, asi como en

respuesta a la remodelacién y desmielinizacién/remielinizacion (Fig. 15) [24,29].
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Figura 15. Interacciones axon-glial que regulan la mielinizacidon.
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Una serie de eventos de reconocimiento y adhesiéon axdn-glial regulan el inicio del
desarrollo de mielinizacidn. Interacciones laminina-integrina pueden considerarse una

senal axonal que promueve la diferenciacion de oligodendrocitos, con un papel clave en la
activacién de Fyn [24].
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La comunicacidn continua entre axones y oligodendrocitos es importante durante el desarrollo y
mantenimiento de la vaina de mielina. Varios tipos de moléculas, que actdan en diversos niveles
de regulacion, median estos eventos. Algunas de estas moléculas de sefalizacién promueven o

inhiben la mielinizacién (Fig. 16) [28].
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Figura 16. Vias de sefializacién axdn-glia en la mielinizacion.

Representacion esquematica de las principales vias de sefializacién que regulan el

inicio de la mielinizacién durante el desarrollo del SNC [28].
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2.5 Esclerosis Multiple

Las enfermedades desmielinizantes son aquellas en las que existe un proceso patologico dirigido
contra la mielina en zonas localizadas formando placas desmielinizadas o afectando grandes
extensiones del sistema nervioso central con consecuencias funcionales graves en los pacientes.
En contraposicion a ellas, las leucodistrofias son aquellas en las que el origen de la enfermedad es
una formacién inadecuada de la mielina [42].

La enfermedad desmielinizante mas frecuente es la esclerosis multiple (por sus siglas en espafol
EM), la EM es la principal causa de discapacidad no traumatica en adultos jévenes. Se trata de una
enfermedad autoinmune del SNC, crénica, progresiva e incapacitante que afecta a 2.1 millones de
personas en el mundo. En México se estima que entre 11 y 20 de cada 100,000 habitantes sufren
EM, por lo que existen mas de 20,000 personas cuya calidad de vida y capacidad productiva
pueden verse seriamente modificadas por la enfermedad [43].

La EM se define como una enfermedad progresiva que cursa con la aparicion de lesiones
inflamatorias focales (placas), en las que lo mas llamativo es la pérdida de mielina
(desmielinizaciéon) y degeneracién axonal en los nervios Opticos, cerebrales y de la medula
espinal junto con astrogliosis reactiva y microglia activada, en la que puede existir preservacion
relativa de los axones en la fase precoz, aunque puede estar muy afectada en las fases finales
[40,44,45]. Estas lesiones se presentan con una morfologia frecuentemente de tipo redondeado y
oval, aunque a menudo presentan formas alargadas (conocidas como dedos de Dawson) que
llegan a infiltrar vasos sanguineos medianos y pequeios [46]. Las lesiones suelen ser multiples y
estan distribuidas por todo el SNC, caracteristicamente tienen distribucidén perivenular y se
localizan mas frecuentemente en la sustancia blanca periventricular y subpial. Las placas de

desmielinizacién son de dos tipos dependiendo de la actividad de la enfermedad. En las que se
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reconoce la lesiéon aguda, el fendmeno patolégico fundamental es la inflamacién; por el contrario,
la lesién cronica destaca por una desmielinizacién franca que progresivamente se acompafa de
degeneracion axonal y de gliosis [45].

Los pacientes con EM tienen axoplasma anormal con un contenido reducido de mitocondrias y de
microtubulos con diversos grados de fragmentacion de neurofilamentos. Las hipo6tesis centrales
de la degeneracion de los axones desmielinizadas créonicamente implican un desequilibrio entre
la demanda de energia y el suministro de energia [46].

En las fibras mielinizadas normales, los canales de Na* se concentran en los nodos de Ranvier, lo
que permite la conduccién saltatoria de potenciales de accion. La bomba Na*/K* ATPasa,
mantiene los gradientes iénicos necesarios para la neurotransmision y son los mayores
consumidores de ATP en el SNC. Se requiere un intercambio i6nico dependiente de la energia
continua para el mantenimiento de la polarizacién axonal y apoyar muchas funciones neuronales.
Después de la desmielinizacidn, los canales de Na* estan difusamente redistribuidos a lo largo del
axolema desmielinizada. Si el Na* axonal se eleva por encima de su concentracién nominal, el
intercambiador Na*/Ca** que intercambia el Na* axoplasmico por Ca** extracelular, opera de
manera inversa. Con el aumento de la actividad eléctrica, Ca** axoplasmico aumentara y
eventualmente una respuesta degenerativa se dard inicié. La acumulacién excesiva de Ca**
axoplasmico conduce a un circulo vicioso de funcionamiento mitocondrial alterada, reduccién de
la produccién de energia y a un transporte axonal comprometido. Debido a la redistribucién de
los canales de Na* y la mayor afluencia resultante de sodio, el consumo de ATP aumenta
considerablemente en los axones desmielinizados. Las mitocondrias de los axones
desmielinizados es probable que se vean comprometidas y tienen una capacidad reducida para la

produccion de ATP causada por la disminucion de la transcripcion nuclear neuronal de genes
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mitocondriales codificadas, también la actividad respiratoria mitocondrial del complejo I de la
cadena se reduce en lesiones activas crénicas de la EM [46,47].

Los Axones cronicamente desmielinizados que carecen de Na*/K* ATPasa no puede intercambiar
iones Na* y K*, por lo que son incapaces de repolarizacion del axolema. Estos datos apoyan el
concepto de que muchos axones desmielinizados crénicamente no son funcionales antes de la
degeneracion, por tanto, es probable que sea un contribuyente a la disminucién neuroldgica
continua en fases crénicas de la EM [47].

Las dos caracteristicas fundamentales de la esclerosis multiple es la diseminacién temporal y
espacial de los sintomas y signos neurolégicos. Los sintomas dependen de las areas del SNC
lesionadas. Un individuo con esta enfermedad experimenta normalmente mas de un sintoma
pero no todos los individuos presentan todos los sintomas. Estos incluyen debilidad, hormigueo,
alteracion de la coordinacién, fatiga, problemas de equilibrio, alteraciones visuales, temblor,
espasticidad, trastornos del habla, problemas intestinales y/o urinarios, andar inestable (ataxia),
problemas en la funcién sexual, sensibilidad al calor, alteraciones en la memoria a corto plazo y
ocasionalmente problemas de juicio o razonamiento (trastornos cognitivos) [48].

Los cuatro subtipos aceptados de la EM son: recurrente y remitente; recaida progresiva;
secundaria progresiva; y primaria progresiva.

» EM recurrente-remitente: estd presente en el 85% de los pacientes y se define como
"recaidas claramente definidas con recuperacion completa o con secuelas y el déficit
residual tras la recuperacion; periodos entre las recaidas caracterizadas por la falta de
progresion de la enfermedad”.

» EM recurrente progresiva: esta presente en 25.5% de los pacientes con esclerosis multiple

y se define como "enfermedad progresiva desde el inicio, con recaidas agudas claras, con o
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sin recuperacion completa; periodos entre recaidas caracterizadas por la progresion
continua”.

» EM progresiva secundaria: se desarrolla en el 65-80% de los pacientes previamente
afectados por la forma recurrente-remitente, y se define como "curso de la enfermedad
recurrente-remitente inicial seguida de progresion con o sin recaidas ocasionales,
remisiones de menor importancia”.

» EM progresiva primaria: estd presente en 15% de los pacientes y se define como "la
progresion de la enfermedad desde el inicio con mesetas ocasionales y pequefias mejoras
temporales permitidos" [49].

El mecanismo patogénico mas aceptado es que la esclerosis miultiple es el producto de la
conjuncién de una determinada predisposicion genética y un factor ambiental desconocido que,
al parecer en un mismo sujeto, originarian un amplio espectro de alteraciones en la respuesta
inmunitaria, que a su vez serian las causantes de la inflamacién presente en las lesiones de
esclerosis multiple [50]. La predisposicion hereditaria, combinada con el factor ambiental
desconocido, establece o mantienen células T autorreactivas, que tras un periodo de latencia de
10-20 anos seran activadas por un factor sistémico o local (infeccion viral, puerperio, etc.)
mediante un mecanismo de mimetismo molecular (epitopos compartidos por la mielina y los
posibles agentes infecciosos) o por una estimulacién a través de superantigenos virales o
bacterianos. Una vez activadas, estas células T pasan selectivamente la barrera hematoencefalica
y al ser expuestas de nuevo a su autoantigeno, inician una reaccion inflamatoria tipo Th1 [48], en
consecuencia la reaccion inmune en el SNC depende de varios factores como: integridad de la
barrera hematoencefalica; presencia del autoantigeno; calidad de la célula T cooperadora;

presencia de anticuerpos activadores del complemento y persistencia de linfocitos B o células
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plasmaticas. Durante la evolucion de la enfermedad, se producen cambios en las caracteristicas

inmunitarias de los pacientes, que estan relacionados con el cambio de fase clinica [50].

2.5.1

Tratamientos en la Esclerosis Multiple.

El objetivo de la terapia en los pacientes con EM es el prevenir las recaidas y el empeoramiento

progresivo de la enfermedad, el tratamiento consiste en:

a)

b)

Tratamientos farmacolégicos con base inmunoldgica para evitar y retardar la aparicion de
brotes, administrando inmunosupresores e inmunomoduladores que provocan una
inhibicion inespecifica del sistema inmune;

El tratamiento sintomatico y rehabilitador administrando farmacos de gran efectividad
para el manejo de los sintomas, los mas frecuentes son los urinarios (urgencia, frecuencia,
retencion e incontinencia), intestinales (constipacién, wurgencia, incontinencia),
cerebelosos (incoordinacion, temblor), cognitivos (dificultad para concentracién, memoria
y disfuncién ejecutiva), motores (debilidad y espasticidad) y sensoriales (pérdida de la
sensibilidad, disestesia) asi como fatiga, trastornos emocionales (depresion, ansiedad,
labilidad emocional), disfuncion sexual y pérdida de la vision. Por lo tanto, los
tratamientos que combinan efectos inmunomoduladores y neuroprotectores son

beneficiosos para la EM [44,45,51,52].

Muchos de los farmacos empleados en el tratamiento de la EM han sido evaluados en modelos

animales inducidos a encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) que se considera un buen

modelo para la EM [53]. Recientes estudios en modelos EAE han mostrado que el tratamiento

diario con inhibidores de fosfodiesterasa 5 (PDE5) previene la progresion de la enfermedad [52];

asi como, en investigaciones en cultivo demuestran que la inhibicién farmacolégica de enzimas

fosfodiesterasas 4 (PDE4) promueven la diferenciacion de CPO [54].
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2.6 Enzimas Fosfodiesterasas

Las fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos (PDE) son enzimas metalohidrolasas que tienen una
funcion importante en las vias de sefalizacion intracelular. Las PDE hidrolizan los nucleétidos
ciclicos, AMPc y GMPc a sus correspondientes 5’-nucleétidos monofosfato en presencia de
cationes divalentes (Fig. 17)[55,33]. Regulando de este modo la concentracion intracelular de
estos nucledtidos ciclicos, asi como, sus vias de sefializacién y en consecuencia, innumerables

respuestas bioldgicas en la salud y la enfermedad (Fig. 18) [56].
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Figura 17. Hidrolisis de los nucleétidos ciclicos por fosfodiesterasas de nucleédtidos ciclicos [56].
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Figura 18. Seiializacion de nucledtidos ciclicos y regulacion.

