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ABREVIATURAS

(CM) Cardiomiopatia

(CMD) Cardiomiopatia Dilatada

(CMH) Cardiomiopatia Hipertrofica

(CT) Cisterna Terminal

(DAPC) Complejo de Proteinas Asociadas a Distrofina
(DEPC) Dietilpirocarbonato

(DG) Distroglicanos

(DHPR) Receptor de Dihidropiridina
(DMB) Distrofia Muscular de Becker
(DMD) Distrofia Muscular de Deuchenne
(DRP) Proteina Relacionada a Distrofina
(LB) Luria Broth

(LGMD) Limb Girdle Muscular Dystrophy
(RS) Reticulo Sarcoplasmico

(RyR1) Receptores de Rianodina

(SG) Sarcoglicanos

(SGCD) Gen Delta Sarcoglicano

(SSPN) Sarcospan

(TT) Tdbulos Transversos

(ULC) Unidad Liberadora de Calcio



1. INTRODUCCION.

Generalidades del musculo esquelético.

Los musculos se pueden clasificar morfolégicamente como: esquelético liso o
estriado cardiaco. El musculo esquelético constituye el tejido mas abundante del
organismo y representa del 40 al 45% del peso corporal total, es también el elemento
principal de la pared de los 6rganos huecos (Koening, 1996).

El musculo esquelético realiza su trabajo gracias a tres caracteristicas
funcionales: excitabilidad o irritabilidad, contractilidad y distensibilidad. La
caracteristica de excitabilidad del musculo esquelético le permite dejarse estimular
por un impulso nervioso, lo que lo llevara a la contractilidad donde se recibe la
informacion a lo largo de todas las fibras musculares acortandolas para lograr la
funcion. El musculo debe recobrar su forma para evitar una alteracion en él mismo
por su contraccién sostenida y es en ese caso cuando alcanza la distensibilidad,
donde simplemente sus fibras contraidas se relajan y esperan nuevamente ser
estimuladas (Carpenter, 2001).

Los extremos de los musculos esqueléticos se insertan en estructuras éseas
mediante tendones constituidos por tejido conjuntivo muy resistente.

Las proteinas del tejido conjuntivo fibroso de los tendones rodean al musculo
con una disposicion irregular formando una vaina denominada epimisio. El tejido
conjuntivo procedente de esta cubierta externa se extiende hasta el interior del
musculo y lo divide en columnas o fasciculos. Asi cada uno de estos fasciculos esta
rodeado por su propia vaina o cubierta de tejido conjuntivo que se denomina
perimisio. La diseccion de un fasciculo muscular bajo el microscopio revela que, a su
vez, el fasciculo esta constituido por numerosas fibras musculares o miofibrillas, cada
una de las cuales esta rodeada por una membrana celular denominada sarcolema,
que aparece cubierta por una fina capa de tejido conjuntivo denominada endomisio
(Stuart, 2004) (Fig. 1)
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Fig. 1. Estructura del musculo esquelético

El sarcolema posee la capacidad de resistir los ataques del proceso mecanico,
la cual es trascendental para el papel funcional del tejido. Esta capacidad es
conferida, tanto por el tejido elastico presente como por proteinas de disposicion
definida que se organizan e interaccionan entre si (Holt y Campbell, 1998).

Se han identificado algunas de estas proteinas a raiz de las alteraciones
estructurales que ocurren a nivel de la membrana en un sinnumero de patologias
musculares, tales proteinas en conjunto conforman un complejo denominado
complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina (DAPC, por sus siglas en inglés
“dystrophin associated protein complex”) (Campbell y Kahl, 1989).

La funcion principal de dicho complejo radica en el establecimiento de un
puente transmembranal que contacta al citoesqueleto con la matriz extra-celular
confiriendo estabilidad al sarcolema del estrés generado durante la contraccion

muscular (Hernandez, 2004).



El DAPC se compone por los complejos sarcoglicano, distroglicano y las
sintrofinas (Daniel, 2003).

Las alteraciones del DAPC afectan la conexién entre la matriz extracelular y el
citoesqueleto dando como resultado algun tipo de distrofia muscular. Una distrofia
muscular es un término muy general que describe un grupo heterogéneo de
desdrdenes biogénicos heredables, caracterizados por un desgaste y debilitamiento
progresivo del musculo, de gravedad y distribucion variable (Durbeej y Campbell,
2002). Las mutaciones en el gen de la distrofina causan distrofia muscular de
Duchenne/Becker (“‘Duchenne Muscular Dystrophy” DMD; “Becker Muscular
Dystrophy”, BMD), y las mutaciones en los sarcoglicanos (subunidades a, B, y y 9)
ocasionan distrofias musculares autosomicas recesivas de cintura (“Limb-girdle
muscular dystrophy” LGMD), subtipos 2E-2F (Hofman et al, 1987). A la fecha no se
han reportado mutaciones en ¢ y £ SG, y SSPN asociadas con distrofias musculares
(Ettinger et al, 1997; Wheeler et al, 2002; Crosbie et al, 1997). Por otra parte, la
presencia e integridad del complejo SG-SSPN en el tejido vascular es de gran
importancia puesto que, su deficiencia o ausencia puede provocar el desarrollo de
cardiomiopatias (CM) que pueden o no, estar asociadas a enfermedad muscular. En
particular, se ha mencionado que las modificaciones en el gen SGCD, pueden ser
causantes de cardiomiopatia hipertréfica (CMH) o cardiomiopatia dilatada (CMD)
familiar o esporadica en la cual no se observa dafno muscular (Sakamoto et al, 1997;
Tsubata et al, 2000), o bien, ser un factor predisponente para el desarrollo de CMH
(Honda et al, 2007).

En las distrofias musculares se produce un rompimiento de la membrana, lo
que genera la pérdida de enzimas musculares (incluyendo la creatinina cinasa cuyo
aumento en la concentracion sérica se vincula a un proceso necrotico del tejido
muscular) y la entrada de calcio causando un debilitamiento y subsecuente
degeneracion muscular por el efecto de proteasas (Emery, 2002; Porter, 2000).

La cantidad liberada de calcio del reticulo sarcoplasmico durante cada contraccidn
se encuentra reducida, ocurren eventos de liberacion de calcio, y la recaptura se ve

disminuida (Lunde et al, 2001). Esto sugiere que las alteraciones en la permeabilidad
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del sarcolema al calcio pueden causar activacion en vias de sefalizacion

dependientes de calcio provocando dafo celular (Wang et al, 2005).

Descripcién estructural del DAPC.

El complejo DAPC, esta conformado por un grupo de proteinas membranales,
periféricas e integrales, que proporcionan un vinculo estructural entre la matriz
extracelular y el citoesqueleto de las células musculares (Ervasti y Campbell, 1993;
Lapidos et al, 2003).

La interrupcion de esta unidn, causada por mutaciones en dichas proteinas
causa inestabilidad sarcolemal, lo que hace susceptible de necrosis a las fibras
musculares, siendo este el principal evento en las distrofias musculares (Crosbie et al,
2000).

El complejo se encuentra localizado en el sarcolema y las proteinas que lo
conforman se organizan estructuralmente en tres subcomplejos distintos segun sus
caracteristicas bioquimicas (Ronald et al, 2000; Chan et al, 1998): (a) Complejo de
proteinas citoplasmaticas dentro de las cuales se encuentran la distrofina y otras
proteinas citoesqueléticas asociadas; distrofina/utrofina/DRP2, distrobrevinas
(subunidades o y B) y sintrofinas (subunidades a1, 1 y B2); en neuronas se han
identificado las subunidades y1 y y2. (b) el segundo subcomplejo, es el denominado
distroglicano (DG), formado por los distroglicanos (DGs; subunidades a y B) y (c) el
tercer subcomplejo consiste de un grupo de proteinas transmembranales llamadas
sarcoglicanos (SG) a 6 ¢, B, v, 6, L y la proteina sarcospan (SG-SSPN) (Ronald et al,
2000; Koutarou et al, 2005).

De las proteinas presentes en el citoplasma asociadas al complejo DAPC,
las distrofinas son las proteinas mas ampliamente estudiadas. La familia de las
distrofinas es una familia multigénica integrada por: la distrofina (427 kDa); la utrofina
(un homologo de la distrofina de 395 kDa); la proteina 2 relacionada a la distrofina
(DRP 2, 120 kDa), la cual es homdloga a la regidn C-terminal de la distrofina y de las
distrobrevinas (a y ) (Rando, 2001).



La distrofina se expresa predominantemente en musculo esquelético vy
cardiaco, aunque también se encuentra presente en otro tipo de tejidos como el
cerebro (Tokarz et al, 1998).

La proteina de la distrofina fue la primera en ser estudiada y se demostro que
mutaciones en el gen que codifica para esta proteina (el gen mas grande del genoma)
provoca distrofia muscular de Duchenne (DMD) (Davies et al, 2006), siendo ésta una
de las enfermedades hereditarias de la nifez mas prevalentes en el mundo (Wehling
et al, 2001); ademas es heredada de manera recesiva ligada al cromosoma X
(Yoshida et al, 2000), y dependiendo de la mutacion puede también provocar distrofia

muscular de Becker, presentando un fenotipo menos grave (Davies et al, 2006).
a) Distrofina

La distrofina es una proteina de 427 kDa, la cual esta ausente o reducida en la
distrofia muscular Duchenne/Becker, formada por cuatro dominios: el dominio amino
terminal, también llamado de unién a actina; el dominio central o rod domain; el
dominio rico en cisteinas y el dominio carboxi-terminal o de union a sintrofina (Crosbie
et al, 1998; Chan Yiu-mo et al, 1998) (Fig. 2).

Gen de Distrofina

Darminio Domino rico Dominio de unian
de unidn a actina Dominio central en cisteina a sintrofina

Fig 2. Dominios de unién presentes en el gen de distrofina, modificado de (Crosbie, 1998)




La distrofina se encuentra localizada adyacente a la cara citoplasmatica de la
membrana sarcolemal y particularmente dentro de la red del citoesqueleto
interaccionando con una serie de proteinas que en conjunto se denominan
costameras (Ervasti, 2006). Las costameras transmiten la fuerza lateralmente a través
de la membrana sarcolemal a la lamina basal (Rybakova et al, 2000).

Se sugiere que la distrofina es una proteina elastica y flexible, es por eso que
protege a las células musculares del estrés causado por la fuerza creada durante la
contraccion muscular (Davies et al, 2006).

En musculo esquelético, la distrofina se encuentra asociada con un gran
complejo oligomérico de proteinas que incluye los distroglicanos (o y P),
sarcoglicanos (o, B, v y 9), distrobrevinas, sintrofinas (a1, p1 y p2) y sarcospan
(Rybakova et al, 2000; Michihiro et al, 2005).

La distrofina es una proteina del citoesqueleto que media la asociacion de
microfilamentos del citoplasma con el distroglicano, ademas proporciona la unién de
la actina, que funciona como base en el citoesqueleto y la laminina en la matriz
extracelular, causado por mutaciones en distrofina o los sarcoglicanos, propicia
inestabilidad del sarcolema, lo que a su vez predispone a la fibra muscular a sufrir

necrosis, principal evento en la distrofia muscular (Ronald et al, 2000) (Fig. 3).

b) Distrobrevinas y sintrofinas.

