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Resumen

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad que se presenta en
1 de cada 3500 niflos varones y se caracteriza por debilidad muscular progresiva.
Ademas de la caracteristica muscular, se ha observado que cerca del 30% de los
pacientes con DMD presentan algun nivel de retraso mental. Se sabe que la
isoforma de la distrofina, proteina expresada por el gen DMD, con mayor expresion
en cerebro es la isoforma mas corta conocida y nombrada como Dp71 por su peso
molecular. Hasta el momento se sabe que esta isoforma funciona como proteina de
andamiaje atrayendo a proteinas que forman parte del complejo de proteinas
asociadas a distrofina (DAPC), como son los distorglicanos, y que da estabilidad a
la membrana nuclear e influye en la diferenciaciéon neuronal. Se observé ademas en
un estudio, la interaccion in vitro de Dp71 con las proteinas BRAF35 e iBRAF, que
forman parte del complejo co-represor REST, el cual impide la transcripcion de
genes neuronales especificos tanto en células neuronales no diferenciadas como
en células no neuronales. Hasta el momento no se tiene clara una via mediante la
cual Dp71 pueda estar regulando la diferenciacion neuronal, por lo que el estudio
de su interaccion con las proteinas BRAF35 e iBRAF podria ayudar a esclarecer
este punto.

Para iniciar el estudio del papel de la Dp71 en la diferenciacion neuronal se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia buscando una posible colocalizacién de
esta con las proteinas BRAF35 e iBRAF in vitro. La interaccién, fue confirmada
mediante inmunoprecipitacion asociada a western blot. Finalmente, con el objetivo
de establecer una importancia funcional se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia buscando los efectos que podria llegar a tener sobre iBRAF,
la expresion de una forma mutante de la Dp71.

Se observo que en la linea celular N1E-115, linea celular inducible a diferenciacién
neuronal, se expresan las tres proteinas de interés, Dp71, BRAF35 e iBRAF, y todas
muestran un aumento al llevar esta linea celular a diferenciacion. Se observé la
colocalizacion de estas proteinas mediante microscopia confocal, en un tiempo
previo y posterior a la diferenciacion, mostrando una relocalizacion de BRAF35 y
Dp71, posterior a la diferenciacion; ademas, se vio que, tras la diferenciacion, iBRAF
se mantiene principalmente a nivel nuclear. Se confirmd la interaccion de Dp71 con
BRAF35 mediante inmunoprecipitacién. Por altimo, mediante inmunofluorescencia,
se observd que la presencia de Dp71 mutada afecta la localizacibn normal de
iBRAF, lo que sugiere que su asociaciéon con Dp71 es importante para la correcta
localizacion de iBRAF. Los resultados de este trabajo sugieren una posible
influencia de Dp71, como una proteina de andamiaje en la diferenciacién neuronal,
y que mutaciones en Dp71 podrian influir en la interaccién de ésta con las proteinas
BRAF e IBRAF, afectando asi la diferenciacion neuronal.



Introduccion

Distrofia Muscular de Duchenne

Las distrofias musculares son un grupo de trastornos hereditarios caracterizados
por pérdida de masa muscular y debilidad que no son de origen neurogénico. Son
enfermedades hereditarias que afectan a varios tipos de animales, entre ellos al
humano; la manifestacion primaria es una debilidad muscular progresiva (Emery, et
al., 2002).

La distrofia muscular de Duchenne (DMD), descrita por primera vez a mediados del
siglo XIX, es la forma mas comun de este grupo de enfermedades. Fue detallada
por el médico inglés Edward Meryon, quien mostrd que la enfermedad solo se
observaba en varones y que mostraba su inicio en la infancia con una debilidad
progresiva y con muerte en la etapa joven. Es una enfermedad muscular ligada al
cromosoma X, es la distrofia muscular hereditaria mas comuin de la infancia y se
presenta en aproximadamente 1 de cada 3500 nifios (Blake, 2002).

Una forma mas leve de la enfermedad, la distrofia muscular de Becker (DMB por
sus siglas en inglés), tiene un inicio posterior y una supervivencia mucho mas larga.
Ambos trastornos son causados por mutaciones en el gen DMD, que codifica para
una proteina citoesquelética de 427 KDa llamada distrofina. Las mutaciones del gen
DMD resultan en la ausencia completa de distrofina, o bien en una proteina
truncada, lo que afecta la funcion de la proteina. La distrofina tiene funciones tanto
mecanicas como no mecanicas en la estabilizacion del sarcolema y la proteccién de
las células musculares del dafio inducido por la contraccion. En el masculo, donde
se han realizado la mayoria de los estudios, la distrofina esta asociada con un
complejo proteico, el complejo de proteinas asociadas a distrofina (DAPC), ubicado
en el sarcolema. En el musculo deficiente en distrofina, este complejo se altera,
provocando una reduccion severa de los niveles del DAPC en la membrana. El
DAPC se puede subdividir en tres componentes distintos, el complejo de
distroglicano, el complejo de sarcoglicano y el complejo citoplasmatico. De manera
similar a lo que ocurre en el musculo, un complejo DAP se ha reportado en células
neuronales, y su afectacion puede contribuir a la etiologia o neuropatologia del
deterioro cognitivo en pacientes con DMD. Sin embargo, mientras que la distrofina
solo se expresa en neuronas, varios componentes de la DAPC, como el
distroglicano y la laminina-2, estan asociados con la interfaz glial / vascular (Blake
et al., 1999) Ademas de estas enfermedades, las mutaciones en los genes que
codifican muchos componentes del complejo proteico asociado a distrofina (DAPC
por sus siglas en inglés) causan otras formas de distrofia muscular (Blake, et al.,
2002).



Clinicamente, la DMD se manifiesta en estados tempranos de la infancia, los
pacientes muestran dificultades al realizar movimientos simples, como saltar y
correr, debido al debilitamiento de los musculos proximales (Figura 1A). La debilidad
en las piernas y la cintura favorece el signo de Gower, en el que el paciente distréfico
tiene dificultades para levantarse del suelo sin apoyo, necesitando subir en sus
piernas para llegar a la posicion vertical (Figura 1B) (Bushby et al., 2010, Chen et
al., 2014).
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Figura 1. A. Distribucién de la debilidad muscular predominante en diferentes tipos de distrofia tipo Duchenne y
tipo Becker. B Signo de Gower

Al tratarse de una enfermedad cronica degenerativa, al paso del tiempo los sintomas
de la distrofia se intensifican llegando a ser necesarios el uso de silla de ruedas
alrededor de los 12 afios de edad, asi como el uso de ventilacion mecanica, de
cuidados respiratorios y de traqueostomia. La esperanza de vida de los pacientes
distréficos es de alrededor de 20 afios, y en algunos casos cerca de los 30 afios, y
llegan a fallecer por complicaciones cardiorrespiratorios (Emery et al., 2002)

Los pacientes con Duchenne, manifiestan, ademas de la debilidad en las piernas,
debilidad en cuello, brazos y otras areas, pero estas no se ven afectadas tan
severamente como las extremidades inferiores.

Ademas de la patologia del musculo esquelético, ha surgido nueva evidencia que
asocia a mas del 30% de los nifios con DMD, con problemas cognitivos y de
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conducta. Déficits cognitivos y las alteraciones del habla en pacientes con DMD se
han descrito en informes de metaanalisis de funcibn mental y DMD (Cotton, et al.,
2001). En particular, se han reportado déficits de atencién en tareas verbales,
repeticion de oraciones, procesamiento fonolégico y memoria verbal (Hinton, et
al.2000; et al., 2007).

La distrofina esta presente en muchas regiones cerebrales responsables de
funciones como el aprendizaje y la memoria, que incluyen la corteza cerebral, el
hipocampo y el cerebelo (Snow, et al.,2013). Un estudio en el que se utilizd
tomografia por emision de positrones (PET) demostré un metabolismo reducido de
la glucosa en personas con DMD, especificamente en areas que son tipicamente
ricas en distrofina, como las antes mencionadas (Lee, et al.,2002). En la corteza
motora, la sincronizacion local de la actividad espontanea de las redes neuronales
se reduce en las personas con DMD, medida por resonancia magnética funcional
en estado de reposo (RS-fMRI) (Lv et al., 2011). Ademas, un estudio que utilizé
estimulacién magnética transcraneal (TMS) encontré hipoexcitabilidad en la corteza
motora de aquellos pacientes con DMD.