AC, la adenilato ciclasa; ANP, péptido natriurético atrial; BNP, péptido natriurético tipo B; CNP, péptido
natriurético tipo C; B-Raf, B-Raf proteina quinasa; GNC-canal, canal de nucleétido-gated ciclico; PGC,
particulas guanilato ciclasa; PKG, GMPc dependiente de la proteina quinasa; Rap, relacionados con la
proteina Ras; SAC AC soluble; sGC, guanilato ciclasa soluble [57].
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La superfamilia de las PDEs se clasifica en 3 clases:

Clase IL.-Incluye a todas las enzimas fosfodiesterasas de mamiferos y de Drosophila;

Clase II.-Contiene las enzimas fosfodiesterasas de hongos como Saccharomyces cerevisae;

Clase IIL-Unicamente enzimas fosfodiesterasas de células procariotas como Escherichia coli [58].
Las PDEs de la clase I se codifican en 21 genes en el genoma humano y son clasificados en 11
familias (PDE1-PDE11), estas familias de enzimas presentan propiedades diferentes, aun asi,
todas ellas comparten una estructura muy similar que puede dividirse en tres dominios: un
extremo amino (NH2), una region conservada o dominio catalitico y un extremo carboxilo
(COOH) (Fig. 19) [33].

La clasificacion de las familias PDEs estan basadas en determinadas distribuciones tisulares,
similitudes estructurales, mecanismos de regulacién, secuencia de aminoacidos, dominios
proteicos y a propiedades enzimaticas; tales como, especificidad para el sustrato, propiedades

cinéticas, a la sensibilidad de reguladores endégenos e inhibidores (Tabla 1) [58,59,60].
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Figura 19. Estructura y organizacion de dominios de las 11 familias de PDE de mamiferos.

El dominio catalitico conservado (mostrado en rojo) se encuentra en la porcién carboxi-terminal de las
fosfodiesterasas. El dominio catalitico de la PDE3 contiene un inserto de 44-amino-acido tnica (que se
muestra en negro). Muchas de las familias de PDE contienen subdominios amino-terminal (tales como
dominios GAF, dominios transmembrana, dominios dirigidos, dominios PAS y dominios REC) y regiones
hidrofébicas N-terminales que son importantes en la localizacién subcelular, en las interacciones con
moléculas de sefializaciéon y andamios moleculares y en la regulacion de la actividad de PDE. Dominios
GAF regulan la unién de GMPc (PDE2, PDE5, PDE6 y PDE11), la unién de cAMP (PDE10 y la regulacion de
la actividad catalitica (PDE2, PDE5 y PDE6). Los sitios de fosforilacion estan etiquetados en la figura.
CaMKI], calcio / calmodulina dependiente de la proteina quinasa II; ERK2, regulada por sefial extracelular
quinasa 2; PKA, proteina quinasa A; Pat7, sefial de localizacién nuclear 7-residuos [56].
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Tabla 1. Clasificacion de enzimas fosfodiesterasas de la Clase L.

PDE N° ISOFORMAS SUSTRATO LOCALIZACION INHIBIDORES

PDE1 Tres: 14, B, C, AMPc/GMPc Corazon, cerebro, pulmodn, Nicardipine, vinpocetine,
musculo liso. calmidazolium, SCH51866,

zaprinast, 8-MMX, IBMX.

PDE2 Una: 2 A AMPc/GMPc Glandula suprarrenal, EHNA, IBMX
corazén, pulmoén, higado,
plaquetas.

PDE3 Dos: 34, B AMPc/GMPc Corazdén, pulmén, higado, Milrinone, ciclostamide,
plaquetas, tejido adiposo, amrinone, enoximone, SK&F
células inflamatorias. 95654, IBMX

PDE4 Cuatro: 4A4, B, C,D AMPc Células de Sertoli, rifién, Rolipram, RO 20-1724,
cerebro, higado, pulmédn, cilomilast, roflumilast, BAY 19-
células inflamatorias. 8004, zardaverine, CDP840,

RS25344,LAS31025, IBMX,
AMPc/GMPc
*PDE5 Una: 54 GMPc Pulmon, plaquetas, SILDENAFIL, vardenafil,
vasculares, musculo liso. taldelafil, zaprinast,
dipyridamole, SCH 51866, SK&F
96231, WIN 65579, DMPPO,
E4021, KF31327, t-1032, T-
0156.
*PDE6 Cuatro: 64, B, C, D GMPc Fotoreceptores. SILDENAFIL, vardenafil,
zaprinast, dipyridamole,
DMPPO,

PDE7 Dos: 74, B AMPc Musculo esquelético, dipyridamole, SCH 51866,
corazén, rifién, cerebro, papaverine, benzothieno.
pancreas, linfocitos T.

PDES8 Dos: 84, B AMPc Testiculos, o0jo, higado, Dipyridamole
musculo esquelético,
corazon, rinon, ovario, el
cerebro, linfocitos T.

*PDE9 Una: 94 GMPc Rifién, higado, pulmén, SCH 81566, BAY 73-6691
cerebro.

PDE10 Una: 10 A AMPc/GMPc Los testiculos, cerebro. Papaverine, TP-10, PQ10,

zaprinast, dipyridamole, E4021,
SCH 51866, IBMX

PDE11 Una: 114 AMPc/GMPc Musculo esquelético, zaprinast, dipyridamole, E4021,
prostata, rifion, higado, SCH 51866, IBMX
pituitaria y glandulas

salivales, los testiculos.

Se presentan el N° de isoformas, la especificidad de sustrato, ubicacion en tejido y los inhibidores de las
familias de PDEs. * Familias de PDEs en las que el citrato de sildenafil y BAY 73-6691 son inhibidores

[55,61].

En este trabajo se investigaron los efectos de Citrato de Sildenafil y de BAY73-6691 en la sintesis

de mielina en células oligodendrogliales, por lo que se abordaran solo las familias de las cuales

son activas (Tabla 2).
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Tabla 2. Familias de PDEs en la que el citrato de sildenafil y BAY 73-6691 son inhibidores.

PDE LOCALIZACION EN EL CEREBRO ESPECIES

PDES5 Hipocampo, corteza, cerebelo. Humano, rata, raton.
PDE6 Fotoreceptores Humano, rata, raton.
PDE9 Hipocampo, la corteza, bulbo olfatorio, cuerpo estriado, Humano, rata, raton.

talamo, el hipotalamo, la amigdala, el mesencéfalo, cerebelo

Se presenta la localizacion en el cerebro y especies en la que se encuentran las PDE5, PDE6, PDE9 [55,61].

La familia de las nucledtido ciclico fosfidiesteras-5 (PDE5); fue identificada por primera vez
en plaquetas de rata. La PDE5 hidroliza GMPc exclusivamente y es activada por la unién del GMPc
a su dominio GAF, por lo que se conoce como la PDE GMPc-activado y GMPc-especifica. La PDE5
consta de un solo gen PDESA, y 3 isoformas PDE5A1, 5A2 y 5A3 [61,62].

La distribucién tisular de la PDE5 generalmente coincide con la de la proteina cinasa G (PKG),
probablemente porque ambas enzimas son los principales receptores intracelulares de GMPc.
Por otra parte, PKG es un excelente catalizador in vitro para la fosforilacion de la PDE5. La PDE5
se localiza en el citosol con altas concentraciones en el musculo liso, plaquetas, rifién y en algunas
zonas del CNS (58).

El GMPc es un regulador fisiolégico crucial de la vasodilataciéon inducida por el 6xido nitrico,
inhibidores de la PDE5 se pueden utilizar para evitar la destruccion del GMPc y de ese modo
mejorar la funcion eréctil y la hipertension arterial pulmonar [56]. En particular, los inhibidores
PDES tienen potencial para otras aplicaciones tales como la mejora de la memoria, la terapia
contra el cancer, y tratamiento de enfermedades del corazon [60].

La familia de las nucledtido ciclico fosfidiesteras-6 (PDE6). Los miembros de la familia PDE6,
también conocidos como PDEs fotorreceptoras, hidrolizan especificamente GMPc. Genes

localizados en los cromosomas 5q31.2-34, 4p16.3, y 10q24, respectivamente, codifican las tres
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subunidades cataliticas de los tres PDE6 isoformas A, B, y C. PDE6A y PDE6B se expresan en los
bastones, y PDE6C se expresa en conos. GMPc desempeiia una funcién central en la transduccion.
En la oscuridad, las concentraciones de GMPc fotorreceptoras son elevados, GMPc abre canales
fotorreceptores gated-cGMP (CNGCs), permitiendo afluencia de Ca2* y Na* (corriente de
oscuridad), que despolariza membranas de células fotorreceptoras. La cascada de activacion
PDE6 se inicia cuando un fotén de luz es absorbida por varillas o conos fotorreceptores.
Inmediatamente, la transducina de la proteina G, activado por intercambio de GDP-GTP, activa
PDE6 subunidades cataliticas mediante el desplazamiento de la subunidad inhibidora PDE6 del
sitio activo, estimulando asi la hidrélisis de GMPc. La disminucion de GMPc provoca la
desactivacion y cierre de las CNGCs fotorreceptoras en la membrana plasmatica cercana, lo que
resulta en la hiperpolarizaciéon de la membrana celular de fotorreceptores, la conversién de la
sefial luminosa en una sefial eléctrica y la iniciaciéon de los procesos de transduccién visual [57].
Sin embargo, inhibidores de PDES5 principalmente Sildenafil se asocian a trastornos visuales
debido a la actividad contra la PDE6 [61].

La familia de las nucleétido ciclico fosfidiesteras-9 (PDE9). Isoformas PDE9 hidrolizan
especificamente GMPc, con la mayor afinidad entre todas las familias de PDE. Veintiuin variantes
de empalme surgen a partir del gen tnico PDE9A (cromosoma 21q22.3), a pesar de este alto
numero de transcritos de ARNm, solamente PDE9A1 y PDE9A6 (llamado originalmente PDE9AS)
se han demostrado que se expresa. PDE9A humana se expresa en el bazo, intestino delgado, y el
cerebro, la expresion de la proteina PDE9A esta altamente conservada entre las especies y se
distribuye ampliamente por todo el cerebro de roedores, con la expresion relativa mas alta en las
neuronas de Purkinje y cerebelo. Poco se sabe acerca de la funcién de PDE9 en el cerebro (o en

cualquier otro lugar). El patrén de expresion PDE9A en cerebro de rata se asemeja mucho a la de
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la guanilato ciclasa soluble, lo que sugiere una posible asociacion funcional en la regulacién de los
niveles de GMPc que pueden desempefar un papel en el comportamiento, la cognicién y el
aprendizaje, y recientemente, un inhibidor de PDE9A-especifica, BAY 73-6691 se demostr6 para

mejorar el aprendizaje y la memoria en roedores [57].

2.7 Inhibidores de Fosfodiesterasas

2.7.1 Sildenafil

Los farmacos inhibidores mejor caracterizados son los de la PDE5 como: vardenafil (Levitra),
tadalafil (Cialis) y sildenafil (Viagra).

Citrato de Sildenafil es un polvo blanco cristalino con una solubilidad en agua de 3.5 mg/mL y un
peso molecular de 666.7 mg/mol., sildenafil fue sintetizado en la década de los 80. En un
principio se estudi6é su aplicaciéon en hipertension arterial sistémica y cardiopatia isquémica;
posteriormente se demostraron sus efectos sobre la PDE5 a nivel del cuerpo cavernoso con
incremento de la funcién eréctil (63). Asi como, en modelos animales con enfermedades
neuroldgicas, como ratas con lesion cerebrovascular embolica, la administracion de sildenafil ha
mostrado la mejora en la recuperaciéon funcional incluso cuando se administra una semana
después de la inducciéon de la lesién isquémica. Este efecto se asocié con una mejora de la
angiogénesis, neurogénesis, sinaptogénesis, remodelacidon axonal y oligodendrogénesis [52].