Otras proteinas del citoesqueleto asociadas al complejo DAPC son las
distrobrevinas y las sintrofinas, ambas se unen directamente a secuencias dentro del
dominio carboxi-terminal de la distrofina (Ervasti, 2006).

Las distrobrevinas son proteinas sarcoplasmicas, asociadas a distrofina con un
peso molecular de 88 kDa. Sin embargo las distrobrevinas se consideran de manera
separada ya que, contienen sitios de unidn, por lo que pueden asociarse de manera

alterna con distintas proteinas relacionadas a distrofina (Peters et al, 1997).



Por su parte, existen tres isoformas de sintrofinas; a1, 1y B2, las cuales son
producto de diferentes genes; a1 sintrofina, esta se expresa principalmente en
musculo estriado y cerebro, mientras que B1 y B2 sintrofinas, se encuentran de
manera ubicua en tejido de mamiferos (Oak et al, 2001).

Las sintrofinas se unen a la segunda mitad de la region C-terminal de la
distrofina, especificamente la a1-sintrofina interacciona con los aminoacidos en las
posiciones 3444-3494 (exon 73) (Suzuki et al, 1995) y la B-sintrofina se une a los 53
aminoacidos correspondientes al exon 74 (Ahn y Kunkel, 1995).

Se piensa que las sintrofinas tienen funciones de modulador (adaptador) al
unirse a proteinas celulares del DAPC, al anclarse a los canales de iones y moléculas
de senalizacion del complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina (Oak et al,
2001).
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Fig 3. Representacion esquematica del modelo actualmente aceptado del DAPC en el musculo
esquelético. La conexion fisica entre el citoesqueleto y la matriz extracelular mediante el complejo
DAPC inicia con la unién del dominio NH," de la distrofina con la F-actina, un componente del
citoesqueleto de los miocitos. Ademas el domino COO- de la distrofina se une a B distroglicano a
través de una region rica en cisteinas y al complejo citosdlico de sintrofinas. A su vez el  distroglicano
se une a a distroglicano y al subcomplejo intramembranal denominado sarcoglicano sarcospan (SG-
SSPN).



c) Distroglicanos

Los distroglicanos (DGs) conforman un subcomplejo de proteinas sintetizadas
a partir de un solo gen, el transcrito de este gen codifica para un solo polipéptido de
97 kDa que es dividido postraduccionalmente en a y B-DGs (Ibraghimov et al, 1993;
Holt et al, 2000). En el musculo esquelético, las formas maduras glicosiladas de o y
B-DG (156 kDa y 43 kDa, respectivamente) forman un complejo ubicado en la
membrana celular que se asocia fuertemente con la distrofina (Ibraghimov et al,
1992). El B-DG atraviesa la membrana mediante un solo dominio transmembranal y el
o-DG se une a la porcion extracelular del B-DG (Henry y Campbell, 1999).

Ademas, se ha observado que en el musculo esquelético la region C-terminal
del B-DG se une intracelularmente a la region rica en cisteinas de la distrofina o
utrofina (Jung et al, 1995). Los distroglicanos se expresan en varios tipos celulares,
incluyendo células epiteliales (Durbeej et al, 1995), neuronas (Tian et al, 1996) y
células de Schwann (Yamada et al, 1994; Rando, 2001).

Los distroglicanos son el componente central del DAPC, una de sus funciones
es contribuir como un receptor de ligando y una proteina de adhesion que ayuda a

estabilizar el sarcolema en relacidn a la matriz extracelular (Daniel et al, 2003).

d) Sarcoglicanos y sarcospan.

El Sarcospan es una proteina de 25 kDa, componente del complejo de
glicoproteinas asociadas a distrofina (Koutarou et al, 2005), con multiples hélices que
atraviesan el sarcolema, tiene cuatro dominios transmembranales y pertenece a la
superfamilia de las tetraspaninas (Crosbie et al, 2000). Estas caracteristicas de
sarcospan la hacen unica entre los otros miembros del DAPC (Koutarou et al, 2005).
Se cree que sarcospan juega un papel importante en las interacciones mediante

proteinas transmembranales.



En mdudsculo esquelético de humano hay dos transcritos (RNAm) para
sarcospan, mientras que en musculo esquelético de raton sélo hay uno, lo cual
sugiere diferencias en el procesamiento del RNA (splicing) o en la regulacién de
especies (Crosbie et al, 2000).

La pérdida de la expresiéon de sarcospan sugiere que esta proteina es un
componente integral del complejo sarcoglicano (Franck et al, 2006). Interesantemente
un ratéon deficiente en sarcospan mantiene la expresion de todas las proteinas
sarcoglicanos en el sarcolema y no desarrolla distrofia muscular (Ronald et al, 2000).

Los sarcoglicanos (SG) son un grupo de glicoproteinas transmembranales que
junto con la proteina sarcospan (SSPN) forman un complejo multimérico especifico en
la membrana muscular (sarcolema) (Shi et al, 2004). Hasta la fecha han sido
reportados seis sarcoglicanos, los cuales se conocen como a, 3, 7,9, y C.

Los SGs B y & se expresan en tejidos musculares y no musculares, mientras
que a Yy v SG se han detectado unicamente en tejido muscular estriado, aunque
recientemente se ha reportado la expresion de la proteina y-SG en musculo liso. A si
mismo se ha detectado la expresion del mensajero de a-SG en endotelio vascular de
cordoén umbilical, aunque no se ha confirmado la expresion de la proteina (Delgado,
2005). &-SG se encuentra expresado en menor proporcidén en musculo esquelético,
esta expresado en una variedad de tejidos incluyendo musculo estriado, musculo liso,
pulmén, higado, rifidn, bazo, testiculo, cerebro, etc. (Michihiro et al, 2005). Al igual
que &-SG, (- SG seexpresa en el musculo esquelético, cardiaco, liso y en otros
tejidos no musculares (Rando, 2001).

La deficiencia en la expresién de cualquiera de los genes que codifican para
los SGs causan distrofia muscular de cintura (LGMD, por sus siglas en inglés) tipo 2D
(deficiencia de a—-SG), 2E (deficiencia de B-SG), 2C (deficiencia de y-SG) y 2F
(deficiencia de 6—-SG), también llamadas en su conjunto sarcoglicanopatias (Delgado
et al, 2004). Estas distrofias musculares son heredadas de forma autosémica recesiva
(Yoshida et al, 2000).
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En el caso particular de mutaciones en los SG-B, SG-y y SG-9, se ha reportado
que también causan cardiomiopatia dilatada (Sakamoto, 1997; Coral et al, 1999).
Mientras que las mutaciones en ¢-SG se vinculan a la patologia neuroldgica conocida
como distonia mioclénica (Nishiyama et al, 2004).

Todos los SG's tienen una topologia similar en la membrana celular; cuentan
con un dominio extracelular largo y un dominio citoplasmatico corto, separados por un
solo dominio transmembranal.

La estructura primaria de o Yy &SG indican que son proteinas
transmembranales de tipo |, es decir, con la region carboxilo intracelular, y la regidon
amino extracelular, la cual cuenta con sitios de glicosilacion (Hack et al,2000).

Las secuencias de aminoacidos de B, vy, y 8-SG indica que son proteinas
trasnmembranales de tipo I, es decir, con la regién amino intracelular y la regién
carboxilo extracelular. Adicionalmente, presentan tres sitios de glicosilacién en la
region amino terminal (Liu y Engvall, 1999). Los sitios consenso de glicosilacion para
cada SG parecen afectar su estructura secundaria y terciaria, su oligomerizacion y
transporte hacia la membrana (Campbell, 1995). Estas proteinas cuentan ademas
con sitios potenciales de fosforilacion en su dominio citoplasmatico, por lo cual se
cree que participan en procesos de transduccion de senales (Shi et al, 2004). Los B, y
y 0-SG tienen un grupo de residuos de cisteina localizados en la regién carboxilo
terminal, lo cual corresponde a una estructura frecuentemente encontrada en
moléculas receptoras, como el factor de crecimiento epidermal (Matsamura et al,
1999).

El analisis de la secuencia de B, y y 9, revela que poseen residuos de cisteina
muy conservados en sus dominios extracelulares, los cuales le confieren el potencial
para formar puentes disulfuro (Chan et al, 1998).

Por su parte a y y-SG presentan fosforilacidn in vitro en residuos de tirosina, lo
cual se asocia con adhesion de células musculares (Thompson et al, 2000) y también
con regulacion de rutas de sefializacion celular que involucran interacciones de
dominios SH2 (Chardin et al, 1995).
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Las subunidades de los sarcoglicanos estan asociadas en pequefios complejos
en vesiculas que son llevadas a la membrana donde finalmente son ensambladas.
Esto implica que la sintesis simultanea de todas las subunidades es un prerrequisito
para la formaciéon del complejo SG y para su estabilidad en la membrana
(Wakabayashi et al, 2001).

El complejo sarcoglicano se expresa durante la diferenciacion muscular;
ademas este complejo parece reforzar la interaccion de p-distroglicano con a-
distroglicano y distrofina (Ervasti, 2006).

La deficiencia primaria de algun SG ocasiona la disminucion o pérdida
secundaria del resto de los componentes del complejo en la membrana como se ha
demostrado mediante ensayos de inmunohistoquimica en pacientes con distrofia
muscular (Kenji et al, 1999), asi como en ratones genéticamente modificados,
deficientes en la expresion de alguno de los SG (Delgado, 2005). Esto podria deberse
a que la formacién del complejo sigue una ruta de ensamblaje especifica en la que 6-
SG seria esencial para dar la estabilidad inicial del complejo sarcoglicano en el

reticulo endoplasmico (Hack et al, 2000) (Fig. 4)

SARCOLEMA

APARATO
%@ DE GOLGI
L)

i A RETICULO
% o) ENDOPLASMATICO

NUCLEO “

Hack A, et al 2000. J. Cell Sci 113:2535-2544
Fig 4. Ruta de ensamblaje del complejo sarcoglicano
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El 6-SG es una glicoproteina transmembranal de 35 kDa que posee un
pequefio dominio intracelular, un solo dominio hidrofébico transmembranal y un largo
dominio carboxilo terminal extracelular que contiene cuatro residuos de cisteina que
son una caracteristica comun de todos los miembros de los sarcoglicanos. Estos
residuos se cree que participan en la formaciéon de puentes disulfuro intra e
intermoleculares. Ademas posee sitios de glicosilacion en asparaginas que se
encuentran en el extremo C-terminal en la regidn extracelular (Jung et al, 1996) (Fig.
5).