Distrofina: gen y proteina

Las distrofinopatias son el trastorno neuromuscular mas frecuente. Son causados
por mutaciones en el gen DMD, uno de los genes mas grandes encontrados en
humanos, abarcando 2.5 Mb de secuencia gendmica y compuesto por 79 exones.
Este gen se localiza en el brazo corto del cromosoma X (Xp21) y el producto proteico
codificado por esta transcripcion se denomina distrofina (Blake, et al., 2002).

El gen DMD contiene siete promotores internos independientes, que se expresan
de manera tejido especifica resumidos en la tabla 1.

La transcripcion de la distrofina de longitud completa estd controlada por 3
promotores localizados corriente arriba del primer exén. Los promotores de musculo
(M), cerebro (B) y Purkinje (P) se nombran segun su sitio principal de expresion. El
promotor cerebral se expresa principalmente en las neuronas corticales y en el
hipocampo. El promotor de Purkinje induce la transcripcion en células de Purkinje,
pero también en el musculo esquelético. EI promotor muscular (M) induce la
transcripcion predominantemente en el musculo esquelético y cardiaco, y la
proteina que produce esta bien caracterizada tanto en humanos como en modelos
animales. Esta distrofina, de 427 KDa, es un componente crucial del complejo
distrofina-glicoproteina (DGC), que une el citoesqueleto interno y la matriz
extracelular que proporciona estabilidad estructural a las fibras musculares
(Doorenweerd, N. 2017), pero también se ha observado que se expresa en algunas
células gliales en el cerebro.



Tabla 1 Expresion tejido dependiente de distrofina

Promotores Tejido especifico

IMusculo esguelético

Dp42?m [Koenig et al., 19389] Musculo cardiaco

Células de glia

Dp427c [ Daoud, F 1990] Retina
Cerebro
Dp427p [ Daoud, F 1990] Células de Purkinje
Musculo
Dp260 [ etal., 1995 Retina
Rifon
Dp140 [Lidov et al.. 1995] Refina
Cerebro
Dp116 [Byers et al., 1993] Células de Schwann
Dp71 [Hugnot et al. . 1992] Cerebro

Ademas, existen 4 promotores internos, Dp260, Dp140, Dp116 y Dp71 (nombrados
segun el peso molecular de la proteina producida) (Figura 2). Dp260 tiene una
transcripcion especifica en la retina, particularmente en la capa plexiforme externa
de la retina, pero también se encuentra en el corazon y el cerebro en cantidades
menores. Dp140 se encuentra principalmente en el rifidn, la retina y el cerebro,
mientras que Dp116 es dirigida por un promotor especifico de células de Schwann.
A su vez, Dp71 es transcrita en la mayoria de los tejidos, como el cerebro, rifion,
higado, y pulmén, excepto en musculo esquelético (Blake, et al., 2002).

Dp427
Dp427
Dp260 Dp140 Dp116
D 427 P P P Dp71

1 1 1 1
exon 30/ 44 | 56 | 63 |
0 1000 1500 2000 2500kb

- . y 7 7 1/
Fioura 2 Promotores internoc del een DMD



Adicionalmente, el splicing alternativo que se produce en el extremo 3’ del transcrito
produce un nimero aun mayor de isoformas. Este splicing diferencial puede regular
la union de la distrofina a las DAPC en la membrana (Blake, et al., 2002).

Proteina DMD

La distrofina es una proteina citoesquelética de 427 kDa que es un miembro de la
familia de proteinas espectrinas. Esta familia se caracteriza por un dominio de union
a actina en el extremo NH2-terminal seguido de un nimero variable de unidades
repetitivas, conocidas como repeticiones similares a las espectrinas (Gao, at al.,
2015).

La distrofina comprende cuatro regiones esenciales que se extienden desde el
extremo NH2-terminal que, como se menciond, muestra actividad de union a actina,
a través de una regiéon muy larga del dominio rod central de 24 repeticiones de tipo
espectrina, hasta un dominio rico en cisteina y un dominio coiled-coil en la region
COOH-terminal (Figura 3). La region rica en cisteina comprende un dominio WW,
dos EF-hands y un dominio rico en cisteina.

El dominio rod es el dominio central de la proteina y representa aproximadamente
el 75% de la distrofina. Este dominio se compone de 24 repeticiones homologas a
las espectrina y 4 bisagras (H1 a H4). Estas bisagras dividen el dominio rod en tres
sub dominios. Las repeticiones se pueden plegar en tres hélices alfa que constituyen
bobinas helicoidales en espiral antiparalelas levdgiras. Al final de los 24 repetidos y
después de la cuarta bisagra se encuentra el inicio del dominio WW, el cual se une
a sustratos ricos en prolina. Esta region media la interaccién entre el B-Distroglicano
y la distrofina, a través de la secuencia PPxY contenida en el dominio citoplasmético
del B-Distroglicano (Pereboev, A. V. 2001). Sin embargo, el dominio WW completo
de la distrofina no parece ser necesario para la interaccion con el distroglicano, ya
que Dp71, una isoforma corta de distrofina, que contiene solo parte del dominio
WW, se puede unir al B-distroglicano (Pereboeyv, et al., 2001).

El dominio ZZ también forma parte del dominio rico en cisteina, contiene una serie
de residuos de cisteina conservados que se piensa forman los sitios de coordinacion
para cationes metalicos divalentes como el Zn?*. El dominio ZZ es similar a muchos
tipos de dedos de zinc y se encuentra tanto en proteinas nucleares como en
proteinas citoplasmaticas. El dominio ZZ de la distrofina se une a la calmodulina de
manera dependiente de Ca?*, por lo que se considera que el dominio ZZ puede
tener implicaciones para la unién de la calmodulina a otras proteinas relacionadas
con la distrofina (Blake, D. J 2002).

La region COOH-terminal de la distrofina contiene dos polipéptidos que se sabe
forman bobinas helicoidales, a-hélices, similares a las del dominio rod. Este dominio
ha recibido el nombre de dominio coiled-coil (CC). La region CC de la distrofina



forma el sitio de unién de la distrobrevina y puede modular la interaccién con la
sintrofina y con otras proteinas asociadas a la distrofina (Blake, D. J 2002).
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Figura 3. A La estructura del gene de la distrofina. EI gen Distrofina contiene 79 exones. EI dominio N-terminal (NT): exén 2-
8; Dominio de rod central: exén 9-61; Dominio rico en cisteina (CR): exon 64-70; Dominio C-terminal (CT): exén 71-79. La forma
de flecha de los exones adyacentes muestra compatibilidad con marco de lectura abierto (ORF). Los dominios CR y CT comprenden
el dominio WW, la EF-hand y los dominios ZZ. B Las Regiones de union a DAPC de la distrofina, cuatro isoformas de distrofina méas
cortas retienen los dominios ricos en cisteina y C-terminal de la distrofina, preservando los sitios de unién para el distroglicano, la
distrobrevina y la sintrofina



Mutaciones en la Distrofia Muscular de Duchenne

Como se menciono previamente, la Distrofia Muscular de Duchenne es causada por
mutaciones generadas en el gen DMD, que generalmente resultan en la ausencia o
en niveles muy reducidos de la proteina distrofina; mientras que, los pacientes con
DMB generalmente producen alguna proteina parcialmente funcional.
Aproximadamente el 65% de los pacientes con DMD y DMB tienen amplias
deleciones del gen DMD. Si una delecién conduce a la expresion de un transcrito
con ausencia de uno o varios exones internos, pero sin que cambie el marco de
lectura abierto normal, entonces se podria producir una version mas pequefia pero
funcional de distrofina. Este caso seria consistente con un fenotipo de DMB. Por
otro lado, si la eliminacién crea un cambio de marco de la traduccion, entonces la
terminacion prematura de la traduccion tendra como resultado la sintesis de una
proteina truncada. Este escenario a menudo se asocia con niveles extremadamente
bajos de expresion de distrofina debido a la inestabilidad del mRNA o de la proteina
y da como resultado un fenotipo de DMD (Blake, et al., 2002).

La gran mayoria de las grandes eliminaciones detectadas en DMB y DMD se
agrupan alrededor de dos regiones denominadas “hot-spots”. La region de
eliminacion | abarca los exones 45-53 e incluye parte del dominio rod central,
mientras que la regién de eliminacion Il abarca los exones 2-20 e incluye los sitios
de unién a actina junto con la parte del dominio rod central. La mayoria de los puntos
de interrupcion que ocurren en la region Il se producen en los intrones grandes 1y
7 (Blake, et al., 2002).