En el caso de EAE, el tratamiento con sildenafil después de la aparicién de la enfermedad
marcadamente reduce los signos clinicos de EAE mediante la prevencién de la pérdida axonal,
disminuye la infiltraciéon de células T, disminuye la activaciéon microglial y de macréfagos,

aumenta la presencia de células T reguladoras en la médula espinal y la promocién de la
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remielinizaciéon promoviendo la supervivencia de oligodendrocitos. Sugiriendo que el uso de este

farmaco puede ser beneficioso para el tratamiento de la EM [52,64].

2.7.2 BAY 73-6691

Es el primer inhibidor potente y selectivo de la fosfodiesterasa 9 (PDE9), que esta actualmente en
fase de desarrollo preclinico para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Este inhibidor
puede tener un uso potencial para el tratamiento de trastornos neurodegenerativos, como se
menciono anteriormente, para la enfermedad de Alzheimer, al mejorar la memoria a través de la
modulaciéon de la ruta NO/GMPc-PKG/CREB. Ademas, BAY 73-6691 reduce la adhesion de
neutrofilos en la enfermedad de células falciformes, lo que sugiere que la inhibicién de PDE9 de
dichas células puede constituir una estrategia importante para inhibir el proceso de vaso-
oclusivo en este trastorno [65,66,67]. Actualmente este inhibidor no se ha utilizado para modelos

experimentales de EM.
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2.8 Validacion de PCR en tiempo real.

2.8.1 Transcripcion reversa

El modelo de partida para una reaccién de PCR puede ser ADN o ARN. El ADN es por lo general el
modelo adecuado para estudiar el genoma de la célula o tejido (como en enfermedades genéticas
hereditarias, mutacion somatica en un tumor, o reordenamiento somatica en los linfocitos) y para
la deteccion de virus ADN. Para obtener informacion sobre la expresion génica en una célula o
tejido, o la presencia de ARN gendémico en un retrovirus como el VIH, el ARN es el modelo
apropiado. El ARN puede ser mejor que el ADN gendémico para la deteccion de cambios
estructurales en genes largos, ya que la amplificacion de la transcripcién empalmada de ARN en
lugar de la secuencia genémica reduce en gran medida la longitud del ADN, sin perder ninguna de
las regiones codificantes donde clinicamente pueden esperarse supresiones significativas.

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) combina la sintesis de
ADNCc a partir de modelos de ARN con PCR para proporcionar un método rapido, sensible para el

analisis de la expresion de genes (Fig. 20) [68].

| CELULA O TEJIDO |

¥

| AISLAMIENTO DE RNA |

¥

| SINTESIS DE DNAC (TRANSCRIPCIﬁN REVERSA-RT) |

¥

E =
l | AMPLIFICACION DE DNAc (PCR) | -

1) DESNATURALIZACION | —> | 2) ALINEAMIENTO |% | 3) EXTENSION

Figura 20. Diagrama esquematico de la PCR en Tiempo Real [68].
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La RT-PCR se utiliza para detectar o cuantificar la expresion de RNAm, a menudo de una pequeia
concentracion. El modelo para RT-PCR puede ser ARN total o poli (A) + RNA seleccionado.
Reacciones de RT pueden ser con cebadores aleatorios, oligo (dT) o un cebador especifico de gen
(GSP) utilizando una transcriptasa inversa. La RT-PCR puede llevarse a cabo bien en formatos de
dos pasos o de un paso. En dos etapas RT-PCR, cada paso se realiza en condiciones 6ptimas, la
sintesis de ADNc se realiza primero en buffer de RT y una décima fraccién de la reaccion se
elimina por PCR. En un solo paso RT-PCR y PCR tienen lugar secuencialmente en un solo tubo en

condiciones optimizadas tanto para RT y PCR [68].

2.8.2 RNA como material de inicio

PCR de transcripcion inversa cuantitativa (RT-PCR tiempo real) se utiliza cuando el material de
partida es ARN. En este método, el ARN se transcribe primero en ADN complementario (ADNc)
por transcriptasa inversa a partir de ARN total o ARN mensajero. El ADNc se usa entonces como
modelo para la reaccion de PCR en tiempo real. RT-PCR tiempo real tiempo real se utiliza en una
variedad de aplicaciones, incluyendo analisis de expresidon génica, validaciéon de RNAI, validacién
de micro arreglos, deteccidbn de patdgenos, pruebas genéticas y en la investigacion de

enfermedades [69].

2.8.3 Un paso vs dos pasos de RT-PCR tiempo real

RT-PCR tiempo real se puede realizar en un solo paso o un ensayo de dos etapas (Figura 21).
Ensayos de un solo paso combinan transcripcion inversa y PCR en un unico tubo y buffer,
utilizando una transcriptasa inversa junto con una ADN polimerasa. Un paso RT-PCR tiempo real

solamente utiliza cebadores especificos de secuencia. En los ensayos de dos pasos, la
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transcripcion inversa y de PCR tiempo real, se llevan a cabo en tubos separados, con diferentes

buffers optimizados, condiciones de reaccidn, y de estrategias de cebado [69].

v
»><¢

-

Primers de secuencia especifica

RT-qPCR

Un solo paso

|
o
RNAmM gy

RT

DNA Pol (}

Buffer
+

dNTPs

]

RT

Oligo (dt)s
Primers aleatorios
Primer de secuencia especifica

v
><«

-

o

¢ONA

qPCR

D

~N
N2 <

e

Primers de secuencia especifica
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2.8.4 Laeleccion de ARN total vs. ARNm

Figura 21. Ensayos de PCR [69].

En el disefio de un ensayo de RT-PCR tiempo real es importante para decidir si utilizar RNA total

o RNAm purificado como modelo para la transcripcién inversa. El RNAm puede proporcionar un

poco mas de sensibilidad, pero RNA total se utiliza a menudo porque tiene ventajas importantes

sobre RNAm como material de inicio. En primer lugar, se requieren menos etapas de purificacidn,

lo que garantiza una recuperacion mas cuantitativa del modelo y una mejor capacidad de

normalizar los resultados para el ndmero inicial de células. En segundo lugar, evitando cualquier

paso de enriquecimiento de RNAm, se evita la posibilidad de resultados sesgados debido a

diferentes rendimientos de recuperacion para diferentes RNAm. Tomados en conjunto, el ARN

total es mas conveniente para utilizar en la mayoria de los casos desde la cuantificacion relativa

de los blancos y mas importante para la mayoria de aplicaciones que la sensibilidad absoluta de

deteccion [69].
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2.8.5 Los cebadores para la transcripcion inversa

Tres enfoques diferentes pueden ser utilizados para cebar las reacciones de ADNc en ensayos de
dos pasos: cebadores oligo (dT), cebadores aleatorios, o cebadores especificos de secuencia
(Fig. 22). A menudo, se utiliza una mezcla de oligo (dT) y cebadores aleatorios. Estos cebadores

hibridan a la cadena de ARNm y proporcionan a la enzima transcriptasa inversa un punto de

partida para la sintesis [69].

Oligo dT estandar
3 5
— e o 45
5 MANA- _ ARRARARARAAAARA
V dGTP, dATP or dCTP
Oligo dT anclado
3 5
NVTTTTTTIT |
mRNA 'AAAAAAAAAAAAAAA 7
N  Cualquierbase
Primers aleatorios
B e -
NNNNNN NNNNNN
mRNA AAAAAA 3
Primers de gen especifico
3 5
"ACTTCGAAG
mRNA UGAAGCUUC AAAAAA 5

Figura 22. Cuatro métodos diferentes para la etapa de cebado de transcripcién inversa
en los ensayos de dos pasos de RT-PCR tiempo real [69].
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2.8.6 Las enzimas de la transcriptasa reversa

La transcriptasa inversa es la enzima que sintetiza ADNc a partir de ARN. Algunas enzimas
tienen actividad de RNAsa para degradar la cadena de ARN en el hibrido ADN-ARN después de la
transcripcion. Si una enzima no posee actividad RNAsa, un inhibidor de RNAsa se puede afiadir
para mejorar la eficiencia de la PCR tiempo real. Enzimas usadas cominmente incluyen a la
transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina y a la transcriptasa inversa del virus de la
mieloblastosis aviar. Para RT-PCR tiempo real, es ideal elegir una transcriptasa inversa con alta
estabilidad térmica, ya que esto permite la sintesis de ADNc que se lleva a cabo a temperaturas
mas altas, lo que garantiza el éxito en la transcripcion de ARN con altos niveles de la estructura
secundaria, y manteniendo su actividad completa durante toda la reaccién produciendo

rendimientos mas altos de ADNc [69].

2.8.7 Actividad del inhibidor de RNAasa sobre la transcriptasa inversa

El inhibidor de RNAsa degrada el ARN del duplex ARN-ADN para permitir la sintesis eficiente de
ADN de doble cadena. Sin embargo, con los modelos de ARNm largos, el ARN puede degradarse
prematuramente generando ADNc truncado. Por lo tanto, es generalmente beneficiosa
minimizar la actividad del inhibidor de RNAasa cuando se pretende producir transcripciones
largos para la sintesis de ADNc. En contraste, transcriptasas inversas con la actividad del
inhibidor de RNAsa suelen ser mas favorecidos en aplicaciones de PCR tiempo real porque

aumentan la fusién del duplex ARN-ADN durante los primeros ciclos de PCR (Fig. 23) [69].
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La actividad de la RNasa H degrada al RNAm causando DNAc truncado. |

—

Transcriptasa g

DNAc reversa

RNAm

Inactivacion de la actividad de la RNasa H resulta en un incremento del
rendimiento sobre productos de DNAcde cadena larga.

RNAm

sl o

Transcriptasa ’

DNAc reversa

Figura 23. Actividad del inhibidor de RNAsa sobre transcriptasas inversas [69].

2.8.8 Diseiio Primer

Los cebadores para la etapa de PCR tiempo real de la RT-PCR tiempo real, idealmente deben ser
disefiados para abarcar una juntura exdén-exon (Fig. 24). Este disefio reduce el riesgo de falsos
positivos de la amplificacion de cualquier contaminacién de ADN gen6mico, ya que la secuencia
de ADN gendmico que contiene intron-no se amplifica. Si los cebadores no pueden ser disefiados
para separar los exones o limites exdn-exon, es necesario tratar la muestra de ARN con RNAsa

libre de DNAsa [ o de dsDNAsa el fin de eliminar la contaminacién de ADN gendmico [69].
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Figura 24. Disefio del primer para el paso PCR tiempo real de RT-PCR tiempo real.

1) Si un cebador esta disefiado para abarcar un limite de exén-intrén, la posible contaminacién de ADN
genomico no se amplifica, debido a que el cebador no puede hibridarse al modelo. En contraste, el ADNc
no contiene intrones, se ceba y se amplifica eficientemente. 2) Cuando los cebadores flanquean un largo
intron (ejemplo 1 kb), la amplificacién no puede producirse porque el tiempo de extension es corta,

suficiente para una secuencia de ADNc corta, pero no para un blanco gendmico largo [69].