Hack A, 2000. Microsc Res & Tech. 48: 167-180

Fig. 5 Representacion esquematica de la proteina de 3-SG; se muestra el pequefio dominio amino (N)

intracelular y su largo dominio carboxilo (C) terminal extracelular.
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La proteina &-sarcoglicano es codificada por un gen que posee 8 exones. Se

han descrito en humano dos isoformas, demoninadas 6-SG1 y 6-SG2. En humano se

encontré que la 5-SG1 tiene 290 aminoacidos (aa) (Nigro et al, 1996), mientras que

en ratdon se encontré que tiene 289 aa (Nigro et al, 1997; Coral et al, 1999), y que

ambas comparten un 95% de identidad a nivel de proteina (Fig. 6).
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Delta-sarcoglicano (SGCD) (glicoproteina asociada a distrofina, 35 kDa)

Proteina de referencia Especie % (Id) aa
Delta-sarcoalicano 1 H.sapiens 100.0 289
Delta-sarcoalicano 2 P.troalodvtes 100.0 288

Delta-sarcoalicano M.musculus 95.2 288
Delta-sarcoalicano D.rerio 76.1 288

Fig. 6. Alineamiento de la secuencia y porcentaje de homologia de la proteina delta-sarcoglicano

(SGCD) de cuatro especies distintas; Pan troglodytes (pan); Homo sapiens (homo); Mus musculus

(mus) y Danio rerio (danio).
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En nuestro grupo de investigacion ha sido descrita una nueva isoforma de o-
SG en ratdn, la cual se denominé 6-SG3 (Estrada et al, 2006). De acuerdo a la
region codificante del transcrito de esta isoforma, el 6—-SG3 corresponde a una
proteina de 177 aa codificada por los primeros 5 exones del gen SGCD y en su
extremo carboxilo incorpora 10 aa nuevos y un coddén de paro codificados por el
principio del intron 5.

Aun no ha sido determinado el tamano del transcrito de 6—SG3, sin embargo se

sabe que posee una region UTR 3" que por lo menos contiene 181 nucledtidos
(Fig.7).

______ | S 2 3 4 5 6 7 8
SGCD1 T Y e N
N ) 2 3 4 5 5h
SGCD3 \/ 7. [ I\’/I I\‘/I I,
.
.
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G 1 NVEADPFEELRLESP TRILVMEAPEGVEIN AEAGNMEAICESELR LESEDGEIELDAAKI KLPRLPRGSYTPTGT RQEVFEVCVCANGEL 270

§-36 1 FLSQAGTGSTCOINT SWCL 289
8B 3 mmmmmmmmmmmmmen oo 177

Estrada FJ, 2006. Biochem Biophys Res Commun. 340(3):865-71.

Fig 7. Comparacion de 8-SG1 con 6-SG3. En rojo se muestra la adicion de los 10 nuevos aa en el

extremo carboxilo en 8-SG3

La isoforma 6-SG3 se podria producir por un procesamiento alternativo en el
cual la remocién de los aminoacidos en el extremo C-terminal produce la eliminacion
de un sitio de N-glicosilacion y los cuatro residuos de cisteina. Estos cambios podrian
modificar sus propiedades de plegamiento y sus capacidades para interactuar con
otros miembros del complejo SG-SSPN. Los resultados obtenidos de dobles

inmunofluorescencias en musculo esquelético mostraron que 5-SG3 se localiza muy
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cerca tanto del receptor de dihidropiridina (DHPR) como de la isoforma 5-SG1 lo cual

sugiere fuertemente su localizacion en el reticulo sarcoplasmico (RS) (Fig. 8).

A B
Estrada FJ, 2006. Biochem Biophys Res Commun. 340(3):865-71.

Fig 8. Analisis doble inmunoflorescencia. En “A” se muestra una imagen en 3D de una seccién

longitudinal que indica la cercania que hay entre las isoformas d—SG1 y 6— SG 3. Mientras que en “B”

se ve una imagen que muestra a 3—SG3, quien siempre esta acompafiado de DHPR.

Recientemente se determind que la expresion de 3-SG no se restringe
unicamente al sarcolema. Los sarcoglicanos 6 y y se localizan en el reticulo
sarcoplasmico (RS) de musculo esquelético. En particular, 5—SG fue localizado en la
cisterna terminal de RS de manera independiente de distrofina. A partir de esta
informacion se ha sugerido que 6-SG podria participar en la regulacién de calcio
(Ueda et al, 2001).

e) Delta Sarcoglicano y la regulacidn de calcio.

La contraccion muscular se inicia por una despolarizacion de las membranas
de los tubulos transversos (TT), donde los DHPR actuan como sensores de voltaje,
causando a su vez la liberacién de Ca®" a través de los canales de calcio de las

cisternas terminales (CT) del RS, denominados Receptores de Rianodina (RyR1). Los
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receptores de rianodina (RyRs), son canales de calcio localizados en el reticulo
sarcoplasmico que permiten la liberacién de calcio al citoplasma y son abiertos via
interaccion fisica directa con los receptores de dihidropiridina (DHPRs receptores
dependientes de voltaje), localizados en los tubulos enfrente de las cisternas
terminales del RS. Este mecanismo favorece la respuesta sincronizada de todos los
elementos liberadores de calcio (Ueda et al, 2001) (Fig. 9).

Con base en lo anterior, se ha propuesto que la alteracion en la concentracion
de calcio citoplasmatico crénico induce la formacién de poros transitorios en la
mitocondria, que unen a la matriz mitocondrial con el citoplasma permitiendo el paso
de particulas. La formacién de estos poros de transicion también se ve favorecida por
la formacion de radicales libres, ocasionando asi, mayor dafo a la célula, activacion
de proteasas dependientes de Ca®*, alteraciones en el citoesqueleto, apagado y
encendido de genes y en casos extremos necrosis y apoptosis, siendo esto
responsable de la degeneracion muscular en la distrofia muscular.

Se ha mencionado que 6-SG podria estar relacionada con la correcta localizacion
y mantenimiento de las proteinas que participan en la regulacion del calcio en la
cisterna terminal del RS durante la contraccion, probablemente a través de una
interaccion directa con proteinas de la unidad liberadora de calcio (ULC). Con relacion
a esto, se ha observado en miotubos de hamster BIO14.6, un organismo mutante
natural deficiente en §-SG, una homedstasis de Ca** anormal. De hecho, la
concentracion intracelular de Ca** ([Ca®']i) en los miotubos BIO14.6 es mayor en
comparacion con los controles normales aun en estado de reposo. Se ha propuesto
que la elevada [Ca**] podria deberse a la entrada de Ca** a través de la membrana
plasmatica como en el caso de canales activados por estiramiento (lwata et al, 2005).

El grupo de Ueyama (1998), reporté que el hamster BIO14.6, un modelo bien
caracterizado de miocardiopatia dilatada e insuficiencia cardiaca, basado en una
mutacion del gen 6-SG, mostraba una expresién anormal del receptor de rianodina en
el musculo cardiaco, lo que sugiere una regulacién anormal de calcio en el modelo
deficiente de 6-SG. Estas observaciones, en conjunto con el grupo de Ueda (2001),

muestran la localizacion de 6-SG en reticulo sarcoplasmico, esto sugiere que la
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proteina se encuentra asociada con la regulacién del calcio, lo que constituiria un
mecanismo fisiopatoldgico en el desarrollo de distrofia muscular y cardiomiopatia de
este modelo. También, se ha mostrado que bloqueadores de canales de calcio

disminuyen la progresion de la enfermedad cardiaca en modelos deficientes en 5-SG
(Fig. 9).

Sarcolema Sarcolema

Membrana de Membrana
Tubulo T de RS

Fig 9. Localizacion de 5-SG en reticulo sarcoplasmico

Existen estudios donde se muestra la localizacion de 5-SG en la cisterna
terminal de RS, asi como sobre las bandas |I. Ademas esta expresion no se encuentra
afectada por la ausencia de distrofina (Ueda et al, 2001). Aunque la funcién exacta de
esta proteina es desconocida, los avances recientes en la genética molecular de las
sarcoglicanopatias han permitido desarrollar ratones deficientes en alguna proteina
para analizar la funcién bioldgica de los distintos sarcoglicanos (Durbeej et al, 2000;
Duclos et al, 1998; Araishi et al 1999; Holt et al, 1998). Los hallazgos de diversos
modelos murinos deficientes de sarcoglicanos parecen indicar que una caracteristica

general en la deficiencia de estos es la presencia de cambios en la permeabilidad de
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la membrana plasmatica (Hack et al, 2000), ademas de que la expresion de distrofina,
distroglicano y laminina se encuentra intacta (Straub et al, 1998).

Por otro lado, la nueva isorforma (56-SG3) podria también estar relacionada con
la correcta localizacion y mantenimiento de las proteinas que participan en la
regulacion del calcio en la cisterna terminal del RS durante la contracciéon debido a
que se encuentra localizada cerca de 6-SG1 y a los DHPR. Esta regulacion
probablemente sea a través de una interaccién directa con proteinas de la unidad
liberadora de calcio (ULC).

Finalmente, si los cambios en la homeostasis del calcio intracelular son
provocados por la ausencia de estas proteinas, entonces al reestablecer la expresion
de ambas se podria disminuir e incluso detener el dafio. Ademas, se podria aportar
informacion novedosa que permita comprender mejor la fisiopatologia de la distrofia

muscular de cintura ocasionada por deficiencia del gen SGCD.

19



PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA.

Las distrofias musculares son enfermedades degenerativas y discapacitantes para las
gue no hay tratamiento. Tanto la edad de manifestacion como la distribucién de afeccion
muscular y severidad de la enfermedad son variables de acuerdo con el subtipo.

La deficiencia del gen delta-sarcoglicano (SGCD) provocada por mutaciones ocasiona
distrofia muscular de cintura tipo 2F y generalmente se acompafa de cardiomiopatia. En
estas distrofias, la funcion del musculo esquelético se encuentra afectada probablemente
debido a una liberacién de calcio aumentada y a una recaptura disminuida (Reiken et al,
2003).

Se ha mencionado que la degeneracion muscular en la distrofia muscular puede ser
iniciada por la despolarizacion de las membranas de los tubulos transversos (TT) y la
liberacién de Ca®" al citoplasma a través de Receptores de Rianodina (RyR1) por interaccion
fisica directa con los DHPR, favoreciendo la respuesta sincronizada de todos los elementos
liberadores de calcio induciendo la formacion de poros transitorios en la mitocondria, lo que
permite el paso de particulas, evento que a su vez se favorece por la formacion de radicales
libres, ocasionando asi, dafio a la célula, la activacién de proteasas dependientes de Ca**,
alteraciones en el citoesqueleto, apagado y encendido de genes y en casos extremos
necrosis y apoptosis.

Los avances recientes en la genética molecular de las sarcoglicanopatias han
permitido desarrollar ratones deficientes en proteinas para analizar la funcion biolégica de los
distintos sarcoglicanos (Durbeej et al, 2000; Duclos et al, 1998: Araishi et al, 1999; Holt et al,
1998). Los hallazgos de diversos modelos murinos parecen indicar que una caracteristica
general en la deficiencia de sarcoglicanos es la presencia de cambios en la permeabilidad de
la membrana plasmatica (Hack et al, 2000). Estudios en modelos animales deficientes de la
proteina 8-SG1 mostraron una expresion anormal del RyR1 en el musculo cardiaco, lo que

sugiere una regulacién anormal de calcio.

De hecho, la concentracién intracelular de Ca®* en los miotubos de estos animales es
mayor en comparacion con los controles normales aun en el estado de reposo. Aunado a lo
anterior, la localizacion de 6-SG1 en la cisterna terminal de el reticulo sarcoplasmico asi
como sobre las bandas |, sugiere que esta proteina podria estar relacionada con la correcta

localizacion y mantenimiento de las proteinas que participan en la regulacion del calcio en la



cisterna terminal del RS durante la contraccion, probablemente a través de una interaccion
directa con proteinas de la unidad liberadora de calcio (ULC), lo que constituiria un
mecanismo fisiopatoldgico en el desarrollo de distrofia muscular y cardiomiopatia. Asi mismo,
se ha mostrado que bloqueadores de canales de calcio disminuyen la progresion de la
enfermedad cardiaca en modelos deficientes en 6-SG1.