Un tercio de los casos de DMD son causados por deleciones muy pequefias y
mutaciones puntuales, la mayoria de las cuales introducen codones de paro
prematuros. Estos, a diferencia de las grandes deleciones, se encuentran
distribuidos a lo largo del gen. Adicionalmente, también se han reportado algunos
casos de mutaciones gue no generan codones de paro, pero que producen un
fenotipo clinico de DMD. Un ejemplo de este tipo de mutacion se describié en un
reporte de caso, en el que se observa una mutacion en la regién ZZ, que altera uno
de los residuos de coordinacion en el dominio ZZ, que se sabe asociado a la
proteina B—distroglicano. En esta mutacion, un residuo de aspartato cambia a un
residuo de histidina en la posicién 3335 afectando el sitio de unién a B-distroglicano,
y aunque se detecté una localizacion y cantidades de distrofina normales, en el
paciente se produjo un fenotipo DMD grave. Curiosamente, el dominio rico en
cisteina nunca se elimina en pacientes con DMB, lo que sugiere que este dominio
es critico para la funcion de la distrofina (Ho-Goldberg, et al., 1998).

Otro ejemplo de mutacion es la delecion 10099-10101delGAA del transcrito de la
Dp427 (E299 en la distrofina Dp71), que provoca una delecion del aminoacido
E3367, adyacente al dominio ZZ de la distrofina y que no cambia el marco de lectura.
Se analizaron biopsias musculares del paciente y se encontré que los niveles y la
localizacion de la distrofina Dp427 estaban alterados solo parcialmente, pero el
paciente mostraba un fenotipo clasico de DMD. Lo anterior sugiere que la mutacion
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E3367 es suficiente para comprometer la funcion de la distrofina (Juan-Mateu, et
al.,2003).

Adicionalmente, también se ha reportado un caso con la mutacién puntual
G10227A, la cual genera el cambio del aminoacido C3340Y en la distrofina Dp427
(C272Y en la distrofina Dp71), que corresponde a un residuo conservado de cisteina
involucrado en el acoplamiento de zinc en el dominio ZZ. Se ha demostrado que
esta mutacién no provoca la ausencia total ni de la distrofina Dp427, ni de sus
proteinas clasicas de union, como el B-distroglicano, lo que indica que las distrofinas
podrian mantener cierta funcion ante esta mutacion. Interesantemente, en este
caso, ademas del fenotipo muscular clasico de DMD, el paciente presento retraso
mental (WISC-IIl, 1Q 52) y ausencia de ondas B en un electroretinograma, lo que
indica que las funciones del sistema nervioso central estan afectadas por esta
mutacion (Lenk, et al., 2009).

En otro estudio Lenk y cols.en el 2013 examinaron 26 pacientes con DMD / BMD
para detectar mutaciones puntuales. Siete individuos tuvieron mutaciones puntuales
en la region COOH terminal, de los cuales cinco se caracterizaron con cierto grado
de retraso mental. Interesantemente, en esta region COOH terminal, que incluye al
dominio ZZ, se encuentran codificadas las distrofinas cortas como la Dp71, por lo
gue se ha asociado la presencia de mutaciones que afectan estas distrofinas con el
fenotipo de retraso mental en pacientes DMD (Lenk, et al., 2013).

Distrofina Dp71

La distrofina Dp71 es el principal producto del gen DMD en el cerebro y se ha
encontrado expresada en retina. Ademas, Dp71 se expresa en células madre
embrionarias pluripotentes, siendo el primer producto del gen detectable durante el
desarrollo. Al igual que la distrofina de longitud completa en el misculo esquelético,
Dp71 se asocia con distroglicanos, sarcoglicanos, distrobrevinas, distrofinas y
proteinas accesorias para formar el complejo de proteinas asociadas a distrofina
(DAPC) (Tadayoni, et al., 2012).

La produccion de Dp71 esta controlada por un promotor interno ubicado en el intron
62. La proteina Dp71 es la estructura mas distintiva de todas las isoformas de
distrofina. Tiene un extremo NH2-terminal Unico de siete aminoacidos y contiene los
dominios ricos en cisteina de la region COOH-terminal de la distrofina, regién crucial
para la unién a los complejos de DAPC, pero carece de los dominios de tipo
espectrina y NH2-terminal (David, et al.,2013; Marquez, et al., 2003). Se ha
observado que la deficiencia de Dp71 se asocia con niveles reducidos de DAPC en
el cerebro, lo que indica que Dp71 se requiere para la organizacion o estabilizacién
de los complejos de DAPC (Sarig, et al., 1999).

Por otra parte, los transcritos de Dp71 se pueden procesar por splicing alternativo
para los exones 71y / o 78. Mientras que la eliminacion del exén 71 no cambia el



marco de lectura, la pérdida del exdn 78 si lo hace. Esto resulta en el reemplazo de
los ultimos 13 aminoéacidos hidrofilicos (Dp71d) con 31 nuevos aminoacidos
hidrofobos en la proteina Dp71 (Dp71f) (Marquez, et al.,2003). Otras isoformas de
la distrofina Dp71, con splicing alternativo de los exones 71-74 y 79 se muestran en
la figura 4.

Dominio de union Do minio de union
a Distroglicano a sintrofina
N n|nlmin|s/w 7|m -C Dp7
} Dominio rico en cisteina Do minio C-Terminal
N i 72 7374 |75 76| 77| 78] C Do71a/Do71d
N prialEp
N | 7172|7377 7 \, C Dp71b/Dp71f
N- | ’ | [Rnln]xE]n]n \/.~~C ‘
Nt Dp71ab/Dp71f
N | _[Eele e - c Dp71c
N ] 75| 76 77 , C Dp71x110
A " \

Figura 4 Splicing e isoformas de la distrofina Dp71, lineas negras muestran los exones que son “saltados” en el
splicing, cuadro negro muestra los exones finales faltantes.

Se ha reportado que la distrofina Dp71 se asocia con sarcoglicanos, distroglicanos,
sintrofinas y distrobrevina, para conformar el DAPC asociada a la membrana
plasmatica y también a la membrana nuclear. Este conjunto de proteinas
proporciona estabilidad a la membrana plasmatica y modula la sefializacion celular;
mientras que, en nucleo, participa en el mantenimiento de la arquitectura nuclear,
apoyandose ademas en su interaccion con las proteinas de la lamina y envoltura
nuclear, como son lamina B1 y emerina (Suarez-Sanchez, et al., 2016).
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Distrofina Dp71 y desarrollo neuronal

Evidencias experimentales han llevado a pensar que la distrofina Dp71 juega un
papel importante en el sistema nervioso central, algunas de ellas son: las
mutaciones en regiones COOH-terminales en el gen DMD que llegan a interrumpir
la expresion de Dp71 estan relacionadas con el deterioro cognitivo de los pacientes
con DMD (Taylor, et al., 2010). Dp71 juega un papel muy importante en
estabilizacion del DAPC en cerebro asociandose con proteinas de sefalizacion
clave como FAK, c-Src y Grb2, proteinas que se sabe que contribuyen al
crecimiento de las neuritas, la morfogénesis de la columna dendritica y la plasticidad
sinaptica (Daoud, et al., 2009); experimentos realizados en la linea celular neuronal
PC12 en la que se elimind a la distrofina Dp71, mostraron una disminucion en el
desarrollo de dendritas y en la adhesion celular (Morales-Lazaro, et al.,2010).

Respaldando la funcion de Dp71 en las células neuronales, se ha demostrado que
la expresion de los niveles de mRNA de Dp71, asi como la proteina, aumenta con
la diferenciacion neuronal inducida por DMSO o AMPc, demostrando la regulacion
positiva de Dp71 observada in vivo en el sistema nervioso (Morales-Lazaro, et al.,
2010).

En estudios realizados con células PC12, las cuales responden al factor de
crecimiento neural (NGF) diferenciandose a células de tipo neuronal, se observo
que cuando se abate la expresion de Dp71, hay un marcado decremento en el
crecimiento celular, el cual no esta relacionado con la apoptosis. Lo anterior fue
indicativo de que la deficiencia de Dp71 tiene un efecto en el ciclo celular.
Adicionalmente, se demostré que la deficiencia de Dp71 podria modular el ciclo de
divisidn celular al afectar los niveles de lamina B1 y B-distroglicano (Villarreal-Silva,
et al.,2011).