2.8.9 Controles para RT-PCR tiempo real

Un control de la transcripcién inversa (control -RT) debe ser incluida en todos los experimentos
de RT-PCR tiempo real, para la prueba de contaminacién de ADN (ADN gendmico o de producto
de PCR a partir de una ejecucién anterior). Un control contiene todos los componentes de
reaccion a excepcion de la transcriptasa inversa. La transcripcion inversa no se deberia producir
en este control, asi que si se ve la amplificacion por PCR, es mas probable que deriva de la

contaminacion de ADN [69].
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2.8.10 Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés) es un método utilizado
para amplificar regiones génicas especificas. En esta técnica de PCR se requieren los siguiente
componentes: templado (DNA), primers o cebadores (continua y reversa), buffer, MG2+,
Deoxinucleétidos trifosfatos (ANTPs) y DNA polimerasa (Taq). La reaccidon de PCR se realiza en
un termociclador y consta de tres etapas: 1) Desnaturalizacion del templado a 95 °C;
2) Alineamiento de los primers sobre el templado a 60 °C; y 3) Extension de la nueva cadena,
generando un nuevo amplicén a 72 °C. La PCR en tiempo real (PCR-RT) utiliza los mismos
componentes que una PCR convencional solo que se agrega fluorescencia a cada reaccion antes
de la amplificacion, permitiendo monitorear ciclo a ciclo el producto de PCR mediante cambios de
la sefial de fluorescente generada durante las tres etapas de PCR. Actualmente los agentes
reporteros mas comunes, utilizados para ensayos de PCR-RT son: 1) SYBR Green y 2) Sondas
TagMan [70].

SYBR Green es un intercalante de bases que se une al surco menos de DNA. Al intercalarse y ser
excitado mediante una fuente luminosa, genera una sefal fluorescente que es detectada por el
sistema Optico del equipo de PCR-TR. Asi, el aumento de la sefial fluorescente es proporcional al
amplicon. SYBR Green es una molécula que se una a cualquier DNA de doble cadena, por lo tanto
puede considerarse que tiene una unidn inespecifica, al trabajar con SYBR Green es importante

realizar un proceso de validacion (Fig. 25).
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Figura 25. Método no especifico de union de SYBR Green.

Cuando el SYBR Green esta unido al ADN de doble cadena, es excitado a una longitud de

onda de 480 nm, mientras que la longitud de onda de emisién corresponde a 520 nm

[71].
La PCR cuantitativa en tiempo real basada en fluorescencia por su capacidad para detectar y
medir diminutas cantidades de acidos nucleicos en una amplia gama de muestras de numerosas
fuentes, es la tecnologia que permite por excelencia el diagndstico molecular en ciencias de la
vida, la agricultura y la medicina. Ademas de su uso como una herramienta de investigacion,
muchas aplicaciones de diagndstico se han desarrollado, incluyendo cuantificacién microbiana, la
determinacion de la dosis génica, identificacion de transgenes en los alimentos modificados
genéticamente, la evaluacién del riesgo de recurrencia del cdncer, y aplicaciones para el uso

forense. Esta popularidad se refleja en el prodigioso nimero de publicaciones que reportan datos
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de PCR tiempo real, en los que se utilizan invariablemente diversos reactivos, protocolos, analisis,
métodos y formatos de presentacion en los informes. Esta notable falta de consenso sobre la
mejor manera de llevar a cabo experimentos de PCR en tiempo real tiene la consecuencia adversa
de perpetuar una serie de graves deficiencias que agravan su estatus como un criterio
independiente. Las deficiencias técnicas que afectan el rendimiento del ensayo incluyen lo
siguiente: (a) el almacenamiento de muestras inadecuadas, la preparacion, y la calidad del acido
nucleico, produciendo resultados variables; (B) mala elecciéon de cebadores, de sondas para la
PCR, que conducen a ineficientes y menos robusto rendimiento del ensayo; y (c) los datos
inapropiados y analisis estadisticos, producen resultados que pueden ser muy engafosos. En
consecuencia, existe el peligro real de la literatura cientifica siendo corrompido con una multitud
de publicaciones que informaran resultados insuficientes y contradictorios.

Se debe recordar que la deteccion de la presencia de un RNAm no proporciona ninguna
informacion sobre si el RNAm se traduce en una proteina o, de hecho, si una proteina funcional se
traduce en absoluto. Otros métodos de cuantificaciéon de proteinas no son siempre capaces de
corroborar los datos cuantitativos de RNAm celular. Estd bien establecido que existe con
frecuencia una falta de concordancia de datos entre expresion de RNAm y concentracion de
proteinas, que es particularmente cierto para el RNAm que especifica para las proteinas que
forman parte de complejos proteicos multifuncion. Finalmente, el conocimiento de la presencia y
funcién de micro RNAs especificos es importante para la comprension de la expresion génica.
También es necesario ser conscientes de que los datos de cuantificacién de RNA no son absolutos,
sino relativos. Por lo tanto, los genes de referencia o materiales utilizados para la normalizacién
son criticos, y cualquier evaluacién de la validez de un experimento en PCR tiempo real también

debe considerar la conveniencia de la cuantificacion relativa.
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Gran parte de la varianza en los valores de expresion reportados en los experimentos de PCR
tiempo real, no es simplemente debido a la variacion en los protocolos experimentales, también
es causado por las correcciones aplicadas por diversos tratamientos de los datos algoritmicos,
cada uno de lo que hace su propio supuesto sobre los datos. En consecuencia, aunque la PCR en
tiempo real con frecuencia se ha proclamado una “técnica estdndar de oro”, en la practica esta
"técnica" es una variable y el informe de los resultados requiere una considerable sofisticacién de

andlisis e interpretacién [70,71].

2.8.11 Eficiencia de PCR cuantitativa

Los ensayos de PCR tiempo real por lo general se correlacionan con una alta eficiencia de PCR. La
eficiencia PCR es particularmente importante cuando se presentan informes de concentraciones
de RNAm para los genes blancos en relacion con los de genes de referencia. El método AACr es
uno de los métodos populares para determinar diferencias en las concentraciones entre las
muestras y se basa en una comparacion cuantitativa de una secuencia blanco, normalizada con
un referencia interna y comparada con un calibrador. La diferencia de los valores Cr (ACt) entre
el gen blanco y el gen de referencia se calcula, y el valor Cr de las diferentes muestras se compara
directamente. Los 2 genes deben estar amplificados con eficiencias similares para que puedan ser
comparables. La eficiencia de amplificacién de PCR se debe establecer por medio de curvas de
calibracidn, porque tal calibracion proporciona una indicacién simple, rapida y reproducible de la
eficiencia media de PCR, la sensibilidad analitica, y la robustez del ensayo. La eficiencia de
amplificacion debe determinarse a partir de la pendiente log-lineal de la curva de calibracidn.
Especificamente, el logaritmo de la concentracién de la plantilla inicial (la variable

independiente) se traza en el eje X y los valores Cr (la variable dependiente) se traza en el eje Y.

56




FES ZARAGOZA

El maximo teorico de 1,00 (o 100%) indica que la cantidad de producto se duplica con cada ciclo.
Las curvas de calibracién para cada objetivo cuantificado deberan incluirse con el manuscrito
presentado para que esta informacion se ponga a disposicion de los evaluadores. Diferencias en
la eficiencia de PCR producira curvas de calibracién con diferentes pendientes. Como
consecuencia, las diferencias entre los valores Cr de los objetivos y las referencias no
permaneceran constantes y los calculos de concentraciones relativas serdn inexactos,
produciendo resultados engafiosos. La validaciéon corrobora que solo un producto de
amplificacion se esta generando en la reaccién y que la fluorescencia registrada corresponde a
ese producto en particular y no a productos inespecificos o dimeros de cebadores (ensayo de
disociacion), asi como, comprobar que la eficiencia de amplificacién de ambos genes (endégeno y

blancos) sean los mismos y cercanos al 100% [71,72,73].

2.8.12 Rango dinamico linear.

El rango dindmico de una reaccion es lineal (del mas alto al mas bajo, del nimero de copias
cuantificables establecido por medio de una curva de calibracion) debe ser descrito.
Dependiendo de la plantilla utilizada para generar curvas de calibracion, el rango dinamico debe
cubrir por lo menos 3 oOrdenes de magnitud e idealmente debe extenderse de 5 o 6
concentraciones a log10. Los coeficientes de correlacién (valores de r2) deben ser reportados

[72].

2.8.13 Normalizacion.
La normalizaciéon es un componente esencial para un fiable ensayo de PCR-RT porque este
proceso controla las variaciones en el rendimiento de la extraccién, el rendimiento de la

transcripcion inversa y la eficiencia de amplificacién, permitiendo asi la comparacién de las

57




FES ZARAGOZA

concentraciones de RNAm a través de diferentes muestras. El uso de genes de referencia como
controles internos es el método mas comun para la normalizaciéon de datos de RNAm celulares;
sin embargo, aunque el uso de genes de referencia es cominmente aceptado como la estrategia
de normalizacion mas apropiada, su utilidad debe ser validada experimentalmente para los
tejidos o tipos de células en particular y especifica para los disefios experimentales.
Desafortunadamente, aunque existe una mayor conciencia de la importancia de la validacién
sistematica, la utilizacién inapropiada de genes de referencia para la normalizacién causa efectos
potencialmente muy engafiosos, estas consideraciones estan siendo ampliamente ignoradas. En
consecuencia, muchos andlisis moleculares de PCR-RT adn contienen datos que estan mal
normalizados. La normalizacién implica la presentacion de informes de las concentraciones de
RNAm de los genes de interés con los genes de referencia. El RNAm de genes de referencia debe
ser expresado de forma estable, y sus abundancias deben mostrar fuerte correlaciéon con las
cantidades totales de RNAm presente en las muestras. La normalizacién en contra de un gen de
referencia individual no es aceptable a menos que los investigadores presentan pruebas claras
para los revisores que confirma que su expresion es invariante bajo las condiciones
experimentales descritas. El nimero 6ptimo y la eleccidon de los genes de referencia debe ser

determinado experimentalmente y el método reportado [72,73].

2.8.14 Curvas de validacion

La validacidn se representa con tres tipos de Figuras:

1. Curva de disociacién o curva Melt: En éste la temperatura se incrementa gradualmente
hasta 95 °C, registrando la intensidad de fluorescencia durante el proceso. Al incrementar la

temperatura, las cadenas de DNA se desnaturalizan, disminuyendo la intensidad de
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fluorescencia, al llegar a la Tm del amplicon, la velocidad de disociacion se incrementa dado
que el 50% del producto de amplificacion se encuentra desnaturalizado, la curva de

disociacién presentara un punto de inflexién a esta temperatura [70,71] (Fig. 26).
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Figura 26. Curva de disociacion o curva Melt.

Se puede observar un tnico pico de amplificacion, que indica la especificidad de la reaccion, la

linea de abajo corresponde al control negativo, el cual no amplificé [71].

2. Curva de Amplificacién: Muestra el curso, progreso de la reaccién y determina el ciclo en el

cual cada muestra consigue llegar al umbral de deteccién “Cr”. De esta forma, el Cres un valor
fraccional que indica cuantos ciclos le tomo a cada muestra generar la cantidad suficiente de
fluorescencia para llegar al umbral de deteccion. Entre mas concentrada este la dilucion

menor sera su valor Cr [70] (Fig. 27).
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Figura 27. Curva de amplificacion de PCR en tiempo real.

La amplificacion se detecta en cada ciclo de la reaccién, midiendo el

incremento de la fluorescencia que es proporcional al aumento de ADN [71].