Por otro lado, la nueva isorforma (8-SG3) podria de igual manera participar en el
mecanismo de regulacion del calcio en la cisterna terminal del RS debido a que se encuentra
localizada cerca de 6-SG1 y de los DHPR.

Considerando lo anterior, en un modelo murino deficiente de 8-SG1 y 8-SG3 se podria
estudiar el efecto que causa la ausencia de ambas proteinas sobre la regulacién de calcio al
compararlo con ratones normales y ratones a los cuales se les inserte nuevamente mediante
electroporacién in vivo los transcritos que dan origen a cada una de estas proteinas y con
ello reestablecer la funcion de las mismas. De tal manera que mediante este ensayo
podamos analizar la participacion de las mismas, en la homeostasis del calcio intracelular.
Finalmente, la clonacién de las isoformas 6-SG1 y 6—SG3 en el vector de expresion pcDNA3-
MYC, que puede ser rastreado mediante western blot, nos permitira reestablecer la funcion
de ambas isoformas (1 y 3) del gen delta-sarcoglicano y con ello aportar informacion
novedosa en la comprensién de la fisiopatologia de la distrofia muscular de cintura

ocasionada por deficiencia del gen SGCD.



ANTECEDENTES:

Los avances recientes en la genética molecular de las sarcoglicanopatias han
permitido desarrollar ratones deficientes en proteinas para analizar la funcion biolégica de los
distintos sarcoglicanos (Durbeej et al, 2000; Duclos et al, 1998: Araishi et al, 1999; Holt et al,
1998).

Los hallazgos de diversos modelos murinos parecen indicar que una caracteristica
general en la deficiencia de sarcoglicanos es la presencia de cambios en la permeabilidad de
la membrana plasmatica (Hack et al, 2000). Estudios en modelos animales deficientes de la
proteina 8-SG1 mostraron una expresion anormal del RyR1 en el masculo cardiaco, lo que
sugiere una regulacion anormal de calcio.

El grupo de Ueyama (1998), reportd que el hamster BIO14.6, un modelo bien
caracterizado de miocardiopatia dilatada e insuficiencia cardiaca, basado en una mutacion
del gen 3-SG, mostraba una expresion anormal del receptor de rianodina en el muasculo
cardiaco, lo que sugiere una regulacion anormal de calcio en el modelo deficiente de 3-SG.

El grupo de Ueda (2001), muestraron la localizacion de 08-SG en reticulo
sarcoplasmico, esto sugiere que la proteina se encuentra asociada con la regulacion del
calcio, lo que constituiria un mecanismo fisiopatolégico en el desarrollo de distrofia muscular
y cardiomiopatia de este modelo. También, se ha mostrado que bloqueadores de canales de
calcio disminuyen la progresion de la enfermedad cardiaca en modelos deficientes en 6-SG.

Existen estudios donde se muestra la localizacién de 3-SG en la cisterna terminal de
RS, asi como sobre las bandas I. Ademas esta expresion no se encuentra afectada por la
ausencia de distrofina (Ueda et al, 2001). Aunque la funcién exacta de esta proteina es
desconocida, los avances recientes en la genética molecular de las sarcoglicanopatias han
permitido desarrollar ratones deficientes en alguna proteina para analizar la funcién biol6gica
de los distintos sarcoglicanos (Durbeej et al, 2000; Duclos et al, 1998; Araishi et al 1999; Holt
et al, 1998).



Los hallazgos de diversos modelos murinos deficientes de sarcoglicanos parecen
indicar que una caracteristica general en la deficiencia de estos es la presencia de cambios
en la permeabilidad de la membrana plasmatica (Hack et al, 2000), ademéas de que la
expresion de distrofina, distroglicano y laminina se encuentra intacta (Straub et al, 1998).



2. JUSTIFICACION

Las distrofias musculares son enfermedades degenerativas y discapacitantes para
las que no hay tratamiento. Tanto la edad de manifestacion como la distribucion de
afeccidbn muscular y severidad de la enfermedad son variables de acuerdo con el
subtipo.

La deficiencia del gen delta-sarcoglicano (SGCD) provocada por mutaciones
ocasiona distrofia muscular de cintura tipo 2F y generalmente se acompafia de
cardiomiopatia. En estas distrofias, la funcién del masculo esquelético se encuentra
afectada probablemente debido a una liberacion de calcio aumentada y a una recaptura
disminuida (Reiken et al, 2003).

Se ha mencionado que la degeneracion muscular en la distrofia muscular puede ser
iniciada por la despolarizacion de las membranas de los tubulos transversos (TT) y la
liberaciéon de Ca*" al citoplasma a través de Receptores de Rianodina (RyR1) por
interaccion fisica directa con los DHPR, favoreciendo la respuesta sincronizada de
todos los elementos liberadores de calcio induciendo la formacion de poros transitorios
en la mitocondria, lo que permite el paso de particulas, evento que a su vez se favorece
por la formacion de radicales libres, ocasionando asi, dafio a la célula, la activacion de
proteasas dependientes de Ca?*, alteraciones en el citoesqueleto, apagado y encendido
de genes y en casos extremos necrosis y apoptosis.

Los avances recientes en la genética molecular de las sarcoglicanopatias han
permitido desarrollar ratones deficientes en proteinas para analizar la funcién biol6gica
de los distintos sarcoglicanos (Durbeej et al, 2000; Duclos et al, 1998: Araishi et al,
1999; Holt et al, 1998). Los hallazgos de diversos modelos murinos parecen indicar que
una caracteristica general en la deficiencia de sarcoglicanos es la presencia de cambios
en la permeabilidad de la membrana plasméatica (Hack et al, 2000). Estudios en
modelos animales deficientes de la proteina 5-SG1 mostraron una expresion anormal

del RyR1 en el musculo cardiaco, lo que sugiere una regulacién anormal de calcio.

De hecho, la concentracion intracelular de Ca®" en los miotubos de estos

animales es mayor en comparacion con los controles normales aun en el estado de
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reposo. Aunado a lo anterior, la localizacion de 8-SG1 en la cisterna terminal de el
reticulo sarcoplasmico asi como sobre las bandas I, sugiere que esta proteina podria
estar relacionada con la correcta localizacion y mantenimiento de las proteinas que
participan en la regulacion del calcio en la cisterna terminal del RS durante la
contraccion, probablemente a través de una interaccion directa con proteinas de la
unidad liberadora de calcio (ULC), lo que constituiria un mecanismo fisiopatoldgico en el
desarrollo de distrofia muscular y cardiomiopatia. Asi mismo, se ha mostrado que
bloqueadores de canales de calcio disminuyen la progresion de la enfermedad cardiaca
en modelos deficientes en 5-SG1.

Por otro lado, la nueva isorforma (6-SG3) podria de igual manera participar en el
mecanismo de regulacion del calcio en la cisterna terminal del RS debido a que se
encuentra localizada cerca de 6-SG1 y de los DHPR.

Considerando lo anterior, en un modelo murino deficiente de 5-SG1 y §6-SG3 se
podria estudiar el efecto que causa la ausencia de ambas proteinas sobre la regulacién
de calcio al compararlo con ratones normales y ratones a los cuales se les inserte
nuevamente mediante electroporacion in vivo los transcritos que dan origen a cada una
de estas proteinas y con ello reestablecer la funcion de las mismas. De tal manera que
mediante este ensayo podamos analizar la participacion de las mismas, en la
homeostasis del calcio intracelular. Finalmente, la clonacién de las isoformas 8-SG1 y
8—-SG3 en el vector de expresion pcDNA3-MYC, que puede ser rastreado mediante
western blot, nos permitira reestablecer la funcién de ambas isoformas (1 y 3) del gen
delta-sarcoglicano y con ello aportar informacion novedosa en la comprension de la
fisiopatologia de la distrofia muscular de cintura ocasionada por deficiencia del gen
SGCD.
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3. OBJETIVO GENERAL.

* Clonar las isoformas 6-SG1 y 6-SG3 de raton en el vector de expresion
pcDNA3-MYC.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

* Obtener el RNA de musculo esquelético de raton.

* Generar cDNA a partir del RNA obtenido.

« Amplificar las isoformas 3-SG1 y 6—SG3 del gen delta sarcoglicano

e Analizar las clonas obtenidas mediante PCR y digestion con enzimas de

restriccion

e Secuenciar las clonas obtenidas para cada vector para verificar el marco de

lectura de los productos clonados.
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1 Extraccion de RNA total.

La extraccion de RNA, se llevd a cabo a partir de musculo de raton, mediante el
método de extraccion fendlica TRIZOL. Una vez obtenido el musculo, se coloco en un
mortero previamente esterilizado y horneado, se macerd con nitrégeno liquido, y por
cada 100 mg de tejido se agregd 1 ml de trizol (Reagent ® Invitrogen™ Life
Technologies), posteriormente se homogenizd en politron, se centrifugo a 2 500 rpm
durante cinco minutos, transfiriendo el sobrenadante a un tubo de 1.5 ml, se agregaron
200 ul de cloroformo y se agité durante quince segundos. Se incubd en hielo cinco
minutos, pasado este tiempo se centrifugo a 12 000 rpm quince minutos a 4°C.
Después de centrifugar debido a que las fases se separan, la fase acuosa
(transparente), se transfiere a otro tubo, precipitando con 1 volumen de isopropanol. Se
incubd durante quince segundos a 4°C, posteriormente se centrifugé 12 000 rpm quince
minutos a 4°C, el sobrenadanate se retir6 con micropipeta y el RNA se lavé dos veces
con etanol al 70%, centrifugando en cada lavado a 12 000 rpm durante cinco minutos a
4°C, hecho esto se dejo secar la pastilla misma que se resuspendio con 50 ul de agua
DEPC (Dietil-Pirocarbonato); de este volumen se reservaron 5 ul para ver la integridad
del RNA y para cuantificarlo, lo demas se precipitdé con 1 volumen de acetato de potasio

2M y dos volumenes de etanol absoluto, almacenandolo a -70°C.

NOTA:

Todo el material que se utilizo, previamente se esterilizd, asi mismo, los reactivos
se prepararon con agua DEPC estéril.

Es conveniente cambiar de guantes varias veces, esto, para evitar cualquier tipo

de contaminacion.
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4.2 cDNA.

A partir del RNA obtenido se prepardé cDNA, para lo cual se tomé una alicuota del
mismo, lo que fue equivalente a 3 ug. Se centrifugo a 12 000 rpm durante quince
minutos, se retird el sobrenadante y la pastilla se lavo con 500 ul de etanol al 70%
centrifugando durante diez minutos a 12 000 rpm, asi se hicieron dos lavados,
finalmente se resuspendié en 15 ul de agua DEPC.

Para la obtencidon del cDNA se prepararon dos tubos; el tubo numero 1
contendria 5 ul del RNA (lavado), 0.5 ul de random primers y 12 ul de agua, este
tubo se puso en el termociclador durante tres minutos a 72°C. Transcurrido el
tiempo se puso en hielo y se agregé en contenido del tubo numero 2 (4 ul de buffer
5x para RT (transcriptasa reversa), 1 ul de enzima RT, 1 ul de dNTP’s y 2 ul de
dTT’s). Posteriormente se volvié a colocar en el termociclador 1 ciclo a 37°C por

sesenta minutos, un ciclo a 94°C por seis minutos y finalmente 4°C .
4.3 Amplificacion de las isoformas &1y &3.
Debido a que se emple6 el vector pcDNA3-MYC se disefaron los

oligonucléotidos correspondientes para este; con el fin de amplificar los insertos. Los

oligonucledtidos utilizados se muestran en la tabla 1.