Trabajos con ratones Dp71-nulo mostraron que la interrupcion selectiva del
complejo Dp71-DAPC afecta la maduracion y funcién sinaptica, y da como resultado
déficits en las funciones cognitivas. La caracterizacién conductual de ratones Dp71-
nulo revel6 alteraciones selectivas caracterizadas por una conducta exploratoria
reducida, deterioros del aprendizaje espacial y la memoria. Estos resultados
sugieren deficiencias en el aprendizaje en ratones con Dp71-nulo, lo que apoya la
hipétesis de que la pérdida de Dp71 tiene un papel importante en la génesis de los
déficits cognitivos en la DMD (Daoud, et al.,2009).

En un estudio realizado en 12 pacientes con DMD que presentaban problemas
cognitivos, pero sin deleciones o duplicaciones detectables, se encontraron 5
mutaciones puntuales que causaban la terminacién temprana de la traduccion de
Dp71 en los casos mas severos de dafio cognitivo (Moizard, et al., 2000).
Previamente se habian descrito cuatro pacientes con DMD y severo deterioro
cognitivo, de los cuales dos pacientes carecian de promotor de la distrofina Dp140
y dos pacientes tenian transcritos alterados de Dp71, uno con una ausencia total de
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la proteina y otro con una mutacion que generaba una proteina trunca. Ambos
pacientes con delecién Dp140 tenian un QIV <70 y mala o ninguna adquisicion de
lectura, mientras que en los pacientes con transcritos alterados de Dp71 no fue
posible realizar ninguna prueba debido a la gravedad de la deficiencia mental
(Moraine et al., 1998).

Un estudio adicional, usando una cohorte de 81 pacientes mostroé que aquellos con
mutaciones que no afectan a la Dp71 presentan funciones cognitivas normales o
marginales, mientras que las mutaciones que afectan a la Dp71 se asocian a formas
de retraso mental severas, llevando a una disminucion de 2 SD del 1Q (Daoud, et
al., 2009.)

En conjunto, estos hallazgos sugieren, por un lado, que el deterioro cognitivo en
algunos pacientes con DMD puede estar relacionado con la disfuncion de ciertas
isoformas cerebrales de la DMD, particularmente las isoformas cortas, y, por otra
parte, que el grado de retraso mental esta relacionado con la ubicacion de la
mutacion en el gen.

A pesar de las evidencias mostradas, no se conoce claramente el mecanismo
molecular de la funcién de la distrofina Dp71 en células neuronales; lo que hace
necesaria la busqueda y comprension de las bases moleculares que estan tras el
retraso mental asociado con DMD.

En un estudio previo, utilizando proteinas recombinantes, se sugirié la interaccion
de la distrofina Dp71 con las proteinas HMG20, iBRAF y BRAF35 en ensayos in
vitro (Figura 5) Estas proteinas iBRAF y BRAF35, estan asociadas a la regulacion
de la expresion de genes neuronales a través de remodelacion de la cromatina
mediada por el complejo co-REST. co-REST es un complejo correpresor
modificador de la cromatina que actia con REST para regular la expresiéon de genes
neuronales y el destino de las células madre neuronales (Artegiani, et al. 2010). Asi,
de comprobarse estas interacciones, y debido a las funciones estructurales y de
andamiaje que tiene Dp71 y los complejos DAP, se podria sugerir que la Dp71 esté
involucradas en la estabilizacion de los complejos co-REST y de este modo
participen en la regulacion de sus funciones.
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Figura 5. Ensayos de interaccion con proteinas recombinantes Dp71 e iBRAF y
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RE1, REST y CoREST

La proteina REST (factor de transcripcion silenciador RE1) se descubrié en 1995
como un represor de genes neuronales que contienen un motivo conservado de 23
pb, conocido como RE1 (elemento represor 1 o NRSE) (Hakimi, et al., 2005). El
RE1, un elemento silenciador también conocido como elemento silenciador con
restriccion neuronal (NRSE), se encontro originalmente en la region 5° que flanquea
el gen del canal de sodio tipo Il (NaV1.2) dependiente de voltaje y de los genes del
ganglio cervical superior 10 (SCG10). Este elemento de 21 pb fue posteriormente
identificado en las regiones reguladoras de mas de 30 genes (Bruce, et al.,2004) y
ha sido identificado principalmente en genes neuronales que codifican a sinapsina
I, la subunidad b2 del receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR), la molécula de
adhesién neurona-célula glial (Ng-CAM), el receptor muscarinico m4 y la colina
acetiltransferasa (ChAT) (Bessis, et al.,1997).

REST es una proteina necesaria para el correcto desarrollo en vertebrados, ya que
la perturbacion de la expresion o funcion de REST en el desarrollo embrionario, da
como resultado la expresion ectopica de genes neuronales en tejidos no neuronales
y la muerte embrionaria temprana (Chen,et al.,1998).

La manera en que REST dirige el silenciamiento neuronal especifico radica en sus
dominios funcionales distintivos, REST contiene tres dominios funcionales: un
dominio de union a ADN con ocho motivos de dedos de zinc que se unen al motivo
RE1, y dos dominios represores independientes; uno ubicado en el NH2- y otro en
el COOH- terminal de la proteina (Grimes, et al.,2000). EI dominio represor NH2-
terminal interactiia con mSin3, un co-represor encontrado en todos los eucariotas,
gue recluta deacetilasas de histonas (HDAC) y que se ha asociado principalmente
con un modelo dinamico de represion que puede alternar entre represion y
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activacion (Hakimi, et al., 2005). Por otra parte, el dominio represor COOH-terminal
de REST interactua con el co-represor COREST, el cual, de manera similar a mSin3
interactia con HDAC. Especificamente, COREST puede formar complejos no solo
con HDAC sino también con un complejo co-represor que incluye otras proteinas
remodeladoras de la cromatina y a la proteina BRAF35. Este complejo ha sido
denominado de manera diversas, tales como, complejo HDAC1 / 2, complejo
CoREST-HDAC o complejo BRAF35-HDAC (BHC), y media la represion de genes
neuronales en tejidos no neuronales y en progenitores neuronales (Lakowski, et al.,
2006; Hakimi, et al., 2005).

BRAF35 e iBRAF

BRAF35 (HMG20b) es una proteina con un grupo de alta movilidad HMG y es un
componente del complejo represor BHC. En un estudio en el que se generé una
mutante puntual de BRAF35 (mutante K116l), se observéo que la mutacion
provocaba una disminucion de la unién del complejo BHC al promotor de sinapsina,
Adicionalmente, las concentraciones crecientes de BRAF35 mutada disminuyeron
la represion transcripcional mediada por REST. Esto revel6 que BRAF35 tiene una
importante participacion en la represion de genes neuronales dependiente de REST
(Hakimi, et al.,2002).

Por otra parte, la diferenciacion de las células progenitoras en neuronas post-
mitéticas requiere la participacion de mecanismos mediante los cuales se puedan
superar los efectos represivos de REST. En este sentido, se ha descrito una
proteina que tiene la funcién opuesta a BRAF35, es decir, funciona como un
inhibidor de BRAF35 por lo que es llamada iBRAF (HMG20a). iBRAF es una
proteina que contiene el dominio HMG con secuencia cercana y homologia
estructural con BRAF35. iBRAF se expresa en neuronas maduras y su expresion
da como resultado el reclutamiento de la histona metiltransferasa MLL y el
consiguiente aumento de la metilacion de H3K4 (Figura 6). Esta marca esta
enriquecida en promotores activos cerca de los sitios de inicio de la transcripcion y
se correlaciona positivamente con la transcripcion (Wynder, et al., 2005). En
neuronas maduras iBRAF promueve la expresion de los genes que se requieren
para la induccion de fenotipos neuronales, mediante la activacién de genes que
responden a REST, a través de la modulacién de la metilaciéon de las histonas
(Wynder, et al.,2005).

Lo anterior, en conjunto con la evidencia in vitro de la union de la distrofina Dp71
con las proteinas BRAF35 e iBRAF, sugiere la participacion de la Dp71 en la
estabilizacién y andamiaje de estos complejos y por consiguiente, una posible
implicacién en la regulacién de genes neuronales, lo que podria contribuir a explicar
la presencia de problemas cognitivos en los pacientes con DMD que tienen
mutaciones que afectan la expresion de esta distrofina.