3. Grafica de curva estandar: Esta curva estandar se representa como la regresion del valor Cr
contra el logaritmo del factor de dilucion empleado en ese punto (Fig. 28). Donde la
pendiente que resulta de esta grafica es la que se toma en cuenta para estimar la eficiencia de

amplificacion [70].
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Figura 28. Esquema de la curva estandar.

En el eje de la X se grafica el logaritmo del factor de dilucién,
en el eje de la Y es el valor Cr resultante en la amplificacion de

cada uno de ellos.

Un valor de pendiente de -3.32 equivale a una reacciéon del 100% donde la cinética de
amplificacion tiene un comportamiento 2", a partir de una molécula de DNA se generan 2
moléculas de DNA. Mientras que pendientes mas negativas (ej. -3.9) indican una eficiencia menor
al 100% lo que podria deberse a la presencia de un inhibidor; por otro lado, pendientes mas
positivas (ej. -2.5) puede atribuirse a la calidad de muestra o problemas de pipeteo. La férmula
por la cual se puede calcular la eficiencia de la reaccion es: E = (10-1/pendiente_17) x 100. Para validar
la reaccion, la eficiencia aceptable debe ser 90-110% para métodos de PCR cuantitativos, y la

correlaciéon debe ser r2 > 0.98. Ademas, la curva debe incluir al menos 5 puntos de dilucién [70].
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3 JUSTIFICACION

La esclerosis multiple es una enfermedad autoinmune del sistema nervioso central; ocasionando
incapacidad, de avance progresivo y usualmente mortal. Actualmente los tratamientos para la EM
se enfocan en administrar agentes inmunomoduladores y sintomaticos que aunque parezcan
beneficiosos no reparan las zonas desmielinizadas, ni la progresion de la enfermedad. El interés
farmacéutico en las enzimas fosfodiesterasas se ha vuelto importante, debido a su relevante
funcién en la regulacion de los segundos mensajeros y asi en las diferentes vias de sefializacion
que promueven la remielinizacién. Por lo que el uso y la evaluacién de inhibidores de enzimas
fosfodiesterasas, resulta novedoso para el desarrollo de estrategias en busca de nuevos
tratamientos para la EM. Recientemente en modelos de EAE, el tratamiento diario con sildenafil
aminora los sintomas clinicos y neuropatologia, regulando la infiltraciéon de células inflamatorias
y aumentando el nimero de axones remielinizantes. Sin embargo, en modelos experimentales in
vitro, no se ha mostrado que los inhibidores de fosfodiesterasas promuevan la sintesis de mielina.
Por lo que en este presente estudio se evaluaron los efectos de sildenafil, inhibidor de la PDE5
probado en modelos de EAE; asi como BAY 73-6691 el primer inhibidor selectivo de PDE9, sobre

la expresion de genes y proteinas de mielina en células oligodendrogliales.
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4 HIPOTESIS

Los inhibidores de enzimas fosfodiesterasas sildenafil y BAY 73-6691 inducen la expresion de los
genes y la sintesis de proteinas de mielina CNPasa, MBP y MOG en células oligodendrogliales de

rata.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Determinar si los inhibidores de enzimas fosfodiesterasas sildenafil y BAY 73-6691 inducen la

sintesis de mielina en células oligodendrogliales de rata.

5.2 Objetivos Particulares

1) Elaborar curvas de dosis-respuesta de sildenafil y de BAY 73-6691, para determinar las

concentraciones no letales.

2) Estimular células precursoras oligodendrogliales con sildenafil y, BAY 73-6691.

3) Realizar la validacion de la técnica de cuantificacion de genes por PCR tiempo real.

4) Cuantificar por PCR tiempo real los genes de mielina CNPasa, MBP y MOG.

5) Cuantificar por PCR en tiempo real los genes reguladores Hes1, Hes5, Rock2, Id2 e Id4.

6) Realizar la cuantificacién relativa de proteinas de mielina CNPasa y MBP mediante

inmunofluerecencia indirecta.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Metodo de obtencion y purificacion de células precursoras oligodendrogliales.

Las ratas neonatas (3-5 dias) Wistar fueron anestesiadas con Isofluorano y desinfectadas con
etanol al 70%. Las ratas se decapitaron, el cerebro se extrajo asépticamente y se colocé en una
caja petri. Los l6bulos del cerebro fueron separados y se removieron las meninges; los l6bulos del
cerebro se cortaron en pequefios pedazos y se colocaron en medio de cultivo DMEM. El tejido
obtenido fue centrifugado a 2,000 rpm por 1 min, se decanté el sobrenadante, se realizé un
proceso de digestidon con enzima papaina y se dejé en incubacién por 45 min a 37 °C. El proceso
fue detenido agregando una solucién con inhibidor de tripsina y se dejé en incubacién por 4 min
a 37 °C. Cuidadosamente el sobrenadante se removio, se hizo un lavado con medio de cultivo y
fue centrifugado a 1,200 rpm por 10 min. El sobrenadante fue eliminado, se resuspendié el pellet
con medio DMEN y se cultivé en frascos T-75. El cultivo se dejé en incubacién a 37 °C con 5% de
CO2 y se realizaron cambios de medio dos veces por semana durante 15-16 dias. Transcurridos
los dias, las células precursoras de oligodendrocitos se purificaron de la siguiente manera: Primer
dia.- Se agitaron los frascos de cultivo a 180 rpm por 2 hrs. a 37 °C y se hizo un cambio de medio
de cultivo. Nuevamente se dej6 en agitacion a 180 a 37 °C toda la noche para separar la microglia
y oligodrendroglia de la capa de astrocitos. Los pozos de la placa de cultivo se bloquearon con
Poli-D-lisina (PDL) con una concentracién de 0.5 mg/ml en PBS, se adicionaron 0.4 ml por cada
pozo de la placa de cultivo y se dejaron en incubaciéon toda la noche a 4 °C. Cuando se requirié de
ensayos de inmuno-tinciéon se colocaron cubreobjetos de 150 mm de diametro dentro de los
pozos antes de bloquear con PDL. Segundo dia.- Se colect6 el sobrenadante de los frascos de

cultivo y se colocé en un caja Petri de polietileno, la cual se dejé en incubacién por 30 min (37 °C,
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5% COz2). Se tomo el sobrenadante de las cajas petri, se centrifugo por 10 minutos a 1,500 rpm, el
sobrenadante fue eliminado y se resuspendi6 el pellet en 1 ml de medio Sato. Las células fueron

contadas en una cdmara de Neubauer y se adicionaron 30,000 células por pozo.

6.2 Tratamiento con inhibidores de fosfodiesterasas.

6.2.1 BAY 73-6691

Para determinar la dosis éptima de BAY 73-6691 sobre las células oligodendrogliales, el farmaco
BAY 73-6691 fue diluido en etanol absoluto, teniendo una solucién stock de 10 mM. Se realizaron
diluciones seriadas de 100 uM, 10 pM, 1 pM, 0.1 pM y de 0.01 puM., para efectuar un curso
temporal de diez dias de dosis respuesta en células oligodendrogliales, definiendo como grupo

control al vehiculo etanol.

6.2.2 Sildenafil

Para determinar la dosis del Citrato de sildenafil sobre las células oligodendrogliales, el farmaco
sildenafil fue diluido en etanol absoluto, teniendo una solucién stock de 5 mM. Se hicieron
diluciones seriadas de 100 uM, 10 pM, 1 pM, 0.1 pM y de 0.01 uM., para efectuar un curso
temporal de diez dias de dosis respuesta en células oligodendrogliales, definiendo como grupo

control al vehiculo etanol.

6.3 Metodo de extraccion y purificacion de RNA.

La extraccién y purificacién de RNA se realizé utilizando reactivos y columnas de silica-gel de
RNeasy Mini Kit QIAGEN. Los oligodendrocitos fueron lisados de manera directa con solucién
buffer RLT mas f—mercaptoetanol, agregando 350 uL de buffer RLT por cada pozo de la placa de

cultivo. El lisado celular fue colectado y transferido a la columna de afinidad (RNeasy Mini Spin

66




FES ZARAGOZA

Columns). El lisado celular se centrifugé a 14,000 rpm por 2 minutos para eliminar los detritos
celulares, la columna se descart6 y al sobrenadante se le adicion6é 350 pl de etanol al 70%
obteniendo un volumen de 700 pL, el cual fue transferido a la columna (QIAshredder Spin
Columns). Los 700 pL del sobrenadante fueron centrifugados a 10,000 rpm por 2 minutos, el
sobrenadante se descartd y a la columna fueron adicionados 350 pL de solucion buffer RWI. La
columna fue centrifugada a 10,000 rpm por 2 minutos, el sobrenadante fue descartado y se
adicionaron 80 pL de la mezcla de DNAsa (70 uL. RDA mas 10 puL DNAsa) dejando en incubacién
durante 15 minutos a T° ambiente. Transcurrido el tiempo se adicionaron 350 uL de buffer RWI,
la columna fue centrifugada a 10,000 rpm por 2 minutos y el sobrenadante fue eliminado.
Posteriormente, a la columna se le adicionaron 500 pL de buffer RPE, centrifugada a 10,000 rpm
por 2 minutos y eliminado el sobrenadante resultante. A la columna fueron adicionados
nuevamente 500 uL de buffer RPE, centrifugada a 10,000 rpm por 2 minutos y el sobrenadante
resultante fue eliminado. La columna se sec6 por centrifugaciéon a 14,000 rpm por 2 minutos y
traspasada a un tubo eppendorf de 1.5 ml nuevo, el resto fue desechado. Finalmente, a la columna
fueron adicionados 30 pL de agua libre de RNAsa dejando en incubaciéon durante 4 minutos,
transcurrido el tiempo la columna fue centrifugada a 10,000 rpm por 2 minutos, las muestras

obtenidas fueron congeladas -20 °C.

6.4 Metodo de sintesis de cDNA por PCR-Transcripcion Reversa.

La sintesis del cDNA se realizé utilizando High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. De
acuerdo con el fabricante, el volumen total para la reaccion de RT-PCR fue de 20 uL, que incluyo
10 uL de RNA purificado y 10 uL. de master mix. El master mix se realiz6 segun la cantidad de

muestras (Tabla 3), que contuvo H20, dNTP mix, buffer 10x, random primers, inhibidor de
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RNAasa y Transcriptasa inversa. Todas las sintesis de cDNA se realizaron en un termociclador
(Aplied Biosystems Step One), usando como protocolo de reaccién: incubaciéon a 25 °C por 10
minutos, sintesis a 37 °C por 120 minutos, detener la reaccién a 85 °C por 5 minutos. Al finalizar
la reaccidn, las muestras de cDNA se congelaron a -20 °C.

Tabla 3. Componentes del master mix High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit.