PRIMERS PARA AMPLIFICAR 5-SG1Y §-SG3
VECTO [ INSER | PRIM SECUENCIA
5-SG1 FWD | GCG CCT CGA GAT GCC TCA GGA ACA
REV | CGC CTC TAG ATC AAAAGA CACTTG

5-SG3 FWD | GCC TCG AGA TGC CTC AGA ACA GTA
REV | GCG CTC TAG ATC AAA GGC AGA

pcDNA

Tabla 1. Primers disefiados para amplificar los insertos 8-SG1y §-SG3
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Las condiciones de amplificacion, fueron las siguientes (Tabla 2).

AMPLIFICACION DE 6-SG1Y 3-SG3

1 Rx GAPDH C-
Buffer 10X 2.5ul 2.5ul 2.5ul
dNTP’'S 10 mM 0.5ul 0.5ul 0.5pl
MaCl2 mM 1.0ul 1.0ul 1.0ul
Primer F 1.0ul 0.5ul 1.0ul
Primer R 1.0ul 0.5ul 1.0ul
Taq 0.2ul 0.2ul 0.2ul

cDNA 2.0ul 2.0ul ----
H20 cbp 25.0ul 25.0ul 25.0ul

Tabla 2. Reaccion de PCR para la amplificacion de los insertos 3-SG1 y 6—SG3.

El tamafo de los productos que se esperaba eran de 869 pb para la isorforma
01y 534 pb para la isoforma 33. Después de tener los fragmentos amplificados se hizo

restriccion tanto de insertos como de vector como se indica en la tabla 3.

VECTOR | INSERTO ENZIMAS SITIOS DE RESTRICCION

pcDNA3 8-SG1 Xhol: 5°... C'TCGAG ...3’
Xhol / Xbal 3’... GAGCT,C ...5
5-SG3 Xbal: 5°... T'CTAGA ...3’

3’... AGATC,LT...5’

Tabla 3. Enzimas empleadas para la restriccién del vector pcDNA=5 400 pb y asi como para los

respectivos insertos 8—1=869 pb y 6—3 =534 pb. También se presentan los sitios de restriccion.

Una vez hecha la restriccion, el vector se desfosforilé durante una hora usando
fosfatasa alcalina para posteriormente correr un gel y ver que estuvieran los fragmentos
integros, posteriormente se cuantificaron con espectrofotometro a 260 nm.

Ya restringidos se realizé la reaccion de ligaciéon y transformacién como a

continuacion se indica.
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4.4 Reaccion de ligacion y transformacion.

Considerando los resultados de la cuantificacion con el espectrofotometro para el
vector pcDNA y para los insertos:

Se realizo la reaccién de ligacion y transformacion tomando en cuenta la siguiente

formula:

(50 ng vector X pb inserto/pb vector) X (3 inserto/1 vector) = ng de inserto.

De tal modo, la reaccion fue la siguiente: (Tabla 5)

Fragmentos puros a clonar Control de Ligacian
(CL)
Wector a0 ng 20 ng
Insero g de inserto —_
Buffer 2 (1%) | chp 10.0u chp 10.0 U
BLffer 1 10.0 ul 10.0ul
Ligasa T4 1.0 1.0ul
R total 21.0ul 21.0u

Tabla 5. Reaccién de ligacion

La reacciéon de ligaciéon se dejé 10 minutos a temperatura ambiente, se
descongelaron las células competentes en hielo, posteriormente en una zona estéril se

prepararon los tubos necesarios para la transformacion (Tabla 6).

NOTA: Para este caso por sus caracteristicas se utilizé la cepa JM109.
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Tubo 1 Tupbo 2 Tuho 3 Tubo 4 Tubo &
INSERTO CL CcT CR CN
a00ulC.C a00ulC.C a00uC.C a00uCcC a00ucCC

210U RxL 21.0ul CL 0.5 ul plasmido al ng de
probado veCtor

Tabla 6, Reaccion de transformacion donde: C.C= células competentes; Rx L= reaccion de ligacion; CL=

control de ligacién; CR= control de restriccion y CN= control negativo.

Los tubos se dejaron 20 minutos en hielo, posteriormente se les dio un choque
térmico poniéndolos 50 segundos a 42°C * 1°C, transcurrido este tiempo, se colocaron
2 minutos en hielo para enseguida agregarles 600 ul de medio liquido Luria Broth (LB)
sin antibidtico. Posteriormente se dejaron 1 2 hrs en incubacion a 37°C, pasado el
tiempo, se plaquearon 300 pl de cada tubo en cajas petri previamente preparadas con
LB y antibiético (ampicilina en este caso), finalmente se dejaron toda la noche (16 hrs =)
a 37°C.

De este método se obtuvieron colonias (clonas positivas), mismas que se
probaron por PCR. A partir de estos resultados se extrajo el vector que contenia el

inserto usando la metodologia descrita como miniprep.

4.5 Obtencion de DNA plasmidico (Miniprep).

Se prepard un cultivo con 4.0 ml de medio liquido LB con antibiético (0.1 mg/ml)
toda la noche a 37°C, a partir del cual se tomé 1.0 ml para guardar en stock a -80°C, el
resto (3.0 ml) se repartié en dos tubos eppendorf, los cuales se centrifugaron a 4°C
durante 5 minutos a 3 000 rpm, el medio se removié aspirando cuidadosamente,
procurando dejar la pastilla bacteriana tan seca como fuera posible. Enseguida se
procedié a la lisis bacteriana para lo cual fue necesario resuspender perfectamente (con

vortex) en 100 pul de solucion | (Anexo).
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Se agregaron 200 ul de solucién Il (Anexo), misma que se prepara al momento
de ser usada, se mezcl6 inviertiendo el tubo 5 veces (NO VORTEX) y se puso el tubo
en hielo.

Posteriormente se agregaron 150 ul de solucion Il (Anexo), mezclando para
dispersar la solucién a través del lisado bacteriano viscoso. Se coloco el tubo en hielo
durante 5 minutos, se centrifugd a 12 000 rpm durante 5 minutos a 4°C, transfiriendo el
sobrenadante a otro tubo. Se agregd un volumen igual de fenol-cloroformo (= 400 pl),
se mezcld en vortex y se centrifugd a 12 000 rpm durante 5 minutos a 4°C. El
sobrenadante se transfirid nuevamente a un tubo limpio, en seguida, se precipitd el
DNA con dos volumenes de etanol absoluto a temperatura ambiente (= 800 pl), se
mezclé con vortex, la mezcla se dej6 2 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugo a 12 000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se removio el sobrenadante por
aspiracioén, colocando el tubo en posicién invertida sobre una toalla. Finalmente se lavd
con 1ml de etanol al 70% y se resuspendi6é con 50 ul de agua de ampolleta, agregando

1 ul de RNAsa 10 minutos a 37°C. Se almaceno a -20°C para las pruebas siguientes.

4.6 Desnaturalizacion y caracterizacion por restriccion.

Una vez hecho el miniprep, de las clonas seleccionas se cuantificaron con
espectrofotometro a 260 nm. Considerando esta cuantificaciéon, se tomé 1ug para
restringir con las enzimas correspondientes, esto, con el proposito de ‘“liberar” el
fragmento que se introdujo al vector. Previo a la restriccion, el vector se desnaturalizo,
lo cual se hizo calentando agua hasta ebullicidon, se tomé una alicuota del miniprep y se
metid durante 3 minutos al agua, inmediatamente se pas6é a hielo en donde se
prepararon las reacciones de restriccion.

Posteriormente se corrié un gel de agarosa al 1%, con lo cual se demostré que

los fragmentos correspondian a los tamafos esperados, segun fuera el caso.
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4.7. Secuenciacion.

Con la certeza de que los fragmentos estaban dentro del vector, se llevd una
muestra de estos con los oligonucléotidos correspondientes para ser analizados en un
secuenciador ABI 3100 de 16 capilares que utiliza el METODO BIG DYE Terminator
fluorescence based sequencing para analisis de secuencia y utiliza la Matrix DS-30 para

analisis de fragmentos.

29



5. RESULTADOS.

Extraccion de RNA total.

Con el fin de obtener el transcrito que da origen a cada una de las isoformas 6-SG1
y 6—SG3 se realizo la extraccion de RNA total de musculo esquelético de ratdn. Este
RNA fue de muy buena calidad, ya que como se puede ver en la figura 10, se observan
perfectamente los RNAs ribosomales (18S y 28S). Ademas la concentracién obtenida
fue suficiente (1.08 pg/ul). EI RNA fue utilizado para realizar la reaccién de

transcriptasa reversa (RT). En la RT se utilizaron 3 pg del RNA purificado y se realizé la
obtencion del cDNA total.

Fig. 10. Gel de agarosa al 1%. Se muestra la integridad del RNA extraido a partir de masculo de ratén. Se

cargaron 0.2ug (carril 1); 0.5ug (carril 2) y 1.0ug (carril 3).
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Amplificacién de los transcritos de cada una de las isoformas a partir del cDNA.

Para lograr amplificar el cDNA completo y especifico para cada una de las
isoformas se utilizaron los oligonucleotidos denominados 6SG1-FWD y §SG1-REV (para
la isoforma 6-1) asi como los llamados 3SG3-FWD y 8SG3-REV (para la isoforma 8-3).
El amplificado obtenido contiene los extremos de restriccion para las enzimas Xhol y
Xbal asi como la secuencia completa del transcrito (desde el ATG de inicio hasta el
codon de paro) de las isoformas. El tamafio de cada uno de los transcritos amplificados

fue de 869 pb para la isoforma 6-1y de 534 pb para la isoforma &-3 (Figl1l).

ng pb

200 2000
120 1200 b SG1= 869 pb
p
80 800 3 SG3= 534 pb
40 400
20 200
10 100

Fig 11. Amplificacion de los transcritos de cada una de las isoformas 6-SG1 y 6—-SG3. En un gel de
agarosa al 1% se cargaron 2.0pl de marcador de masa (Low DNA Mass™ Ladder) (carril 1) y 2.0ul de
cada uno de los amplificados (carriles 2 y 3).
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Purificacion y digestion de los amplificados de las isoformas y del vector pcDNAS3-
MYC.

Los transcritos amplificados fueron limpiados para eliminar todos los reactivos
utilizados en la reaccion de PCR y posteriormente se sometieron a una digestion
enzimatica con las enzimas Xhol, y Xbal. Al mismo tiempo se realiz6 la digestion para el
vector pcDNA3-MYC (5445 pb) utilizando las mismas enzimas. Este vector fue disefiado
previamente (Donado por el Dr. Delgado-Olguin) y tiene una expresion constitutiva alta
para células de mamifero. El nivel tan alto de expresién es debido a que contiene al
promotor del citomegalovirus. También contiene un sitio multiple de clonacion con
enzimas de uso frecuente asi como una sefial de poliadenilacién de la hormona de
crecimiento de bovino (BGH) y un coddn de paro para la transcripcion, lo cual permite la
estabilidad del mRNA. También contiene genes para dos antibiéticos distintos, para
ampicilina y para neomicina. Aunado a todo lo anterior, contiene una bandera para el
gen MYC (Fig. 12). Este gen es un proto-oncogen que da origen a una proteina
denominada p64 y que actia como factor de transcripcion. En este vector se clond la
secuencia AAGCTT GCCA CCATGGAGCA GAAGCTGATC TCTGAGGAGG
ACCTGAACGA ATTCGTCGAT AAGCTT la cual corresponde a MYC. La introduccion
de esta bandera en el vector permite que mediante anticuerpos especificos para este
fragmento en un ensayo de Western Blot se pueda identificar indirectamente la

expresion de la proteina de interés (en este caso 6-SG1y 6—-SG3).
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Fig 12.Mapa del vector pcDNA-3MYC, el cual se emple6 para la clonacion de las isoformas 6-SG1y
8-SG3.