14



Figura 6. Complejo de represion asociado a REST, por el lado izquierdo: al unirse REST a la region REL, interactta con la proteina
BRAF35, promoviendo la metilacion de regiones cercanas al promotor inhibiendo su transcripcion; por el otro lado, la intervencion
la intervencion de iBRAF desacopla el complejo RE1/REST/BRAF35, atrayendo al complejo MLL promoviendo asi la desmetilaciony
acetilacion de zonas cercanas al promotor, permitiendo la transcripcion de genes neuronales.
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Justificacion

La Distrofia Muscular de Duchenne es una enfermedad hereditaria causada por
mutaciones en el gene DMD, que provoca debilidad muscular progresiva.
Adicionalmente, se ha descrito que el 30% de los pacientes con DMD presentan
también problemas cognitivos, los cuales se han asociado a mutaciones en el gen
DMD en la region codificante para la isoforma de distrofina Dp71. Esta isoforma es
la mas abundante en cerebro y tiene funciones de andamiaje y sefializacion tanto
en nucleo como en citoplasma. Como se describié previamente, a la fecha se sabe
que Dp71 participa en la diferenciacion neuronal, pero a pesar de las evidencias
mostradas, no se tiene aun claro un mecanismo molecular de la funcién de la
distrofina Dp71 en células neuronales, ni su papel funcional en el desarrollo de
déficit cognitivo en los pacientes DMD. La posible interaccion con proteinas
remodeladoras de la cromatina a través del complejo co-REST que regula la
expresion de genes neuronales, podrian hacer posible la comprension de las bases
moleculares de la funcién de Dp71 en las células neuronales, asi como de su
participacion en el desarrollo de déficit cognitivo en la DMD.
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Hipotesis
La distrofina Dp71 se asocia a las proteinas BRAF35 e iBRAF y participa en su
correcta localizacion subcelular.

Objetivo general

Evaluar la interaccion de la distrofina Dp71 con las proteinas BRAF35 e iBRAF en
un modelo celular neuronal.

Objetivos particulares
1. Evaluar la expresion de las proteinas BRAF35 e iBRAF en células N1E-115

2. Evaluar la distribucion subcelular de BRAF35 e iBRAF, asi como su
colocalizacion con la proteina Dp71 en células N1E-115 diferenciadas y no
diferenciadas.

3. Evaluar in vitro la interacciéon de la Dp71 con BRAF35 en células N1E-115

4. Evaluar el efecto de mutaciones en Dp71 sobre la localizacion de iBRAF
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Metodologia

Cultivo celular

Se cultivaron células de neuroblastoma de ratbn N1E-115 en medio de DMEM
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) suplementado con 4,5 g / L de glucosa, 10% de
suero bovino fetal y 100 pg/ml de estreptomicina/penicilina, se mantuvieron a 37°C
en una atmésfera de CO:2 al 5%. El medio se cambio6 cada tercer dia.

Para inducir la diferenciacion, los cultivos celulares subconfluentes se cultivaron en
medio DMEM con 2% de suero bovino fetal y de 1.25% de DMSO. El medio se
cambié cada tercer dia, por seis dias.

Como células control de expresion de Dp71 se utilizaron células HeLa, mantenidas
a las mismas condiciones que las células N1E-115

Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: +78Dp71 (GenemedSynthesis
Inc. San Francisco, CA, USA), un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra los
13 aminoacidos COOH-terminales de la distrofina (Cisneros, 2008); anticuerpo
policlonal de raton contra BRAF35 (F-4) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA); anticuerpo policlonal de conejo contra iBRAF (Anti-HMG20A) (Abcam,
Cambridge, UK); anticuerpo policlonal de raton anti-GFP (B-2) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Como anticuerpos secundarios se utilizaron
anticuerpo IgG anti-conejo de cabra, conjugado HRP (Thermo Fisher) y anticuerpo
IgG anti-raton de cabra, conjugado HRP ((Thermo Fisher)

Transfeccion transitoria de células

Las células N1E-115 se sembraron en placas de 60 y 100mm a 70-80% de
confluencia. Al dia siguiente, se transfectaron con cada constructo reportero Dp71-
GFP o GFP vacio, o las mutantes 272 0 299. La mutacion 272, presenta un
cambio de aminoécido en la posicion 277, cisteina (C) por tirosina (Y), C272Y, que
replica la mutacion de un paciente que presentaba DMD. La mutacion 299, se
presenta por la eliminacion de un residuo de acido glutamico en la posicién 299,
E299del, la cual fue reportada en un paciente que presentaba DMD y que tenia
una disminucién en la expresion de distrofina. Las células se transfectaron con
lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), siguiendo el protocolo del
proveedor y se analizaron 24 h después de la transfeccion.

Anadlisis de inmunofluorescenciay microscopia confocal

Las células cultivadas y en su caso transfectadas, en cubreobjetos de vidrio se
lavaron con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS durante 10 min a
temperatura ambiente, se permeabilizaron con 0.2% de triton X-100 en PBS durante
5 min a 4°C, se bloquearon con gelatina al 0.5% y 1.5% de FBS en PBS durante 20
min a temperatura ambiente y se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo
primario apropiado. A continuacion, los cubreobjetos se incubaron durante 1 h con
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un anticuerpo secundario anti-rabbit/anti-mouse marcado con fluoroisotiocianato
(FITC) 0 isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC). Después del lavado, los
cubreobjetos se contratifieron con VectaShield-DAPI y se montaron en portaobjetos
y finalmente se analizaron por microscopia confocal y epifluorescencia. Para
comprobar la diferenciacion neuronal de las células N1E-115, se realizo
inmunotincion contra los anticuerpos primarios NeuN y MAP2 y como anticuerpos
secundarios se utiliz6 anticuerpo anti-mouse marcado con fluoroisotiocianato
(FITC).

Extractos celulares

Para obtener extractos celulares totales, se recogieron células cultivadas, se
lavaron tres veces con PBS y se centrifugaron a 194g durante 5 min. La pastilla
celular se resuspendié en un amortiguador de lisis, el cual contenia Tris-HCI 50 mM
[pH 8.0], NaCl 150 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.5 mM, Complete 1x
y Triton X-100 0.5%. Se sometié a sonicaciéon cuatro veces durante 10 s a 10% de
potencia para obtener extractos celulares totales. Luego se centrifugd la suspension
a 8,000 rpm durante 2 min para separar la fraccién no soluble.

Las fracciones nucleares se obtuvieron, lavando tres veces con PBS y se
centrifugaron a 1,200 rpm durante 5 min. La pastilla celular se resuspendi6 en un
amortiguador TM, el cual contenia Tris-HCI 10 mM [pH 8.0], MgCI2 2 mM, PMSF
0.5 mM y Complete 1x. Se incubé en hielo por 10 min, posteriormente se adiciond
Nonidet P-40 al 0.5%, y se centrifug6 la suspension a 8,000 rpm durante 5 min a
4°C. Se separaron los nucleos de la fraccion citoplasmética (sobrenadante). Los
ndcleos se resuspendieron en amortiguador de lisis, el cual contenia Tris-HCI 50
mM [pH 8.0], NaCl 150 mM, PMSF 0.5 mM, Complete 1x y Triton X-100 0.5%. Se
sometié a sonicacion cuatro veces durante 10s a 10% de potencia para obtener
extractos nucleares. Luego se centrifugé la suspensién a 8,000 rpm durante 2 min
eliminando restos de membrana nuclear. Las concentraciones de proteina se
determinaron por el método de Bradford.