Cantidad de muestras. Volumen en pL
Componentes | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15
H20 32 | 64 | 96 |128| 16 |19.2 (224 |25.6|28.8| 32 | 352|384 |41.6|44.8| 48
dNTP mix 08 | 1.6 | 24 | 3.2 4 48 | 56 | 64 | 7.2 8 88 | 9.6 |104|11.2| 12
Buffer 10x 2 4 6 8 10 | 12 14 | 16 | 18 | 20 | 22 | 24 | 26 | 28 | 30
Rand primers 2 4 6 8 10 | 12 14 | 16 | 18 | 20 | 22 | 24 | 26 | 28 | 30
RNAasa inhi. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 14 | 15
Trancriptasa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 | 15

6.5 Curva de validacion de la expresion de genes de mielina.

El DNAC fue sintetizado al 3° dia de cultivo de células oligodendrogliales, como anteriormente fue
mencionado. A partir de la muestra de cDNA se realizaron diluciones en base 5. El volumen total
para cada reaccion de PCR-RT fue de 20 uL, que incluyo 5 uL. de DNAc de las diluciones y 15 uL de
master mix. El master mix contuvo H20, primers de cadena continua y reversa a una
concentracion final de 5 pM y SYBR Green supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
constituido por 50 unidades/ml de iTaq/DNA polimerasa, 6 mM MgClz, 0,4 mM de cada dNTP, y
20 nM de fluoresceina. Todas las amplificaciones y curvas de validacion se hicieron en un equipo
de PCR-RT (Aplied Biosystems Step One Real-Time PCR), usando como protocolo de validacion el
siguiente: desnaturalizaciéon a 95 °C por 5 minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturalizacién a
95 °C por 1, alineacion a 60 °C por 15 segundos y la extensién a 75 °C por 1 minuto, ademas se
programod al equipo para la elaboracion de la curva de disociacion. Al terminar la validacién se

realizaron las curvas estandar.
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6.6 Metodo de cuantificacion relativa de genes por PCR-Tiempo Real.

El volumen total para cada reacciéon de PCR-RT fue de 20 uL, que incluyo 5 uL. de cDNA de la
muestra y 15 uL de master mix. El master mix se realiz6 segin la cantidad de muestras (ver tabla
4), que contuvo H20, primers de cadena continua y reversa a una concentracién final de 5 pM y
SYBR Green supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) constituido por 50 unidades/ml de
iTaq/DNA polimerasa, 6 mM MgClz, 0,4 mM de cada dNTP, y 20 nM de fluoresceina. Todas las
amplificaciones y cuantificaciones se hicieron en un equipo de PCR-RT (Aplied Biosystems Step
One Real-Time PCR), usando como protocolo de reaccidn el siguiente: desnaturalizacion a 95 °C
por 5 minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 1, alineacién a 60 °C por 15
segundos y la extension a 75 °C por 1 minuto. Al terminar la reacciéon de PCR en tiempo real se
determinaron los valores Ct para cada muestra.

Tabla 4. Componentes de master mix iTAQ Universal SYBR GREEN Supermix

GEN GPADH Cantidad de muestras. Volumen en pL
Componentes | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15
H20 3.5 7 |1105| 14 | 175 21 |245| 28 |31.5| 35 [385| 42 |455]| 49 | 525
Primer Fwd 12 | 24 | 3.6 | 48 6 72 |84 |96 108 12 |13.2|144|15.6|16.8| 18
Primer Rev 0306 |09 |12]| 15|18 | 21| 24 | 27 3 33 (36 |39]| 42| 45
SYBR Green 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100 | 110 | 120 | 130 | 140 | 150
GENX Cantidad de muestras. Volumen en pL
Componentes | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15
H20 26 | 52| 78 [104] 13 |156|18.2|20.8 234 | 26 |28.6|31.2|33.8|364| 39
Primer Fwd 12 | 24 | 3.6 | 48 6 72 |84 |96 (108 12 |13.2|144|15.6|16.8| 18
Primer Rev 1.2 | 24| 3.6 | 48 6 72 |1 84|96 |108] 12 |13.2|144|156|16.8| 18

SYBR Green 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100 | 110 | 120 | 130 | 140 | 150

* Gen X (genes de mielina y genes reguladores).
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6.7 Metodo para ensayos inmunofluerecencia indirecta.

Las células oligodendrogliales fijadas con paraformaldehido al 4% el dia 3 de cultivo, fueron
colocadas en una camara huimeda. Las células se bloquearon con una diluciéon 1:10 de suero
normal de cabra durante 45 min hora, y lavadas tres veces con PBS. Los anticuerpos primarios
fueron diluidos de acuerdo a la tabla 5. Los anticuerpos diluidos fueron adicionados a las células
oligodendrogliales, en un volumen de 100 uL por muestra. Las muestras fueron incubadas toda la
noche a 4° C.

Tabla 5. Diluciones de trabajo de anticuerpos.

Anticuerpo Dilucién Usada
Anti-CNPasa, Millipore 1:500
Anti-MBP, Millipore 1:500
Alexa Fluor 488 IgG, Invitrogen 1:500
Alexa Fluor 488 IgM, Life technologies 1:500
Alexa Fluor 594 IgG, Invitrogen 1:500

Al dia siguiente, las células oligodendrogliales fueron lavadas con PBS tres veces, y se les agregd
un volumen de 100 pL del anticuerpo secundario marcados con AlexaFluor 488 6 AlexaFluor 594,
de acuerdo a la tabla 5, posteriormente se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente, en
obscuridad. Después de la incubacion, las células se lavaron tres veces con PBS y se les agrego un
volumen de 50 uL de 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) durante 5 minutos, para tincién de nucleos.
Posteriormente, las células oligodendrogliales se lavaron tres veces con PBS y fueron montadas
en glicerol en un portaobjetos. Las células fueron analizadas en un microscopio de fluorescencia
vertical Zeiss Axistar D2. Todas las condiciones fueron analizadas en 9 campos por duplicado, en

experimentos por triplicado.
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6.8 Analisis Estadistico

Para comparar las medias de los grupos se empled analisis de varianza de una via (ANOVA).
Cuando el ANOVA mostré diferencias significativas entre los grupos, se aplicé la comparacion
multiple de Tukey para identificar diferencias en pares de grupos. Para determinar las
diferencias entre una variable en un punto determinado de tiempo se realizé la prueba T no
pareada, cuando sélo se tuvieron dos grupos de comparacion. Las pruebas estadisticas se
realizaron usando el programa Sigmaplot 12.0 y GraphPad Prim 5. Los valores con diferencias

significativas (p) se marcaron de la siguiente manera:

x = P<0.0001
= P<0.001
* = P<0.01
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7 RESULTADOS

7.1 Validacion de la técnica de cuantificacion de genes de mielina por PCR-Tiempo

Real.
La validacidn de la técnica de cuantificacién de genes por PCR-Tiempo real mostré que tanto el
gen enddgeno GAPDH y los genes usados para expresion de mielina CNPasa, MBP y MOG cuentan

con las eficiencias 6ptimas de operacién como se muestra a continuacion.

Tabla 6. Valores obtenidos por la validacion de los genes.

GEN VALOR MELT r2 Valor de la pendiente Eficiencia (%).
(°C) Referencia 90-110%
GPADH 80 0.999 -3.4539 95
CNPasa 78 0.999 -3.3409 99
MBP 78 0.998 -3.2185 105
MOG 79 0.991 -3.2998 101
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7.1.1 Validacion de la reaccion para cuantificar al gen GAPDH

El gen GAPDH, usado como gen de referencia para las validaciones, presenté una curva de
disociacion que mostré un solo pico de desnaturalizacion (Fig. 29A) con un valor de disociacion
MELT de 80°C, (Tabla 6). La curva de validaciéon dio como resultado una regresion lineal de

r2=0.9992, con un valor de pendiente de -3.4539 (Fig. 29B), que equivale a una eficiencia de 95%.
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Figura 29. Validacion de la cuantificacion de GAPDH.

a) Curva de disociacién. b) Curva de validacion.
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7.1.2 Validacion la reaccion para cuantificar al gen CNPasa

El gen CNPasa usado como gen de expresidon de mielina presenté un valor de disociacién MELT
de 78 °C, (Tabla 6). Asi como, una curva de disociacion que mostré un solo pico de
desnaturalizacion (Fig. 30A). La curva de validaciéon di6 como resultado una regresion lineal de
r2=0.9994, con un valor de pendiente de -3.3409 (Fig. 30B), que equivale a una eficiencia de 99%,

es decir que la eficiencia de reaccién se encuentra dentro del limite para validar el método entre

90-110%.
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Figura 30. Validacion de la cuantificacion de CNPasa

a) Curva de disociacion. b) Curva de validacion.
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7.1.3 Validacion la reaccion para cuantificar al gen MBP

El gen MBP usado como gen de expresién de mielina present6 un valor de disociacion MELT de
78°C, ver Tabla 6. Asi como una curva de disociacibn que mostré un solo pico de
desnaturalizacion (Figura 31A). La curva de validacion dio como resultado una regresion lineal
de r2=0.9985, con un valor de pendiente de -3.2185 (Fig. 31B), que equivale a una eficiencia de
105%, es decir que la eficiencia de reaccién se encuentra dentro del limite para validar el método

entre 90-110%.
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Figura 31. Validacion de la cuantificacion de MBP.

a) Curva de disociacién. b) Curva de validacion.
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7.1.4 Validacion la reaccion para cuantificar al gen MOG

El gen MOG usado como gen de expresion de mielina presentdé un valor de disociaciéon MELT de
78°C, ver Tabla 6. Asi como, una curva de disociacibn que mostr6 un solo pico de
desnaturalizacion (Fig. 32A). La curva de validacidon di6 como resultado una regresion lineal de
r2=0.9913, con un valor de pendiente de -3.2998 (Fig. 32B), que equivale a una eficiencia de
101%, es decir que la eficiencia de reaccién se encuentra dentro del limite para validar el método

entre 90-110%.
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Figura 32. Validacion de la cuantificacion de MOG.

a) Curva de disociacion. b) Curva de validacion
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7.2 Efecto de BAY 73-6691 sobre la expresion de genes y proteinas de mielina.

Se observo que la concentracién Optima de estudio en que las células oligodendrogliales
expresaron menos efectos citoxicos, fue de 40 uM, en comparacion con el grupo con etanol, a la
misma concentraciéon que las tratadas con BAY 73-6691. Por lo que se utilizo, la dosis de 40 uM
para evaluar el efecto de BAY-73-6691 en la expresion de genes de mielina, a los dias 1, 3, 6 y 10
de cultivo, mediante PCR-Tiempo Real. Asi como, para evaluar el efecto en la expresién relativa

de proteinas de mielina, al 3° de cultivo, mediante inmunofluorecencia indirecta.
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7.2.1 Efecto de BAY 73-6691 en la expresion del gen de mielina CNPasa.
En las células oligodendrogliales tratadas con 40 uM de BAY 73-6691, observamos una
disminucién en la expresién relativa de CNPasa, los dias 3 y 7 de cultivo, con una reduccién del

15% (p=0.0001) y 44% (p=0.0001) respectivamente, con respecto al control (Fig. 33).
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Figura 33. Curva de expresion del gen CNPasa en células oligodendrogliales
tratados con BAY 73-6691 durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 40 uM de BAY 73-
6691 o etanol (control), los dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue utilizado
para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por
PCR en tiempo real las concentraciones con respecto a la expresion de GAPDH.

*#*p<0.0001 (prueba multiple de Tukey).
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7.2.2 Efecto de BAY 73-6691 en la expresion del gen de mielina MBP.

En las células oligodendrogliales tratadas con 40 uM de BAY 73-6691, observamos una
disminucién en la expresion relativa de MBP, el dia 7 de cultivo, correspondiendo al 53.9 %

(p=0.0001), con respecto al control (Fig. 34).
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Figura 34. Grafica 6. Curva de expresion del gen MBP en células oligodendrogliales
tratados con BAY 73-6691 durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 40 uM de BAY 73-
6691 o etanol (control), los dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue utilizado
para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por PCR
en tiempo real las concentraciones con respecto a la expresién de GAPDH. ***p<0.0001

(prueba multiple de Tukey).
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7.2.3 Efecto de BAY 73-6691 en la expresion del gen de mielina MOG.