Después de la digestion con las enzimas Xhol y Xbal, tanto de los transcritos para
cada una las isoformas asi como del vector, estos fueron limpiados y cuantificados
usando un espectrofotometro a 260 nm. La concentracion fue confirmada mediante su
corrimiento en un gel de agarosa con marcador de masa (Low DNA Mass™ Ladder), el
cual nos dio una referencia aproximada de la concentracion de cada muestra. En la
figura 13 se observa al vector digerido (carril 1), asi como su peso molecular. El tamafio
correspondio con el esperado. También se observan las bandas que corresponden a los
transcritos digeridos los cuales se ven muy bien y en el tamafio correspondiente

(carriles 3y 4).
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6000 pb pcDNA3-MYC= § 400 pb

55G1= 834 pb
55G3= 534 pb

750 pb
500 pb

250 pb

Fig 13. Restriccion del vector y de los amplificados. Todas las muestras se digirieron con las enzimas
Xhol y Xbal durante 1 hora a 37°C y posteriormente se analizaron en un gel de agarosa al 1% se
corrieron 2.0yl de marcador de 1Kb (Gene Ruler™ 1Kb DNA Ladder) (carril 1); 2.0ul del vector

PcDNA3-MYC-83 (carril 2); 2.0ul de 5-SG1 y (carril 3) y 2.0uL de 5-SG3.

Clonacion de los transcritos de las isoformas 6-SG1 y 6-SG3 en el vector
pcDNA3-MYC.

Una vez que se corrobor6 la digestion y la concentracion tanto de los transcritos
amplificados (6-1 y 8-3) como del vector (pcDNA3-MYC), se realiz6 la desfosforilacion
de este ultimo con el fin de evitar la ligacién del vector con si mismo. Posteriormente se
procedio a realizar la ligacion y la transformacion bacteriana. La cepa que se empleo
fue la denominada JM109.

Dieciséis horas después de la incubacion a 37°C se observé crecimiento de
varias colonias, de éstas se seleccionaron 9 al azar, mismas que fueron probadas por
PCR, obteniendo amplificacion de los transcritos para cada una de las isoformas. Sin
embargo, esto solo dio un indicio de que el inserto se encuentra presente, pero habia
gue corroborarlo, razéon por la cual se realizé el miniprep de cada una de ellas. Estos
minipreps fueron nuevamente amplificados por PCR y se encontré que de las 9 clonas

s6lo amplificaron 6, de las cuales tres fueron para 6—-SG3 y 3 para 6—SG1 (Fig.14).
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65G3= 534 pb

5SG1= 869 pb

Fig 14. Gel de agarosa al 1% con TBE para confirmar la existencia del inserto. En el carril 1 se corrieron
2.0 pl de marcador de 1 Kb (Gene Ruler™ 1Kb DNA Ladder); del carril 2 al 9 se corrieron 2.0 ul de cada
muestra producto de la PCR, de los fragmentos amplificados se consideraron para los siguientes

experimentos las muestras 7, 8 y 9 de 6SG3 y las muestras 5, 6 y 7 de 6SG1.

A partir de este momento, el vector con el inserto correspondiente para cada una
de los transcritos de las isoformas se denominé pcDNA3-MYC-61 y pcDNA3-MYC-383
para las isoformas 61 y 83 respectivamente. Cada uno de ellos tenia un tamafio distinto
y entonces el vector pcDNA3-MYC-41 finalizé con un tamafio de 6309 pb en tanto que

el pcDNA3-MYC-63 con 5981pb (Fig. 15).
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Fig 15. Mapa de los vectores generados después de la clonacién de los transcritos en el vector pcDNA-
3MYC. En la figura se observan los sitios en donde fue insertado cada uno de los transcritos de las
isoformas asi como el tamafio final de cada vector. En letra roja se muestran los sitios de corte con la
enzima de restriccion EcoRI con la cual se realizé la caracterizacion del inserto.

Con base en los resultados anteriores y con el fin de caracterizar al inserto se

realizd una digestion con la enzima de restriccion EcoRI la cual corta por dentro y por

fuera del inserto con lo que fue posible confirmar tanto su presencia como el sentido en

el gue se encontraba. Después de esta digestion se obtuvo un fragmento de 260 pb

para cada uno de los insertos 6—-SG1 y 6-SG3, siendo este el tamafio esperado (Fig.

16).
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1 2 3 4 5

250 pb —— 5SG1y 3=260 ph

Fig. 16. Liberacion de los insertos 61 y 63 de los vectores pcDNA3-MYC-51 y pcDNA3-MYC-33. La
liberacion se hizo mediante la digestion con la enzima EcoRI y analizados en un gel de agarosa al 1%. En
el carril 1 se muestra el marcador de 1Kb (Gene Ruler™ 1Kb DNA Ladder). El carril 2 contiene 0.5 ul del
miniprep del vector denominado pcDNA 3-MYC-81 sin digerir; en el carril 3 hay 5.0 pl de este mismo,
pero digerido con EcoRI; carril 4, 0.5 pl del miniprep del vector denominado pcDNA3-MYC-83 sin digerir
y la digestion con la misma enzima para pcDNA3-MYC-83 (carril 5).

Secuenciacion de los vectores pcDNA3-MYC-61 y pcDNA3-MYC-43.

Una vez que se caracterizaron los vectores, se realizd la reaccion de
secuenciacion con los oligonucledtidos que estan disefiados para reconocer una
secuencia dentro del vector que esta un poco después del promotor CMV. Las
secuencias obtenidas (electroferogramas) se muestras en las figuras 17 y 18.

Las secuencias obtenidas se analizaron mediante el uso del programa “Chromas” en
donde se compararon las secuencias obtenidas con las reportadas en el Gene Bank.
Dicho analisis nos permitid saber que se encontraban en fase y que no contenian
ningun cambio (mutacién) en la secuencia de nucle6tidos originada por la amplificacion
al compararla con las secuencias reportadas. La comparacion obtenida mediante el

programa se muestra en las figuras 19 y 20.
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ATGGAGC A MM TGATCCCCTG AGG MGG ACC TG AAC GAATTC TGCAN ATATCCATCACAC TGGCGGCCGC TCOAGATGCC TCAGGAACAGTA
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COCACCACAGG AGCACCATGCCCAGC TCTGAGGGGCCACACATAT ACAAAGTGGGGATTTACGGL TGGAGGRAARAGATGCCTGTATTTCT
150

ol aty

GTCCTGCTCCT CATGATT T TAATAC TGGTGAACTTGGCCATG ACCATC TGG ATTCTCAAGG TCATGAACTTCAC AATTGATGG BATGGG ALM
27 2

s

TAAG AATCACAGAAAAGGGTCTGAAGC TAGAAGGAGAC TCAG AATTC T TACAACC TC TC TAC GCCALAAGALATCAAGTCCCGACCAGGTAAT
290 300 310 320 330 340 350 360 370

Figl7. Electroferograma de la secuencia del vector pcDNA3-MYC-51.

TEG AGEAMGALGT TG ATCCC TG AGCMAGE ACMN MG AT GAATTCT GOCNCATATCCATCACAC TGGCGGCCGE TCGAGATGC CTCAGGAACAGT A)

TTCCCACCACAGGAGCACCATGCCCAGC TCTG AGGGGCCACACAT ATACAAAGG GGGEATTTACGGCTGGAGGALLLGATGCNTGTATT T
100 110 120 130 140 150 160 170 180

yiy

CTTTGTCCTGCTCCTCATGAT TTTAAT AC TGO TGAACT TGGCCATGACCATC TGG AT TCTCAASG TCATG RACT TCAC AAT TG AT GG AATG

A

GG AALC TTALGALTC AT AGALALGGGTC TGAAGC TAGALGG MG ACTCAGAATTC T TACAACT TC TCTACGCCALLG AMATC AAG TCCCG AC

Fig 18. Electroferograma de la secuencia del vector pcDNA3-MYC-33.
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Identities = B70/870 (100%), Gaps = 07870 (0%)
Strand=Plu=s/Plus=