Anadlisis de inmunodeteccion en fase solida (Western blot)

Cantidades iguales de extractos de proteinas celulares se mezclaron con Buffer
Laemlli y las proteinas se desnaturalizaron por ebullicion durante 5 min. Los lisados
se separaron luego mediante SDS-PAGE al 10% y se electrotransfirieron a
membranas de PVDF. Las membranas se incubaron durante 1 h en TBST (NaCl
150 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8, Tween 20 al 0.05%) que contenia 6% de leche
deshidratada y luego se incubaron toda la noche con el anticuerpo primario
correspondiente. Después de tres lavados con TBST, las membranas se incubaron
con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano apropiado
(Amersham-Pharmacia, GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) y se
revelaron utilizando el sistema de andlisis de transferencia Western ECL
(Amersham-Pharmacia).
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Inmunoprecipitaciéon

Los extractos proteicos totales se preclarificaron previamente con perlas de proteina
G-agarosa recombinante (Invitrogen, Carlsbab, CA, USA) durante 2 h a 4°C; luego,
las perlas se retiraron por centrifugacion a 1,200 rpm durante 5 min y los extractos
pretratados se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo inmunoprecipitante
apropiado. Se realizaron incubaciones paralelas con un anticuerpo IgGO irrelevante.
Posteriormente, se agregaron 15 pl de proteina G-agarosa y se incubaron toda la
noche a 4°C. Los inmunocomplejos se colectaron por centrifugacion durante 5 min
a 2,500 rpm y se lavaron tres veces en amortiguador (Tris-HCI 50 mM [pH 8.0], NaCl
150 mM, PMSF 0.5 mM y Triton X-100 0.5%). Las proteinas precipitadas se
separaron mediante SDS-PAGE hirviendo en 10 ul de Laemmli [Tris-HCI 50 mM, pH
6.8, SDS al 2% (p / v), glicerol al 10% (v / v), 2% de mercaptoetanol (v /v) y 0.01%
(p / v) de azul de bromofenol] y se analizaron mediante Western Blot. Las proteinas
de fusibn GFP se inmunoprecipitaron utilizando el sistema de perlas GFP-Trap®
(Chromotek, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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RESULTADOS

Expresion de Dp71, BRAF e iBRAF en la linea celular N1E-115

Para determinar las posibles interacciones de la distrofina Dp71 en el desarrollo y
diferenciacion neuronal se selecciono la linea celular N1E-115, la cual es derivada
de neuroblastoma de raton. Esta linea ha sido usada como modelo celular neuronal
ya que al inducirse la diferenciacion con dimetilsulfoxido (DMSO), las células N1E-
115 exhiben muchas de las propiedades de las neuronas del sistema nervioso
central, incluida la formacion de neuritas, la excitabilidad de la membrana y la
liberacion y union de neurotransmisores (Morales-Lazaro, et al. 2010). Como primer
paso corroboramos la expresion de la distrofina Dp71 en la linea celular N1E-115
no diferenciada y diferenciada, la cual habia sido previamente reportada con un
aumento tras la diferenciacion (Morales-Lazaro, 2010). Adicionalmente, debido a
que a la fecha no se ha demostrado la expresion de BRAF35 ni de iBRAF en la linea
celular N1E-115, en este trabajo evaluamos su expresion a nivel proteico mediante
Western Blot. Como se describié previamente, la regulacion de la expresion de
genes neuronales en la que interviene BRAF35 y el complejo asociado no solo
ocurre en células neuronales, sino que también se observa en células no
neuronales, como Hela. El andlisis de Western Blot mostré las bandas esperadas
de 71, 35y 45 kDa, correspondientes a Dp71, BRAF35 e iBRAF respectivamente
(Figura 7 A). Adicionalmente, se evaluaron los niveles de estas proteinas en las
células N1E-115 llevadas a diferenciacion, mostrando un aumento en los niveles de
Dp71 y de iBRAF, y una disminucién de BRAF35 (Figura 7 A y B). Este resultado
demuestra que la linea celular N1E-115 expresa las proteinas de estudio, y que,
como era esperado, tanto Dp71 como iBRAF aumentan en células diferenciadas a
fenotipo neuronal, mientras que BRAF35 disminuye.
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Figura 7. (A). Analisis por western blot de la expresion de las proteinas BRAF, (35 KDa), iBRAF, (45 KDa), y Dp71 (, 71 KDa) en
las lineas celulares N1E-115, (neuroblastoma de ratén), e HeLa, como control positivo de expresion obtenido de extractos
celulares toteles. (B). Cuantificacion de los niveles de estas proteinas usando Image J
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Para verificar la diferenciacion de las células N1E-115, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia con las proteinas NeuN y MAP2. MAP2 es una proteina de
280 kDa, que esta altamente concentrada en el soma neuronal y dendritas, y esta
asociada a microtubulos. Por otro lado, NeuN es una proteina especifica de la
neurona, expresada por la mayoria de las neuronas en el sistema nervioso central
y periférico; emerge durante la embriogénesis temprana en neuroblastos
postmitoticos y permanece en neuronas diferenciadas terminalmente. La proteina
NeuN se localiza en el nacleo y el citoplasma perinuclear en el sistema nervioso
central de los mamiferos y se sabe que aumenta en células diferenciadas
(Gusel'nikova, et al. 2015). Ambas proteinas han sido ampliamente usadas como
marcadores de diferenciacién, por lo que en este trabajo se emplearon para verificar
la eficiencia del protocolo de diferenciacion. Como se puede observar, MAP2, se
encuentra en las prolongaciones neuriticas de las N1E-115 diferenciadas (Figura
8A) y NeuN aumenta su expresion tanto en nicleo como en citoplasma (Figura 8B).
Ademas, las prolongaciones neuriticas son claramente visibles tanto en las
imagenes de fluorescencia como en las imagenes de campo claro (Figura 8C).
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Figura 8. (A)y (B) Ensayos de inmunofluorescencia y microscopia de epifluorescencia de marcadores de diferenciacion, Map2 (se observa
principalmente en el somay en dendritas) y NeuN (se observa primordialmente perinuclear. (C) Microscopia de campo de células N1E-115
diferenciadas

Localizacion subcelular y colocalizacion de la proteina Dp71 con BRAF35
e iBRAF

Previamente se habia reportado la posible asociacion de las proteinas BRAF35 e
iIBRAF con Dp71 usando proteinas purificadas en ensayos in vitro (Artegiani, 2010).
Como un primer paso para evaluar la posibilidad de que estas interacciones
ocurrieran in vivo, en este trabajo se realizaron ensayos de inmunofluorescencia
doble acoplada a microscopia confocal, tanto en células diferenciadas como en
células no diferenciadas para evaluar la colocalizacion de estas proteinas.

Primero se determind la distribucion de Dp71 y BRAF35 en células N1E-115 no
diferenciadas, en las que se observa una distribucién principalmente a nivel nuclear.
También se observa su presencia a nivel citoplasmatico, pero principalmente en la
periferia nuclear. Al realizar la diferenciacién de las células, se puede observar que
la localizacion, antes predominantemente nuclear, en general se desplaza a una
localizacion citoplasmatica, tanto para BRAF35 como para la distrofina Dp71,
localizandose ademas a lo largo de las extensiones neuriticas. Al observar la
colocalizacion de estas dos proteinas, se observa que se sigue manteniendo un
nivel alto de colocalizacion, pero este es mas evidente en el compartimiento
citoplasmatico (Figura 9A).

El mismo ensayo fue realizado para la interaccion Dp71-iBRAF, en el cual al analizar
las células no diferenciadas bajo microscopia confocal se puede observar que
ambas proteinas se encuentran localizadas en el nacleo. Posteriormente, al realizar
la diferenciacién celular se observa que Dp71 se relocaliza en buena medida hacia
el compartimiento citoplasmatico, mientras que iBRAF conserva principalmente su
localizacion en el nacleo, pero también se observa un poco en citoplasma (Figura
9B).