En las células oligodendrogliales tratadas con 40 uM de BAY 73-6691, observamos una
disminucién en la expresion relativa de MOG, el dia 7 de cultivo, correspondiendo al 70.4 %

(p=0.0001), con respecto al control (Fig. 35).
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Figura 35. Curva de expresion del gen MOG en células oligodendrogliales
tratados con BAY 73-6691 durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 40 uM de BAY 73-
6691 o etanol (control), los dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue utilizado
para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por
PCR en tiempo real las concentraciones con respecto a la expresion de GAPDH.

*#*p<0.0001 (prueba multiple de Tukey).
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7.2.4 Efecto de BAY 73-6691 en la expresion de gen regulador Hes1.
En las células oligodendrogliales tratadas con 40 uM de BAY 73-6691, observamos una
disminucién en la expresion relativa de Hes1, el dia 10 de cultivo, correspondiendo al 66.43%

(p=0.001), con respecto al control (Fig. 36).
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Figura 36. Curva de expresion del gen regulador Hesl en células
oligodendrogliales tratados con BAY 73-6691 durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 40 uM de BAY 73-
6691 o etanol (control), los dias 1, 3, 6 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue utilizado
para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por
PCR en tiempo real las concentraciones con respecto a la expresiéon de GAPDH.

*#*p<0.001 (prueba multiple de Tukey).
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7.2.5 Efecto de BAY 73-6691 en la expresion de gen regulador Hes5.
En las células oligodendrogliales tratadas con 40 uM de BAY 73-6691, observamos un aumento
en la expresién relativa de Hes5, el dia 10 de cultivo, correspondiendo al 22.21% (p=0.001), con

respecto al control (Fig. 37).
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Figura 37. Curva de expresion del gen regulador Hes5 en células
oligodendrogliales tratados con BAY 73-6691 durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 40 uM de BAY 73-
6691 o etanol (control), los dias 1, 3, 6 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue utilizado
para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por
PCR en tiempo real las concentraciones con respecto a la expresion de GAPDH.

*¥P<0.001 (prueba multiple de Tukey).

82




FES ZARAGOZA

7.2.6 Efecto de BAY 73-6691 en la expresion de gen regulador Rock2.

En las células oligodendrogliales tratadas con 40 pM de BAY 73-6691, observamos una
disminucién en la expresion relativa de Rock2, el dia 6 de cultivo, correspondiendo al 22.8%
(p=0.0001). Asi como, un aumento en la expresion relativa de Rock2, el dia 10 de cultivo,

correspondiendo al 45.71% (p=0.0001), con respecto al control (Fig. 38).
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Figura 38, Curva de expresion del gen regulador Rock2 en células
oligodendrogliales tratados con BAY 73-6691 durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 40 uM de BAY 73-6691 o
etanol (control), los dias 1, 3, 6 y 10 de cultivo. E1 RNA extraido fue utilizado para
sintetizar cDNA por transcripcidon reversa, y posteriormente se cuantifico por PCR en
tiempo real las concentraciones con respecto a la expresion de GAPDH. ***P<(0.001

(prueba multiple de Tukey).
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7.2.7 Efecto de BAY 73-6691 en la expresion de gen regulador 1d2.
En las células oligodendrogliales tratadas con 40 uM de BAY 73-6691, observamos un aumento
en la expresion relativa de 1d2, el dia 6 de cultivo, correspondiendo al 33.1% (p=0.0001), con

respecto al control (Fig. 39).
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Figura 39. Curva de expresion del gen regulador Id2 en células
oligodendrogliales tratados con BAY 73-6691 durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 40 uM de BAY 73-
6691 o etanol (control), los dias 1, 3, 6 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue utilizado
para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por
PCR en tiempo real las concentraciones con respecto a la expresion de GAPDH.

*#*p<0.001 (prueba multiple de Tukey).
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7.2.8 Efecto de BAY 73-6691 en la expresion de gen regulador 1d4.
En las células oligodendrogliales tratadas con 40 pM de BAY 73-6691, observamos una
disminucién en la expresion relativa de 1d4, el dia 10 de cultivo, correspondiendo a 90.4%

(p=0.0001), con respecto al control (Fig. 40).
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Figura 40. Curva de expresion del gen regulador Id4 en células
oligodendrogliales tratados con BAY 73-6691 durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 40 uM de BAY 73-
6691 o etanol (control), los dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue utilizado
para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por
PCR en tiempo real las concentraciones con respecto a la expresion de GAPDH.

*#*P<0.001 (prueba multiple de Tukey).
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7.2.9 Efecto de BAY 73-6691 en la expresion de proteina de mielina CNPasa.

Al cuantificar la expresién relativa de la proteina CNPasa por inmunofluorecencia indirecta, en
las células oligodendrogliales tratadas con 40 uM de BAY 73-9961, observamos la disminucién en
la expresion de CNPasa, al 3° dia de cultivo, correspondiendo al 16.9 % (p=0.001), con respecto al

control (Fig. 41).
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Figura 41. Efecto de BAY 73-6691 en la expresion de proteina de mielina CNPasa en
oligodendrocitos.

A) Porcentaje de expresion de la proteina CNPasa con respecto al nimero de ntcleos, de
células tratadas con BAY 73-6691 40 uM con respecto al control etanol (**p<0.001, prueba
T de student). B) Células oligodendrogliales del control marcadas con DAPI; B’) marcadas
con anti-CNPasa-Alexa 488; B”) Empalme de ambas microfotografias. C) Células
oligodendrogliales tratadas con BAY 73-6691 marcadas con DAPI; C") marcadas con anti-

CNPasa-Alexa 488; C”") Empalme de ambas microfotografias.
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7.2.10 Efecto de BAY 73-6691 en la expresion de proteina de mielina MBP.
Al cuantificar la expresién relativa de la proteina CNPasa por inmunofluorecencia indirecta, en
las células oligodendrogliales tratadas con 40 uM de BAY 73-9961, observamos la disminucién en

la expresion de MBP, al 3° dia de cultivo, correspondiendo al 50 % (p=0.001), con respecto al

control (Fig. 42).
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Figura 42. Efecto de BAY 73-6691 en la expresion de proteina de mielina MBP en
oligodendrocitos.

A) Porcentaje de expresion de la proteina MBP con respecto al nimero de nucleos, de
células tratadas con BAY 73-6691 40 uM con respecto al control etanol (¥*p<0.01, prueba T
de student). B) Células oligodendrogliales del control marcadas con DAPI; B’) marcadas
con anti-MBP-Alexa 594; B”) Empalme de ambas microfotografias. C) Células
oligodendrogliales tratadas con BAY 73-6691 40 uM marcadas con DAPI; C") marcadas con
anti-MBP-Alexa 594; C”") Empalme de ambas microfotografias.
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7.3 Efecto de sildenafil sobre la expresion de genes y proteinas de mielina.

Se observo que la concentracién Optima de estudio en que las células oligodendrogliales
expresaron menos efectos citoxicos, fue de 50 uM, en comparacién con el grupo con etanol, a la
misma concentracién que las tratadas con Sildenafil. Por lo que se utilizo, la dosis de 50 uM para
evaluar el efecto de Sildenafil en la expresion de genes, alos dias 1, 3, 6 y 10 de cultivo, mediante
PCR-Tiempo Real. Asi como, para evaluar el efecto en la expresion relativa de proteinas de

mielina, al 3° de cultivo, mediante inmunofluorecencia indirecta.
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7.3.1 Efecto del citrato de sildenafil en la expresion del gen de mielina CNPasa.

En las células oligodendrogliales tratadas con 50 uM de sildenafil, observamos una disminucién
en la expresion relativa de CNPasa, los dias 3, 6 y 10 de cultivo, correspondiendo al 31.5%
(p=0.0001), 28.3% (p=0.0001) y 62.3% (p=0.0001) respectivamente, con respecto al control
(Fig. 43).
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Figura 43. Curva de expresion del gen CNPasa en células oligodendrogliales
tratados con Sildenafil durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 50 puM de Citrato de
Sildenafil o etanol (control), los dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue utilizado
para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por PCR
en tiempo real las concentraciones con respecto a la expresiéon de GAPDH. *p<0.05

***p<0.0001 (prueba multiple de Tukey).
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7.3.2 Efecto del citrato de sildenafil en la expresion del gen de mielina MBP.

En las células oligodendrogliales tratadas con 50 uM de sildenafil, observamos una disminuciéon
en la expresion relativa de MBP, los dias 3, 6 y 10 de cultivo, correspondiendo al 52.5%

(p=0.001), 61% (p=0.0001) y 82% (p=0.0001) respectivamente, con respecto al control (Fig. 44).
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Figura 44. Curva de expresion del gen MBP en células oligodendrogliales
tratados con Sildenafil durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 50 uM de Citrato de
Sildenafil o etanol (control), los dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue
utilizado para sintetizar cDNA por transcripciéon reversa, y posteriormente se
cuantifico por PCR en tiempo real las concentraciones con respecto a la expresion de

GAPDH. Diferencias entre grupos, **p<0.001,***p<0.0001 (prueba multiple de Tukey).
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7.3.3 Efecto del citrato de sildenafil en la expresion del gen de mielina MOG.

En las células oligodendrogliales tratadas con 50 uM de sildenafil, observamos una disminuciéon
en la expresion relativa de MOG, los dias 3, 6 y 10 de cultivo, correspondiendo al 64.1%
(p=0.001), 78.4% (p=0.0001) y 91.6% (p=0.0001) respectivamente, con respecto al control
(Fig. 45).
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Figura 45. Curva de expresion del gen MOG en células oligodendrogliales tratados
con Sildenafil durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 50 uM de Citrato de
Sildenafil o etanol (control), los dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue utilizado
para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por PCR
en tiempo real las concentraciones con respecto a la expresion de GAPDH. ***p<0.0001

(prueba multiple de Tukey).

91




FES ZARAGOZA

7.3.4 Efecto del citrato de sildenafil en la expresion del gen regulador Hes1.
En las células oligodendrogliales tratadas con 50 uM de sildenafil, observamos un aumento en la
expresion relativa de Hesl, al dia 10 de cultivo, correspondiendo al 27.3% (p=0.001)

respectivamente, con respecto al control (Fig. 46).
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Figura 46. Curva de expresion del gen Hes1 en células oligodendrogliales tratados
con Sildenafil durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 50 uM de Citrato de
Sildenafil o etanol (control), los dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue utilizado
para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por PCR en
tiempo real las concentraciones con respecto a la expresién de GAPDH. **p<0.001 (prueba

multiple de Tukey).
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7.3.5 Efecto del citrato de sildenafil en la expresion del gen regulador Hes5.

En las células oligodendrogliales tratadas con 50 uM de sildenafil, observamos un aumento en la
expresion relativa de Hes5, al dia 10 de cultivo, correspondiendo al 35.3% (p=0.001)

respectivamente, con respecto al control (Fig. 47).
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Figura 47. Curva de expresion del gen Hes5 en células oligodendrogliales tratados
con Sildenafil durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 50 uM de Citrato de
Sildenafil o etanol (control), los dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue utilizado
para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por PCR en
tiempo real las concentraciones con respecto a la expresién de GAPDH. **p<0.001 (prueba

multiple de Tukey).
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7.3.6 Efecto del citrato de sildenafil en la expresion del gen regulador Rock2.

