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RESUMEN

Las Neurregulinas (Nrg) son una subfamilia de factores de crecimiento
pertenecientes a la familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF). Las Neurregulinas
presentan un gran nimero de isoformas. En el caso del gen de Nrg-1, las isoformas pueden
agruparse en tipo I (NDF/ARIA), II (GGF) o III (SMDF). En este proyecto se trabajo
especificamente con la isoforma del tipo II (GGF) que es un Factor de Crecimiento Glial.
Para llevar a cabo este proyecto se realiz6 primero la estandarizacién de las condiciones
Optimas de transfeccion de células HEK-293, para lo cual se utilizé el gen reportero GFP
(Green Fluorescence Protein; Proteina Verde Fluorescente). Se determinaron las cantidades
de ADN plasmidico, el tiempo de incubacién con la mezcla de transfeccién y el niimero de
c€lulas por pozo, necesarias para lograr la mayor eficiencia de transfeccién posible. Se
obtuvo un méaximo de 30% de eficiencia utilizando 8x10* células/pozo, 1.4 pg ADN, 2.8 pl
de Lipofectamine y una incubacién de 10 horas con la mezcla de transfeccion. Luego se
procedié a producir la proteina GGF recombinante mediante la transfeccion de la células
HEK-293 con el plasmido pGGF/HisMax. Se evalué la produccién de la proteina GGF
mediante geles de SDS-PAGE e Inmunotransferencia, encontrandose una proteina de
aproximadamente 69 KDa identificada por un anticuerpo anti-Nrg1, presente en los medios
condicionados por las células transfectadas (MCGGF). Por 1ltimo, se procedi6 a evaluar la
capacidad neurotréfica de la proteina GGF recombinante mediante la incubacién de células
PC12 con medios condicionados por células transfectadas con GGF , obteniéndose cambios
morfologicos distintivos correspondientes a una diferenciacion celular.




CAPITULO I

INTRODUCCION

El Sistema Nervioso incluye todo el tejido nervioso del organismo vy tiene por
funcién principal la comunicacion. Debido a su configuracion estructural, con
prolongaciones muy largas y propiedades electrofisiolégicas especiales, las células
nerviosas estan especializadas para ello (Geneser, 2003).

La neurona es la célula nerviosa donde las funciones celulares generales de
irritabilidad y conductividad alcanzan un méximo desarrollo. Las células nerviosas se
irritan o estimulan con gran facilidad, lo que genera una onda excitatoria o impulso
nervioso que luego se puede transmitir a través de distancias considerables como una
diferencia de potencial eléctrico progresiva a lo largo de la fibra nerviosa (Geneser,
2003).

Ante la accién de un estimulo determinado, estas distintas formas de energia son
transformadas en actividad eléctrica por estructuras celulares especiales, los receptores

sensoriales (Geneser, 2003).

I.1 Sistema Nervioso

El Sistema Nervioso se divide en: Sistema Nervioso Central y Sistema Nervioso

Periférico.

L1.1 Sistema Nervioso Central (SNC): Esti compuesto por el encéfalo y la
médula espinal. Los principales papeles del SNC son: (a) Integrar y coordinar las
sefiales neurales entrantes y salientes y (b), llevar a cabo las funciones mentales

superiores, como el pensamiento y el aprendizaje (Geneser, 2003).




En el SNC existen células nerviosas que entran en contacto de una forma
especial, llamada la sinapsis, a través de la cual la onda de impulsos se transmite de una
célula nerviosa a otra mediante transmisores quimicos (Geneser, 2003). También en el
SNC se encuentran la sustancia gris y la sustancia blanca, donde la sustancia gris
contiene cuerpos de células nerviosas y sus dendritas con espinas y sinapsis, y fibras
mielinicas y amielinicas con sus ramificaciones terminales; y la sustancia blanca

contiene sobre todo fibras mielinicas (Geneser, 2003).

L1.2 Sistema Nervioso Periférico (SNP): Comprende todo el tejido nervioso
fuera del encéfalo y la médula espinal. Esta compuesto por grupos de cuerpos de células
nerviosas o ganglios, entrecruzamientos de fibras nerviosas o plexos, y haces de fibras
nerviosas de recorrido paralelo bajo la forma de nervios. Los nervios parten del encéfalo
y de la médula espinal en pares, uno para cada lado del organismo. Los nervios que
parten del encéfalo se denominan nervios craneales y los nervios que provienen de la
medula espinal, nervios espinales. Los nervios periféricos permiten que las neuronas del
sistema nervioso central estén en contacto con todas las partes del organismo (Geneser,

2003).

1.2 Células del Sistema Nervioso

El sistema nervioso incluye también células especiales de sostén, la neuroglia y
el tejido conectivo (Geneser, 2003).