Debido a que no se observo relocalizacion de iBRAF durante la diferenciacion que
apuntara a una influencia de Dp71 en su distribucion, se evalud si a pesar de esto,
habria alguna diferencia en sus niveles de colocalizacién, que apuntaran a una
posible relacion durante el proceso de diferenciacion. Para esto, se realizaron
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andlisis cuantitativos del grado de colocalizacién entre iBRAF y Dp71 en el nlcleo
de células N1E-115 no diferenciadas y diferenciadas. Se realizaron analisis de
1Coeficiente de correlacion y Tasa de sobrelapamiento. El coeficiente de
correlacion de Pearson es un método que considera la presencia de ambos
fluoréforos en pixeles individuales, o que es nombrado como correlacion. Por otro
lado, el coeficiente de superposicion de Mander, el cual examina la relacién entre
las intensidades y el sobrelapamiento, y toma en cuenta las combinaciones que dan
una alta intensidad de fluorescencia, descartando aquellas en las que una o ambas
sefales son bajas y finamente ignora las sefiales en blanco. Debido a que el
coeficiente de Pearson solo mide la correlacion media existente, y a que se ha
observado que la presencia de un factor de fluorescencia adicional, como DAPI,
puede alterar la correlacibn media, es importante excluir los pixeles de fondeo
mediante el coeficiente de superposicibn de Mander. Ambas medidas se utilizan
para cuantificar el grado de colocalizacion entre fluoréforos (Adler, 2010). En
nuestro analisis para la colocalizacion Dp71-iBRAF, la medicion de las intensidades
de fluorescencia y el respectivo sobrelapamiento asociado a ellas, muestra que
efectivamente hay una colocalizacion de estas proteinas, e interesantemente, esta
disminuyd significativamente en las células diferenciadas (Figura 9C).
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Figura 9. (A) Localizacion de las proteinas Dp71 y BRAF35 mediante microscopia confocal, 63X, se observa la presencia nuclear de ambas
proteinas, al realizar el merge podemos confirmar una colocalizacion (panel superior); Misma que se mantiene, ahora en citoplasma, al
someter a diferenciacion (panel inferior). (B) Localizacién de las proteinas Dp71 e iBRAF en un inicio, previo a la diferenciacion muestran
un sobrelapamiento en nucleo (panel superior), mismo que disminuye al someter a diferenciacion por un escape de Dp71 a citoplasma
(panel inferior). (C) Grafica que muestra los coeficientes de Pearson y sobrelapamiento, dichos coeficientes nos indican la probabilidad que
dos proteinas se encuentres en un mismo compartimiento celular, se observa una disminucion al realizar la diferenciaciéon. Redizado para
la interaccion Dp71-iIBRAF (n=10 células de 4 experimentos independientes. Significancia estadistica P < 0.05)

Identificacion de BRAF35 como proteina asociada a Dp71

Adicionalmente, para comprobar la interaccion entre la distrofina Dp71 y BRAF35
se realizaron pruebas de interaccion in vivo, usando por un lado ensayos de GFP-
Trap con la sobreexpresion de la distrofina Dp71 fusionada a GFP, y por otro, para
el ensayo cruzado, la inmunoprecipitacién con un anticuerpo especifico para la
proteina BRAF35.

Los experimentos de GFP-Trap se realizaron utilizando perlas de GFP-trap y lisados
celulares totales preparados a partir de células N1E-115 confluentes. Las proteinas
unidas a las perlas se eluyeron y se separaron por tamafo usando SDS-PAGE y se
analizaron por western blot. Los resultados confirman que las proteinas Dp71 y
BRAF35 estan asociadas, ya que se observa una banda de unién especifica en el
GFP-Trap de la fusion con Dp71, pero no en el GFP-Trap usando GFP sola (Figura
10A).

Para complementar este resultado, se realiz6 el ensayo complementario por
iInmunoprecipitacion. Para esto se realizo un lisado celular total a partir de células
N1E-115, las proteinas se pusieron a interactuar con anticuerpo anti BRAF35y con
un anticuerpo irrelevante, como control negativo, siguiendo la metodologia
mencionada en materiales y métodos. Las proteinas unidas a las perlas se eluyeron,
se separaron por tamafio usando SDS-PAGE y se analizaron por western blot.
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Como se muestra en la figura 10B, Dp71 se une a BRAF35, y si bien existe una
sefal de interaccion inespecifica con el anticuerpo de especificidad irrelevante, o
control negativo, es mucho mayor cuando se usa el anticuerpo especifico anti-
BRAF35 (Fig. 10B).

Los resultados de los ensayos GFP-Trap e inmunoprecipitacion, muestran que la
interaccioén in vitro sugerida por Artegiani y cols (2010) entre Dp71 y BRAF35 ocurre
también in vivo, lo que podria implicar un papel funcional importante de la proteina
Dp71 sobre la regulacion de las funciones de las proteinas BRAF35 e iBRAF.
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Figura 10. (A). Ensayo tipo GFP-trap usando la expresion de la proteina recombinante Dp71-GFP. Se puede observar la presencia de una banda
especifica de interaccion en el precipitado de Dp71-GFP, misma banda que se encuentra ausente en el precipitado de GFP. Se observa la
presencia de Dp71 fusionada a GFP (~98 kDa) y la proteina GFP sola (~27 kDa) (B) Ensayo de inmunoprecipitacion usando un anticuerpo anti-
BRAF35. Se observa una banda correspondiente a Dp71 en el carril del inmunoprecipitado para BRAF35, la cual esta casi ausente en el carril del
anticuerpo irrelevante, lo que confirma la interaccion de las dos proteinas.
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Efecto de mutaciones en la distrofina Dp71 sobre la localizacion
subcelular de iBRAF

Como primer paso a un acercamiento para verificar la importancia funcional de estas
interacciones, particularmente Dp71-iBRAF, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia y colocalizacion con dos mutantes de la distrofina Dp71, las
cuales provocan una localizacién aberrante de esta distrofina. Dichas mutaciones
se encuentran localizadas en los aminoacidos 272 y 299 de la Distrofina Dp71 y
como se menciond previamente, han sido reportadas en pacientes con DMD. La
mutacion 272, presenta un cambio de amino&cido en la posicién 277, cisteina (C)
por tirosina (Y), C272Y, que replica la mutacion de un paciente que presentaba
DMD, el cual mostrg, por biopsia muscular, una disminucion de la distrofina a solo
el 20% en comparacion a un individuo sano. La mutacion 299, por otra parte, se
presenta por la eliminacion de un residuo de &acido glutamico en la posicion 299,
E299del, la cual fue reportada en un paciente que presentaba DMD y que tenia una
disminucion en la expresion de distrofina.

Las células N1E-115 fueron cultivadas y transfectadas con vectores previamente
usados en nuestro grupo de trabajo, que expresan a la proteina Dp71 wild type y a
las formas mutantes C272Y y E299del, fusionadas a GFP. Las células fueron
posteriormente tefiidas con el anticuerpo anti-iBRAF y analizadas por microscopia
confocal (Figura 11). La sobreexpresion de GFP sola o de GFP-Dp71 no provocé
alteraciones en las células N1E-115; la proteina GFP se localizé tanto en nucleo
como en citoplasma, debido a que tiene un peso molecular de 27 kDa y no requiere
transporte nuclear activo, mientras que, la fusion GFP-Dp71, si bien se observé mas
claramente en citoplasma, también presento localizacion nuclear (Suarez-Sanchez,
2014). Por otra parte, las mutantes de Dp71 mostraron una clara deslocalizacion de
la sefial, formando agregados tanto en nucleo como en citoplasma. Adicionalmente,
se observa también dafio a la organizacién nuclear, ya que la tincion con DAPI
muestra un desarreglo del ADN (Rugerio, Tesis de doctorado, en proceso).

En relacion a la localizacion de iBRAF, en las células sin transfectar se puede
observar su distribucién normal concentrada en el nucleo, la cual es mantenida al
sobreexpresar a la proteina GFP sola (control) y a la fusibn GFP-Dp71. En los
ensayos realizados con la mutante C272Y; sin embargo, se observa una total
deslocalizacion de iBRAF, la cual disminuye en nucleo y se localiza hacia
citoplasma. Por otro lado, en la mutante E299del, se observa una marcada
disminucién y desarreglo de iBRAF en el nucleo y también se deslocaliza hacia
citoplasma (Figura 11A). Dichos resultados indican que la localizacion normal de
Dp71 es necesaria para la correcta localizacion de iBRAF, por lo que la expresion
de una forma mutante de Dp71 provoca la deslocalizacion de iBRAF, lo que podria
afectar sus funciones.
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Figura 11. microscopia confocal de células N1E-115, células transfectadas con vectores que contiene una
mutacion en Dp71, se puede observar una desregulacion en la localizacién de Dp71, ademas de esto se
observa un dafio en la organizacién nuclear y la deslocalizacién de la proteina iBRAF
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Discusion

Previamente Villarreal-Silva y colaboradores (2011) han mostrado que la distrofina
Dp71, principal producto del gen de la distrofina en sistema nervioso central, es
esencial para el desarrollo y division celular, y que al inhibir la expresion de dicha
proteina se ve afectada la diferenciacion celular. Por otro lado, Artegiani y
colaboradores (2010) han mostrado la interaccion de la distrofina Dp71 con las
proteinas BRAF35 e IBRAF, proteinas implicadas en los complejos
represores/activadores de genes neurales especificos responsivos a RE-1, en un
sistema de interaccion con proteinas recombinantes. No obstante, los mecanismos
moleculares implicados en dichos mecanismos no se encuentran aun claros y la
interaccion de Dp71 con BRAF35 e iBRAF no habia sido demostrada in vivo.