Query 1 ATGCCTCAGGARCAGTATTCCCACCACAGGAGCACCATGCCCAGCTCTGAGGGGCCACAC a0

N N N N N N N N RN
Sbjet 50 ATGCCTCAGGAACAGTATTCCCACCACAGGAGCACCATGCCCAGCTCIGAGGGGCCACAC 109

Query 61 ATATACARRGTGEEEATTTACGECT GEAGGAARRGATGCCTETATTICTITGICCTIGCTC 120

N N N N
Sbjet 110 ATATACAAAGTGGGGATTTACGGCTGGAGGAAARGATGCCIGTATTICITIGICCIGCTC 169

Cuery 121 CICATGATTTITAATACTGGTGAACTTGGCCATGACCATCTGGATTCTCAAGGTCATGAAC 180

R N N N N NN
Sbjct 170 CICATGATTITTAATACTGGTIGAACTTGGCCATGACCATCTGGATICTCAAGGTCATGARC 223

Query 181 TICACARTTGATGGAATGGGAAACTTALGARATCRACAGARAAGEGTCTERAAGCTAGARGER 240

N N N AN
Sbject 230 TICACAATTGATGGAATGGGARARACTTARAGRATCACAGARAAGGGTCTGRAGCTAGRAGGR 283

Query 241 GACTCAGARATTCTTACARCCTCICTACGCCARRGAARTCAAGTCCCGACCAGGTRAATGCC 300

N N N N N RN RN
Sbjct 290 GACTCAGRATTICITACAACCTCTCTACGCCAAAGAAATCARGTCCCGACCAGGTAATGCC 349

Query 301 CIATACTTICARARATCIGCCAGGARCGTGACAGTGRACATTCTCALRTGATCAGACARARGTG 360

N N N NN
Sbjct 350 CIATACTTCAAATCTGCCAGGAACGTGACAGTGAACATICTCAATGATCAGACARARAGTG 409

Query 36l CIGACTCAGCTGGIGACAGGTICCGAAGGCIGIGGAAGCATATGGCARARRGGITIGARGTA 420

N R N N N RN
Sbjct 410 CIGACTCAGCIGGTGACAGGTCCGAAGGCTGIGGAAGCATATGGCARAAGGITIGARGTA 469

Query 421 ARRACTGTTITCIGGARAATTGCTCITITCTGCGEGATGACAGTGAAGTGGTCETGEEAGET 480

N R N R
Sbjct 470 AAAACTGTTTCTGGAARATTGCTCITTITCTGCGGATGACAGTGRAGTGETCGTGGGAGCT 529

Query 481 GAGAGATTGAGAGTCTITAGGAGCTGAAGGCACAGTCITCCCCAAATCCATAGARACACCT 540

N N N N N N RN
Sbject 530 GAGAGATTGAGAGTCTIAGGAGCTGAAGGCACAGTCTTCCCCARATCCATAGAARCACCT 589

Query 541 AATGTCAGAGCAGACCCCTTCAAGGAACTAAGETTGGAGTCCCCAACCCGATCTCTAGTIG 600

N N N
Sbjet 590 AATGTCAGAGCAGACCCCITCRAGGAACTARGGITGGAGTCCCCAACCCGATCICTIAGTG 649

Query 601 ATGEAAGCCCCALAAGGAGTAGARATAARTGCAGAAGCTGGCARTATGEAAGCCATCIGE 660

L N m NN NN
Sbjct 650 ATGGAAGCCCCAARAGGAGTAGAAATAARTGCAGAAGCTGGCARTATGGRAGCCATCIGE 709

Query 661 AGRAGTGAGCTGAGACTGGAGTCCAAGGATGEAGAGATTAACGTTAGATGCTGCGARRATCE T20

N N NN
Sbijct 710 AGARAGTGAGCTGAGACTGGAGTCCAAGGATGGAGAGATTAAGTTAGATGCTGCGARARTE Ta3

Query 721 ARACTACCTAGACTGCCTCGIGGATCCTACACACCCACAGGAARCGAGGCAGRAAGGTCITC T8O
N N N
Sbjet 770 RAACTACCTAGACTGCCTCGIGGATCCTACACACCCACRGGARCGAGGCAGRAGGTCTITC 829
Query 781 GAGGTCIGCGICTGCGCCRAATGGGAGGTTATICCTGICCCAGGCAGGRACTGETITICTACC 840
N R N RN N RN RN R RN RN NN R
Sbjet 830 GAGGTCIGCGICIGCGCCAATGGGAGGTTATTCCTGICCCAGGCAGGRACTGGTITCTACC 889
Query 841 TGICAGATAARCACARGTGTCIGCCTITIGA 870

TRLRRER LRl
Sbjet 890 TGICAGATARACACAAGTGTCIGCCTITGR 919

Fig 19. Comparacion de la secuencia de cDNA de 381 esperada con la que se obtuvo a partir de la

secuenciacion.
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0.0
0/493 (0%)

Score = 8900 bit=s (487), Expect
Identities = 491/493( 100%), Gaps
Strand=Plus/Plus

Query 1 ATGCCTCAGGARCAGTATTCCCACCACAGEAGCACCATGCCCAGCTCTGAGGGGCCACAC &0

R NN N N NN NN NN NN
Sbjct. 30 ATGCCTCAGEALCAGTATTCCCACCACAGEAGCACCATGCCCAGCTCTGAGEGGCCACAC 108

Query 61 ATATACALAGTGEGEATTITACGGCTGEAGGAAMAGATGCCTETATTTCTITGICCTIGCTIC 120

PRRLEL e e it nniinininnnl
Sbjct 110 ATATACARRGTGGGGATTTACGGCTGGAGGAARAGATGCCIGIATITCITIGICCIGCTC 169

CQuery 121 CICATGATTITTAATACTGGIGAACTIGGCCATGACCATCTGGATTCTCAAGGTCATCAAC 180

PRRRRE R e iy 1l
Sbjct 170 CICATGATTITTAATACTGGIGAACTIGGCCATGACCATCTGGATTICTCAAGGTCATGARAC 229

Query 181 TICACAATTGATGGAATGGGARACTTAAGAATCACAGRARRAGGGTICTGAAGCTAGRAAGGER 240

PRRRRRR R R e e e nnnninl
Sbjct 230 TICACAATTGATGGAATGGGARACTTARAGARTCACAGRARRLRGEGTCTGARGCTAGARGER 289

Query 241 GACTCAGAATTCTITACAARCCTCICTACGCCAAAGARAATCARGTCCCGACCAGGTAATGECC 300

PRLLET R R R e e e iirinininnnl
Sbjct 250 GACTCAGAATTCTITACARCCTCTICTACGCCAARGAAATCRAAGTCCCGACCAGGTAATGECC 348

guery 301 CTATACTTCARLTCTGCCAGGARCGTGACAGTGARCATTCTCAATGATCAGRACARMAGTE 360

PRRRRR R R e e e innnnnnnninl
Sbjct 350 CIATACTTICARATCTGCCAGGAACGTGACAGTGAACATTCTICAATGATCAGACARRRAGTE 405

GQuery 361 CTGACTCAGCTGGIGACAGSICCGARGGCTGTGGAAGCATATGGCRAARAGGTTTGAASTA 420
N RN N N NN N RN NN NN RN RN RN NN
Sbjct 410 CTGACTCAGCTGGIGACAGGICCGAAGGCTGTGGAAGCATATGGCAAAAGGTTTGALGTE 463
Guery 421 ARRACTGTTTCTIGGRARATTGCTCTTITCIGCGGATGACAGTGAAGTGGTCGTGEGASCT 480
R N N N NN NNy
Sbijct 470 ARRACTGTTTCIGGRAARATTGCTCTTTITCIGCGGATGACAGTGARGTIGETCGIGEGASCT 523
Guery 481 GAGAGATTGAGAG 493

(AR
Sbjct 530 GAGAGATTGAGAG 542

Fig. 20. Comparacion de la secuencia de cDNA de 83 esperada con la que se obtuvo a partir de la

secuenciacion.
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6. DISCUSION.

Los sarcoglicanos son un grupo de glicoproteinas transmembranales que forman
parte del complejo de proteinas asociadas a distrofina. La deficiencia de los
sarcoglicanos provocada por mutaciones es responsable de distintas formas de distrofia
muscular de cintura tipo 2D, 2E, 2C, etc (Chan et al, 1998). [1-SG es un componente del
complejo sarcoglicano-sarcospan, y mutaciones en el gen causan distrofia muscular de
cintura tipo 2F (LGMD 2F) (Yoshida et al, 2000; Delgado et al, 2004).

En estudios previos, se ha reportado que mutaciones en el gen SGCD y por
consiguiente la deficiencia de la proteina [0-SG, provoca una expresion anormal del
receptor de rianodina en el musculo cardiaco, lo que sugiere una regulacién anormal de
calcio. Ademas, la localizacion de [O-SG en reticulo sarcoplasmico (RS), sugiere que
esta proteina se encuentra asociada con la regulacién del calcio, lo que constituiria un
mecanismo fisiopatologico en el desarrollo de distrofia muscular y cardiomiopatia. Por
otra parte, el uso de bloqueadores de canales de calcio disminuye la progresiéon de la
enfermedad cardiaca en modelos deficientes de 0-SG.  En resumen, se cree que -
SG participa en la regulacion de concentracion de calcio intracelular, y que su ausencia
provoca una entrada mayor de calcio, lo que a su vez genera debilitamiento v,
subsecuente degeneracién muscular (Emery, 2002), evento comun en las distrofias
musculares de cintura

Por otro lado, la isoforma recientemente identificada (0-SG3) podria también
estar relacionada con la localizacién y mantenimiento de las proteinas que participan en
la regulacion del calcio en la cisterna terminal del RS durante la contraccion debido a
que se encuentra localizada cerca de [-SG1 y a los DHPR. Esta regulacion
probablemente sea a través de una interaccion directa con proteinas de la ULC.
Considerando lo anterior, en este trabajo se llevo a cabo la clonacién de las isoformas
[0-SG1 y O-SG3 en el vector de expresiéon pcDNA3-MYC. Los vectores pcDNA3-MYC-
01 y pcDNA3-MYC-[O3 generados de esta manera fueron caracterizados mediante
restriccion con la enzima EcoRI la cual corta por dentro de los insertos, lo que nos

permitié confirmar su presencia y el sentido adecuado del mismo. Con la secuenciacion
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quedo finalmente corroborada la presencia de los insertos, el sentido y la no existencia
de mutaciones.

Los vectores podran ser utilizados posteriormente para los ensayos de
transfeccion in vivo en un modelo murino deficiente de ambas isoformas. Con la
electroporacion se espera revertir los cambios en la homeostasis del calcio intracelular
provocados tanto por la ausencia de las isoformas [0-SG1 y [1-SG3, al reestablecer la
expresion de ambas isoformas. Lo anterior podria confirmar nuestra hipétesis de que
estas isoformas tienen un papel importante en la regulacién del calcio en las distrofias
musculares y por tanto, el reestablecimiento de su funcién pueda ser una posibilidad

para lograr una disminucion o incluso detener el dafio.
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7. CONCLUSIONES.

1. Se aprendieron y aplicaron técnicas de diseccion de ratones y obtencién de

musculo esquelético.

2. Se estandarizaron y aplicaron técnicas de biologia molecular tales como:
extraccion de RNA, cuantificacion de &cidos nucleicos, RT, disefio de
oligonucledtidos, PCR, electroforesis horizontal, digestion enzimética, ligacion,

transformacion bacteriana y purificacion plamidica.

3. Se clonaron las isoformas 6-SG1 y 0-SG3 en el vector pcDNA3-MyC
generandose dos vectores nuevos denominados pcDNA3-MYC-31 y pcDNA3-
MYC-33.

4. Con los resultados obtenidos, se abre la posibilidad de continuar con estudios in
vivo que conduzcan hacia una disminucion del dafio provocado por la ausencia
de las isoformas 6-SG1 y 3-SG3 al reestablecer su expresion. La funcion se
reestablecera al electroporar los vectores generados en ratones deficientes del

gen delta sarcoglicano.
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9. ANEXO.

b)

Soluciones de miniprep:

solucion |

50mM glucosa

25mM Tris Cl pH 8.0 (ajustar con HCI)
Prepara 100ml (esterilizar en autoclave)

solucion 11

0.2N NaOH (stock 10N)
1% SDS (stock 10%)
Preparar en el momento

solucién 111

5M acetato de potasio 60ml
Acido acético glacial ~ 11.5ml
H20 28.5ml
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Secuencia del vector pcDNA3-MyC/ 81 (en azul se indica el sitio de Xhol, enseguida, en
verde, la secuencia de 51 y en rojo el sitio Xbal)