En las células oligodendrogliales tratadas con 50 uM de sildenafil, observamos una disminuciéon

en la expresion relativa de Rock2, a los dias 3 y 10 de cultivo, correspondiendo al 22.1%

(p=0.001) y al 14.6% (p=0.001) respectivamente, con respecto al control (Fig. 48).
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Figura 48. Curva de expresion del gen Rock2 en células oligodendrogliales tratados
con Sildenafil durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 50 uM de Citrato de

Sildenafil o etanol (control), los dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo. E1 RNA extraido fue utilizado

para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por PCR en

tiempo real las concentraciones con respecto a la expresion de GAPDH. **p<0.001,

***p<0.0001 (prueba multiple de Tukey).
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7.3.7 Efecto del citrato de sildenafil en la expresion del gen regulador Id2.

En las células oligodendrogliales tratadas con 50 uM de sildenafil, observamos un aumento en la

expresion relativa de 1d2, a los dias 3, 6 y 10 de cultivo, correspondiendo al 27.4% (p=0.0001),

64.8% (p=0.0001) y al 62.5% (p=0.0001) respectivamente, con respecto al control (Fig. 49).
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Figura 49. Curva de expresion del gen Id2 en células oligodendrogliales tratados con
Sildenafil durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 50 uM de Citrato de

Sildenafil o etanol (control), los dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue utilizado

para sintetizar cDNA por transcripcion reversa, y posteriormente se cuantifico por PCR en

tiempo real las concentraciones con respecto a la expresion de GAPDH. ***p<0.0001

(prueba multiple de Tukey).
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7.3.8 Efecto del citrato de sildenafil en la expresion del gen regulador Id4.

En las células oligodendrogliales tratadas con 50 uM de sildenafil, observamos un aumento en la
expresion relativa de 1d4, a los dias 3, 6 y 10 de cultivo, correspondiendo al 38 % (p=0.0001),
68.2% (p=0.0001) y al 61.7% (p=0.0001) respectivamente, con respecto al control (Fig. 50).
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Figura 50. Curva de expresion del gen 1d4 en células oligodendrogliales tratados
con Sildenafil durante un curso temporal.

Las células oligodendrogliales fueron tratadas con una dosis de 50 uM de Citrato de
Sildenafil o etanol (control), los dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo. El RNA extraido fue
utilizado para sintetizar cDNA por transcripciéon reversa, y posteriormente se
cuantifico por PCR en tiempo real las concentraciones con respecto a la expresion de

GAPDH. ***p<0.0001 (prueba multiple de Tukey).
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7.3.9 Efecto del citrato de sildenafil en la expresion de proteina de mielina CNPasa.

Al cuantificar la expresion relativa de la proteina CNPasa por inmunofluerecencia indirecta, en
las células oligodendrogliales tratadas con 50 uM de sildenafil, observamos la disminucién en la
expresion de CNPasa, al 3° dia de cultivo, correspondiendo al 53.4% (p=0.001), con respecto al

control (Fig. 51).
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Figura 51. Efecto de sildenafil en la expresion de proteina CNPasa en
oligodendrocitos.

A) Porcentaje de expresion de la proteina CNPasa con respecto al nimero de ntcleos, de
células tratadas con Sildenafil 50 uM con respecto al control etanol (*p<0.01, prueba T de
student). B) Células oligodendrogliales del control marcadas con DAPI (azul); B")
marcadas con anti-MBP-Alexa 488 (verde); B”") Empalme de ambas microfotografias. C)
Células oligodendrogliales tratadas con Sildenafil 50 uM marcadas con DAPI; C") marcadas

con anti-MBP-Alexa 488 (verde); C"") Empalme de ambas microfotografias.
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7.3.10 Efecto del citrato de sildenafil en la expresion de proteina de mielina MBP.

Al cuantificar la expresion relativa de la proteina MBP por inmunofluerecencia indirecta, en las
células oligodendrogliales tratadas con 50 uM de sildenafil, observamos la disminucién en la
expresion de MBP, al 3° dia de cultivo, correspondiendo al 45.5% (p=0.001), con respecto al

control (Fig. 52).
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Figura 52. Efecto de sildenafil en la expresion de proteina MBP en oligodendrocitos.

A) Expresion de proteina MBP, porcentaje de expresion de la proteina MBP con respecto al
numero de nucleos, de células tratadas con Sildenafil 50 uM con respecto al control etanol
(**p<0.001, prueba T de student). B) Células oligodendrogliales del control marcadas con
DAPI; B") marcadas con anti-MBP-Alexa 594; B”) Empalme de ambas microfotografias.
C) Células oligodendrogliales tratadas con Sildenafil 50 uM marcadas con DAPI; C")

marcadas con anti-MBP-Alexa 594; C") Empalme de ambas microfotografias.
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8 DISCUSION

Durante un ensayo de validacion se mide la eficiencia de la reaccién. Cuando se realiza un cambio
de reactivo (marca, tipo de primers, oligonucledtidos), es necesario realizar una nueva curva de
validacion. Por esa razon, realizamos la validacion de las técnicas de cuantificacion relativa de los
genes de mielina y el gen de referencia GAPDH. Los resultados obtenidos de cada uno de
nuestros genes se encuentran dentro del valor de r?, dentro del porcentaje de eficiencia esperado
y tienen un valor de pendiente cercana a -3.3. Por esta razon, nuestro método se encuentra
validado, por lo tanto con buena reproducibilidad, de tal manera concluimos que es un método

eficiente y confiable.

Los inhibidores de fosfodiesterasas BAY 73-6691 y citrato de sildenafil, no promueven la

sinteis de mielina, contrariamente a lo planteado en la hipétesis del estudio.

®,

% Enel caso de BAY 73-6691:

La concentracién utilizada fue de 40 uM. Posteriormente, realizamos por triplicados cursos
temporales (dias 1, 3, 7 y 10 de cultivo) para medir por PCR en tiempo real posibles diferencias
en la expresion relativa de genes de mielina CNPasa, MBP y MOG. De esta forma observamos que
las células tratadas con Bay 73-6691 disminuyen hasta un 44% con respecto al control, la
expresion relativa de CNPasa el dia 7 de cultivo. Pero esta disminucién parece ser transitorio
dado que para el dia 10 de cultivo, esta diferencia se pierde. Este mismo efecto se observé en los
otros dos genes de mielina, MBP y MOG. La disminucion de la expresion de los tres genes de
mielina, mediados por BAY 73-6691, podria indicarnos que algun mecanismo mediado por este
inhibidor de fosfodiesterasa estaria interfiriando en la sintesis de mielina en lugar de

promoverla, algo que ya se habia documentado con otro inhibidor de fosfosdiesterasas, la
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vinpocetina [74]. Entonces, es posible que al igual que la vinpocetina, algunos reguladores
negativos de la sintesis de mielina pudieran estar incrementados por efecto de BAY 73-6691, lo
que podria tener alguna relaciéon con la disminucién de la sintesis de mielina. Por esta razén,
medimos a los reguladores negativos Hes1, Hes5, Rock2, 1d2 e Id4, que ya se habian visto
relacionados en la inhibicion de la sintesis de mielina mediada por vinpocetina. Asi, encontramos
que en los oligodendrocitos tratados con Bay 73-6691, los genes Hes5, Rock2 e 1d2 tuvieron
diferencias estadisticamente significativas en sus niveles de expresion, pero con valores muy
cercanos a los controles. En cambio, Hes1 e Id4 disminuyen su expresion el dia 10 de cultivo de
forma considerable, lo que podria estar relacionado con la recuperacion de los niveles de mielina

el dia 10.

Para determinar si la sintesis de mielina tambien era afectada en la cantidad de proteina,
realizamos tinciones de inmunofluorescencia indirecta para evaluar la expresiéon de CNPasa y
MBP en el dia 3 de cultivo y encontramos que en ambos casos hay una disminucion en el numero
de células que expresan ambas proteinas cuando son tratadas con BAY 73-6691, es decir, que
esta disminucién es afectada tanto a nivel de expresion de RNA, como a nivel de sintesis de

proteinas.
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La concentraciéon 6ptima de trabajo fue de 50 uM. Posteriormente realizamos por triplicado
cursos temporales (dias 1, 3, 7, 10 de cultivo) para medir por PCR en tiempo real posibles
diferencias en la expresion relativa de genes de mielina CNPasa, MBP y MOG. De esta forma
observamos que las células tratadas con citrato de sildenafil disminuye hasta un 91.3% la
expresion relativa de MOG con respecto al control, el dia 10 de cultivo. Pero esta disminucién se
presenta en los dias 3, 6 y 10. Siendo el dia 10 de cultivo el mas disminuido. Este mismo efecto se
observo en los otros dos genes de mielina, CNPasa y MBP. La disminucién de la expresion de los
tres genes de mielina, mediados por sildenafil, podria indicarnos que algin mecanismo mediado
por este inhibidor de fosfodiesterasa estaria interfiriendo en la sintesis de mielina en lugar de
promoverla, como mencionado anteriormente, un efecto similar ocasionado por la vinpocetina.
Es posible que al igual que la vinpocetina algunos reguladores negativos de la sintesis de mielina
pudieran estar incrementados por efecto de sildenafil, lo que podria tener alguna relacién con la
disminucidén de la sintesis de mielina. Por esta razén, medimos a los reguladores negativos Hes1,
Hes5, Rock2, Id2 e Id4, que ya se habian visto relacionados en la inhibicidon de la sintesis de
mielina mediada por vinpocetina. Asi, encontramos que Hesl y Rock2 tuvieron diferencias
estadisticamente significativas en sus niveles de expresion, pero con valores muy cercanos a los
controles. En cambio, Hes5, Id2 e Id4 aumenta su expresion por efecto de Sildenafil los dias 3, 6
y 10 de cultivo de forma considerable, lo que podria estar relacionado con la disminucién de los

niveles de mielina los dias 3, 6 y 10.

101




FES ZARAGOZA

Para determinar si la sintesis de mielina también era afectada en la cantidad de proteina,
realizamos tinciones de inmunofluerecencia indirecta para evaluar la expresién de CNPasa y MBP
en el dia 3 de cultivo y encontramos que ambos casos hay una disminucién en el ndmero de
células que expresan ambas proteinas cuando son tratadas con Sildenafil. Por lo tanto, esta

disminucidn es afectada tanto a nivel de expresion de RNA, como a nivel de sintesis de proteinas.

O CONCLUSIONES

Con este estudio logramos identificar dos farmacos inhibidores de fosfodiesterasas, Bay 73-6691
y citrato de sildenafil, que inhiben la sintesis de mielina, contrario a las referencias que
promueven su uso en enfermedades desmielinizantes. Es posible que las vias por las cuales se
inhibe la sintesis de mielina estén relacionadas, dado que tres inhibidores de tres
fosfodiesterasas distintas tienen un mismo efecto inhibidor de la sintesis de mielina. En este
momento no podemos sefalar una via especifica, pero abre un campo de andlisis a futuro.
Nuestra recomendacién es que estos farmacos no sean utilizados en pacientes hasta que sean
realizados estudios mas profundos en modelos in vivo, para determinar los posibles efectos en la

sintesis de mielina.
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10 PERSPECTIVAS

% Analizar las concentraciones intracelulares de los nucleétidos ciclicos, ya que es posible
que las concentraciones de AMPc o GMPc no se afectaron o fueron insuficientes para

originar otra respuesta.

X/
°e

Identificar la via de sefializacion por la cual la inhibicion de la sintesis de mielina ocurre.
Es importante, determinar si otros genes reguladores estan involucrados, dado que
nuestro estudio estuvo limitado a sélo 5 de los casi 30 que existen reportados.

¢ Analizar si la via de IKK esta involucrada, dado que otro inhibidor de fosfodiesterasa, la
vinpocetina, se ha relacionado con la inhibicién de la sintesis de mielina a través de esta

via.
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