Tomando en cuenta los trabajos antes realizados, nos enfocamos en mostrar las
interacciones de la distrofina Dp71 con las proteinas BRAF35 e iBRAF, para poder
conocer con mayor detalle el papel que juegan la Dp71 en la diferenciacion
neuronal, utilizando la linea celular N1E115 como modelo celular. Como primer
paso, mostramos la expresion de Dp71, BRAF35 e iBRAF, y observamos un
aumento en la expresion de la distrofina entre las células sometidas a 6 dias de
diferenciacion con DMSO. Previamente, dicho aumento habia sido demostrado para
Dp71 por Morales-L&zaro y colaboradores (2010), quienes también demuestran un
comportamiento similar al observado in vivo en sistema nervioso. Adicionalmente,
mostramos la expresion de BRAF35 e iBRAF; la primera de ellas tuvo una ligera
disminucién en la linea celular diferenciada con respecto a la no diferenciada, lo que
es consistente con su funcién, ya que esta es prioritaria en células no diferenciadas,
pero no en las ya diferenciadas (Ceballos-Chavez, 2012). Para iBRAF, por su parte,
se observa una expresion incrementada al inducirse la diferenciacion, esto es
congruente con lo mostrado por el grupo de trabajo de Ceballos-Chavez (2012),
quien mostroé un aumento en la expresion de iBRAF en diferenciacion.

Mediante ensayos de inmunofluorescencia comprobamos la presencia de la
distrofina Dp71, BRAF35 e IBRAF. Estos resultados, analizados mediante
microscopia confocal, mostraron la colocalizacién a nivel nuclear de Dp71 con
BRAF35. Al ser sometidas a diferenciacién, esta colocalizacion se mantiene, pero
ahora principalmente en el compartimento citoplasmatico, en donde se ha mostrado
que la proteina Dp71 puede tener una funcidbn como proteina de andamiaje
importante para los procesos implicados en la diferenciacién, como parte de las
proteinas incluidas en la DAPC (Artegiani, 2010). La relocalizacion de BRAF35 a
citoplasma podria estar favoreciendo la activacién de genes neuronales especificos.
Esto se debe a que, como se mencioné antes, BRAF35 forma parte del BHC que
atrae  HDAC promoviendo la desacetilacibn de histonas para silenciar la
transcripcion de genes neuronales (Lakowski, 2006; Hakimi, 2005); y al relocalizarse
BRAF35 al compartimiento citoplasmatico en células diferenciadas, este
mecanismo de silenciamiento se ve afectado, lo que contribuiria a iniciar la
transcripcion de dichos genes neuronales.

Por otro lado, en el analisis de inmunofluorescencia de la colocalizacion de la
distrofina Dp71 con iBRAF se observo que en las células N1E115 no diferenciadas
dicha interaccion esta establecida principalmente a nivel nuclear. Posterior a la
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diferenciacion, Dp71 se relocaliza a nivel de citoplasma principalmente, pero parte
de esta proteina se mantiene en nucleo, sin embargo, iBRAF tras la diferenciacion
se mantiene principalmente a nivel nuclear, lo que es consistente con su funcién en
células diferenciadas, ya que iBRAF es requerida en nucleo para impedir o inhibir la
actividad de BRAF35 sobre genes neuronales (Wynder C. 2005). Tras realizar un
analisis cuantitativo del indice de colocalizacion entre Dp71 e iIBRAF, se observo
que existe una colocalizacion tras la diferenciacion, pero dicha colocalizacion es
mayor previo a diferenciarse. Como antes se habia mencionado iBRAF cumple un
papel rompiendo la interaccion de BRAF35 con el complejo BHC, ademés de esto
atrae a MLL, metilando al ADN en sitios cercanos a promotores y promoviendo asi
la induccion de fenotipos neurales (Wynder, 2005). Lo anterior podria sugerir que,
al relocalizarse a citoplasma, la proteina Dp71 libera a iBRAF, permitiendo que esta
sustituya a BRAF35 y participe en la activaciéon de los genes responsivos al
complejo BHC.

Estos datos de localizacion subcelular tanto para BRAF35 como para iBRAF en el
nucleo son consistentes con su funcion durante la diferenciacion y la colocalizacion
observada contribuye con la idea de que la interaccion reportada previamente por
Artegiani y cols (2010) puede también ocurrir in vivo. Adicionalmente, sugiere que,
ante el proceso de diferenciacién neuronal, al relocalizarse la Dp71 a citoplasma
podria participar en la relocalizacion de BRAF35 a citoplasma, 1o que en conjunto
con la permanencia de iBRAF en el nucleo podria estar facilitando la liberacion de
los genes neuronales silenciados.

Para comprobar que la colocalizacion de Dp71 con BRAF35 deriva de una
interaccidn proteica real, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacién, que
permitieron comprobar la interaccién entre estas proteinas. Dichos resultados
muestran que lo propuesto in vitro por Artegiani y colaboradores (2010) ocurre
también in vivo. Esto a la vez permitiria pensar en la funciéon de Dp71 como proteina
de andamiaje, por lo que, ademas de atraer consigo a proteinas que forman parte
del complejo DAPC, también podria atraer a BRAF35, lo que permitiria su
participacion en la regulacion de genes implicados en la diferenciacién neuronal. Sin
embargo, es necesario realizar otros ensayos para demostrar el comportamiento de
esta interaccion en células diferenciadas, asi como para evaluar la interaccion de
iIBRAF con Dp71.

Para tener un enfoque mas asociado a una posible afectacién funcional realizamos
transfeccion con mutantes de la distrofina Dp71 que cambian su patron de
localizacion normal. Se utilizaron dos vectores que contenian la informacion para
codificar a una proteina Dp71 con mutaciones previamente reportadas en pacientes
Duchenne, por un lado, C272Y y por otro E299del. En ambos casos, pudimos
observar que existe una total deslocalizcion de iBRAF, ademas de que en nuestro
laboratorio también se encontré dafio a ADN observado en la tincion DAPI (Rugerio,
tesis de doctorado). Esto lleva a pensar que una afectacion en la localizacion normal
de la Dp71 puede llegar a tener una implicacién en la funcion de IBRAF y, en
consecuencia, en el control de la transcripcion de genes neuronales.
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Es importante considerar que la mutante en la cual se observa la mayor
deslocalizacion proteica, C272Y, se obtuvo a partir de un paciente que, ademas de
presentar las caracteristicas comunes asociadas a DMD, presentaba retraso mental
(U. Lenk 2009). Si bien esto puede ser considerado un resultado preliminar, la
evidencia previa muestra la implicacion de estas proteinas en el correcto desarrollo
neuronal, y el estudio de las mutantes de la distrofina Dp71 puede ser un nuevo
panorama para comprender los mecanismos asociados a la afeccién cognitiva en
DMD.

Conclusiones

Tomando en cuenta el conocimiento previo, se sabe que una de las funciones que
cumple Dp71 es como proteina de andamiaje formando parte del DAPC; sin
embargo, con los resultados obtenidos en este trabajo, podemos también sugerir la
union de Dp71 a un complejo proteico involucrado en la regulacion negativa de la
expresion de genes neuronales que responden a RE1. Se observa que en las
células que son llevadas a diferenciacion existe un aumento en la expresion de la
proteina iBRAF, y una disminucion en la expresion de BRAF35, ademas, mediante
ensayos de inmunofluorescencia se puede observar una relocalizacion de Dp71, asi
como de BRAF35 e iBRAF, manteniéndose esta Ultima principalmente en el
compartimento nuclear. Finalmente, la interaccion comprobada con BRAF35
permitiria pensar en la participacion de Dp71 en la regulacién de genes implicados
en diferenciacion neuronal.

Perspectivas

Este trabajo es el comienzo del estudio de la interaccion de Dp71 con las proteinas,
BRAF35 e iBRAF, y deja en inicio un resultado positivo a seguir trabajando por esta
linea, sin embrago, falta confirmar algunos aspectos de la misma, se deben realizar
los ensayos de interaccion Dp71-iBRAF mediante inmunoprecipitacion, para poder
confirmar la interaccion que pareceria viable por los resultados observados
mediante inmunofluorescencia. Por otro lado, es necesario confirmar el papel de las
mutantes de Dp71 en la localizacion de Braf35.
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