gacggatcgggagatctcccgatcccctatggtcgactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagtatctgeteectgettgtgt
gttggaggtcgctgagtagtgcgcgagcaaaatttaagctacaacaaggcaaggcttgaccgacaattgcatgaagaatctgettagggttaggegt
tttgcgctgcttcgcgatgtacgggcagatatacgcgttgacattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatag
cccatatatggagttccgcgttacataacttacggtaaatggcccgcectggectgaccgcccaacgacccccgeccattgacgtcaataatgacgtat
gttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggactatttacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcata
tgccaagtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggcccgectggecattatgecccagtacatgaccttatgggactttectacttggcagta
catctacgtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggatttccaagt
ctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgecccattgacgcaaatgg
gcggtaggegtgtacggtgggaggtctatataagcagagctctctggctaactagagaacccactgcttactggcttatcgaaattaatacgactca
ctatagggagacccaagcttggtaccgagctcggatccactagtaacggccgccagtgtgctggaattctgcagatatccatcacactggeggecgce
tcgagatgcctcaggaacagtattcccaccacaggagcaccatgcccagctctgaggggccacacatatacaaagtggggatttacggctggaggaa
aagatgcctgtatttctttgtcctgctectcatgattttaatactggtgaacttggccatgaccatctggattctcaaggtcatgaacttcacaatt
gatggaatgggaaacttaagaatcacagaaaagggtctgaagctagaaggagactcagaattcttacaacctctctacgccaaagaaatcaagtccce
gaccaggtaatgccctatacttcaaatctgccaggaacgtgacagtgaacattctcaatgatcagacaaaagtgctgactcagctggtgacaggtcc
gaaggctgtggaagcatatggcaaaaggtttgaagtaaaaactgtttctggaaaattgctcttttctgcggatgacagtgaagtggtcgtgggaget
gagagattgagagtcttaggagctgaaggcacagtcttccccaaatccatagaaacacctaatgtcagagcagaccccttcaaggaactaaggttgg
agtccccaacccgatctctagtgatggaagccccaaaaggagtagaaataaatgcagaagctggcaatatggaagccatctgcagaagtgagetgag
actggagtccaaggatggagagattaagttagatgctgcgaaaatcaaactacctagactgcctcgtggatcctacacacccacaggaacgaggcag
aaggtcttcgaggtctgcgtctgcgccaatgggaggttattectgtcccaggcaggaactggttctacctgtcagataaacacaagtgtctgecttt
gatctagagggccctattctatagtgtcacctaaatgctagagctcgectgatcagectcgactgtgeccttctagttgeccagecatetgttgtttgece
cctcccccgtgecttecttgaccctggaaggtgccactcccactgtectttcctaataaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtca
ttctattctggggggtggggtggggcaggacagcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgetggggatgecggtgggctetatggettct
gaggcggaaagaaccagctggggctctagggggtatccccacgcgecctgtagecggegcattaagecgeggegggtgtggtggttacgegcagegtga
ccgctacacttgccagcgcecctagcgeccgectectttegetttectteccttectttetecgecacgttcgecggecttteccecgtcaagectctaaateg
gggcatccctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggccatcgecctga
tagacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctatt
cttttgatttataagggattttggggatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattaattctgtggaatgtg
tgtcagttagggtgtggaaagtccccaggctccccaggcaggcagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccaggtgtggaaagtec
ccaggctccccagcaggcagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccatagtcccgeccctaactcecgeccatcccgeccctaactce
cgcccagttccgeccattctecgecccatggctgactaattttttttatttatgcagaggccgaggecgectetgectectgagctattccagaagta
gtgaggaggcttttttggaggcctaggcttttgcaaaaagctcccgggagettgtatatccattttcggatctgatcaagagacaggatgaggatcg
tttcgcatgattgaacaagatggattgcacgcaggttctccggeccgettgggtggagaggctattecggetatgactgggcacaacagacaatcgget
gctctgatgccgecgtgttccggetgtcagecgcaggggcgeccggttetttttgtcaagaccgacctgtecggtgecctgaatgaactgcaggacga
ggcagcgcggctatcgtggetggeccacgacgggegttecttgecgcagetgtgctecgacgttgtcactgaagcgggaagggactggetgcetattggge
gaagtgccggggcaggatctcctgtcatctcaccttgctcctgccgagaaagtatcecatcatggetgatgcaatgcggecggetgcatacgettgatce
cggctacctgcccattcgaccaccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaageccggtcttgtcgatcaggatgatctggacga
agagcatcaggggctcgcgccagccgaactgttcgccaggctcaaggcgcgcatgeccgacggcgaggatctegtecgtgacccatggegatgectge
ttgccgaatatcatggtggaaaatggcecgcttttctggattcatcgactgtggeccggetgggtgtggcggaccgctatcaggacatagegttggcta
cccgtgatattgctgaagagcttggcggcgaatgggctgaccgettectegtgetttacggtatcgecgectecccgattcgecagegecatecgecttcta
tcgccttcttgacgagttcttctgagecgggactctggggttcgaaatgaccgaccaagcgacgcccaacctgecatcacgagatttcegattccaccy
ccgccttctatgaaaggttgggcttcggaatcgttttccgggacgccggctggatgatecteccagecgeggggatctecatgectggagttecttegecca
ccccaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgt
ggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctgtataccgtcgacctctagctagagcttggecgtaatcatggtcatagetgtttectgtgt
gaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgectaatgagtgagctaactcacattaat
tgcgttgcgctcactgcccgettteccagtcgggaaacctgtegtgeccagetgcattaatgaatcggccaacgcgecggggagaggeggtttgegtatt
gggcgctcttccgettectcegectcactgactcgetgegecteggtegttecggetgecggecgageggtatcagectcactcaaaggecggtaatacggttat
ccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgegttgetggecgtttttcca
taggctccgecccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttcccect
ggaagctccctegtgcgctctecctgttccgaccctgecgettaccggatacctgtecgectttcteccttcgggaagegtggegetttctcaatget
cacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagectgggctgtgtgcacgaaccccccgttcageccgaccgetgegecttatecgg
taactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggeggt
gctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaa
gagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagecggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctca
agaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttc
acctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgagg
cacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactcccecgtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggecc
cagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtect
gcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgeccagttaatagtttgecgcaacgttgttgecattg
ctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagectccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccecatgttgty
caaaaa
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Secuencia del vector pcDNA3-MyC/ 63 (en azul se indica el sitio de Xhol, enseguida, en
verde, la secuencia de 33 y en rojo el sitio Xbal)

gacggatcgggagatctcccgatcccctatggtcgactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagtatctgeteectgettgtgt
gttggaggtcgctgagtagtgcgcgagcaaaatttaagctacaacaaggcaaggcttgaccgacaattgcatgaagaatctgettagggttaggegt
tttgcgctgcttcgcgatgtacgggcagatatacgcgttgacattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatag
cccatatatggagttccgcgttacataacttacggtaaatggcccgcectggectgaccgcccaacgacccccgeccattgacgtcaataatgacgtat
gttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggactatttacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcata
tgccaagtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggcccgectggecattatgecccagtacatgaccttatgggactttectacttggcagta
catctacgtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggatttccaagt
ctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgecccattgacgcaaatgg
gcggtaggegtgtacggtgggaggtctatataagcagagctctctggctaactagagaacccactgcttactggcttatcgaaattaatacgactca
ctatagggagacccaagcttggtaccgagctcggatccactagtaacggccgccagtgtgctggaattctgcagatatccatcacactggeggecgce
tcgagcgcgctcgagatgcctcaggaacagtattcccaccacaggagcaccatgceccagctctgaggggccacacatatacaaagtggggatttacy
gctggaggaaaagatgcctgtatttctttgtcctgctectcatgattttaatactggtgaacttggccatgaccatctggattctcaacgtcatcaa
cttcacaattgatggaatgggaaacttaagaatcacagaaaagggtctgaagctagaaggagactcagaattcttacaacctctctacgccaaagaa
atcaagtcccgaccaggtaatgccctatacttcaaatctgccaggaacgtgacagtgaacattctcaatgatcagacaaaagtgctgactcagetgg
tgacaggtccgaaggctgtggaagcatatggcaaaaggtttgaagtaaaaactgtttctggaaaattgctcttttctgcggatgacagtgaagtggt
cgtgggagctgagagattgagagattgagagtcttaggtgaggggtttttaaacatgcaattggctgggtgatctagacgcgtctagagggccctat
tctatagtgtcacctaaatgctagagctcgctgatcagcctcgactgtgeccttctagttgccagecatetgttgtttgeccccteccecgtgecttece
ttgaccctggaaggtgccactcccactgtcctttcctaataaaatgaggaaattgcatcgecattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggty
gogtggggcaggacagcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggettctgaggcggaaagaaccag
ctggggctctagggggtatccccacgegccctgtagecggecgecattaagecgeggegggtgtggtggttacgecgcagegtgaccgectacacttgecage
gccctagcegeccgetectttegetttecttecccttectttctegecacgttcgecggecttteccccgtcaagectctaaateggggecatecctttagggt
tccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggecatcgecctgatagacggtttttcegecce
tttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataaggg
attttggggatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattaattctgtggaatgtgtgtcagttagggtgtgg
aaagtccccaggctccccaggcaggcagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccaggtgtggaaagtccccaggetccccagcagg
cagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccatagtcccgcccctaactccgeccatcccgeccctaactecgeccagttecgeccat
tctccgecccatggetgactaattttttttatttatgcagaggccgaggecgectetgectectgagectattccagaagtagtgaggaggettttttyg
gaggcctaggcttttgcaaaaagctcccgggagettgtatatccattttcggatctgatcaagagacaggatgaggatcgtttcgecatgattgaaca
agatggattgcacgcaggttctccggecgettgggtggagaggctattcggctatgactgggcacaacagacaatcggetgctctgatgecgecgtg
ttccggectgtcagcgcaggggcgeccggttetttttgtcaagaccgacctgtecggtgecctgaatgaactgcaggacgaggcagecgeggctategt
ggctggccacgacgggcgttecttgecgcagetgtgctcgacgttgtcactgaagcgggaagggactggetgctattgggcgaagtgccggggcagga
tctcctgtcatctcaccttgctcctgeccgagaaagtatccatcatggetgatgcaatgcggeggetgcatacgecttgateccggctacctgeccattce
gaccaccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagccggtcttgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggcteg
cgccagccgaactgttcgccaggetcaaggcgcgecatgcccgacggcgaggatctegtegtgacccatggecgatgectgettgecgaatatcatggt
ggaaaatggccgcttttctggattcatcgactgtggeccggetgggtgtggcggaccgetatcaggacatagegttggectacccgtgatattgectgaa
gagcttggcggcgaatgggctgaccgettcctegtgetttacggtatcgecgectecccgattcgecagegecatcgecttctategecttcttgacgagt
tcttctgagcgggactctggggttcgaaatgaccgaccaagcgacgcccaacctgecatcacgagatttcgattccaccgecgecttctatgaaagg
ttgggcttcggaatcgttttccgggacgccggectggatgatecteccagegeggggatctcatgectggagttecttecgeccaccccaacttgtttattg
cagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgtggtttgtccaaactcat
caatgtatcttatcatgtctgtataccgtcgacctctagctagagcttggcgtaatcatggtcatagectgtttectgtgtgaaattgttatccgcetce
acaattccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgegttgcgetcactgce
ccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagetgcattaatgaatcggccaacgcgecggggagaggeggtttgegtattgggegetcttecgette
ctcgctcactgactcgctgcgctcggtegtteggetgcggecgagecggtatcagectcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggat
aacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgegttgctggegtttttccataggctecgecccectg
acgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctegtgeg
ctctcctgttccgaccctgecgettaccggatacctgtecgectttcteccttecgggaagegtggegetttctcaatgectcacgectgtaggtatcte
agttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccceccegttcageccgaccgetgegecttateccggtaactategtettgagt
ccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaa
gtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttga
tccggcaaacaaaccaccgctggtageggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatct
tttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaa
ttaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatc
tgtctatttcgttcatccatagttgcctgactccccgtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggeccccagtgctgcaatgatac
cgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatecgecte
catccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgeccattgctacaggcatcgtggtg
tcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctecggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcceccatgttgtgcaaaaaagecggttaget
ccttcggtcctcecgatcgttgtcagaagtaagttggeccgecagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgecatce
cgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgetcttgecccggegtcaatacgg
gataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagat
ccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgce
cgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatg
agcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtc
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