La neuroglia estd conformada por células de sostén no neuronales, que por lo
general superan en cantidad a las neuronas. Esta es también llamada Glia o Células
Gliales, que se dividen en dos grandes grupos: (a) El primer grupo esta representado por

las células de Schwann y las células satélites, que se localizan en el sistema nervioso




periférico; (b) el segundo grupo esta representado por los oligodendrocitos, los
astrocitos, la microglia y las células ependimarias, que se localizan en el sistema

nervioso central (Hib, 2001).

L.2.1 Células de Schwann.

Las células de Schwann (células de la glia) son las que rodean a los axones de
las neuronas y a las dendritas de las neuronas de los nervios periféricos (Hib, 2001).

La asociacién del axén con las células de Schwann recibe el nombre de fibra
nerviosa ya que el axon estd envuelto ‘por numerosas c€lulas de Schwann que se
disponen una tras otra a lo largo de la fibra (Hib, 2001).

Las células de Schwann, ademas de envolverlo, le proveen al axén (v a las
dendritas de las neuronas sensitivas) una cubierta o vaina lipidica multimembranosa
denominada mielina, lo que permite clasificar a los nervios en amielinicos, de
conduccion lenta, y mielinicos, de conduccién rapida (Hib, 2001).

La vaina de mielina aisla eléctricamente a la membrana plasmatica del axén, lo
cual impide que la corriente eléctrica que propaga durante los potenciales de accién se
fugue hacia el medio extracelular. Por otra parte, casi todos los canales de Na* de la
membrana plasmética del axén se localizan a nivel de los nodos de Ranvier y unos
pocos se hallan en los segmentos internodales, es decir, por debajo de la vaina de
mielina. Los nodos de Ranvier, son las interrupciones que ocurren a intervalos regulares
a lo largo de la longitud del axén en la vaina de mielina que lo envuelve. Son
pequediisimos espacios, de un micrémetro de longitud, que exponen a la membrana del
axén al liquido extracelular. Estas dos condiciones hacen que el impulso nervioso se
propague mucho mas rapidamente en los nervios mielinicos que en los nervios

amielinicos, debido a que en los nervios mielinicos, el potencial de accién no necesita




recorrer toda la membrana plasmatica del ax6n porque salta de un nodo de Ranvier a

otro (Hib, 2001).

1.2.2 Células Satélites.

Se trata de células cubicas pequefias, que se asocian para formar una cubierta
completa en torno de cada neurona ganglionar. Estas se encuentran en los ganglios
sensitivos y autonomos (Hib, 2001).

En las neuronas seudomonopolares de los génglios sensitivos, las células
satélites forman un tinel por el que emerge la prolongacion que genera el axén y la
dendrita. En cambio, en las neuronas motoras de los ganglios auténomos, la cubierta de
células satélites es atravesada por los axones de las fibras preganglionares (Hib, 2001).
Estas células sostienen, protegen y nutren a las células ganglionares de los ganglios

raquideos.

1.2.3 Oligodendrocitos.

Son células que poseen un cuerpo celular pequefio, que contienen un niicleo
redondo y oscuro, rodeado por un citoplasma dificil de descubrir en las preparaciones
histolégicas de rutina (Hib, 2001).

Se localizan entre los axones del sistema nervioso central, donde desempefian
funciones anélogas a las de las células de Schwann en el sistema nervioso periférico,
pues envuelven a los axones y les proporcionan vainas de mielina (Hib, 2001).

Para ello, los oligodendrocitos emiten varias prolongaciones citoplasmaticas,
cada una de las cuales se ensanchan, se aplanan, pferden el citoplasma y se convierte en
una lamina bimembranosa idéntica a la de la célula de Schwann. Ademas, dicha lamina

se halla interrumpida por engrosamiento equivalente a los de la vaina citoplasmatica



interna, los citoplasmas paranodales y las incisuras de Schmidt-Lantermann (Hib,
2001).

Cada lamina se asocia a un axén diferente, lo rodea y se enrolla sobre si misma
varias veces, por lo que genera la vaina de mielina de un segmento internodal. Asi, las
distintas ldminas de cada oligodendrocito se convierten en mielina de otros tantos
segmentos internodales, cada lamina en torno de un axén diferente. En contraste con los
nervios periféricos, la vaina de mielina de los axones del sistema nervioso central no
posee ldmina basal, debido a que los oligodendrocitos forman vainas de mielina en

todos los axones, ya que éstos se hallan segregados en los cuerpos neuronales (Hib,

2001).

1.2.4 Astrocitos.

Son células muy grandes. Deben su nombre a que poseen prolongaciones
citoplasméticas que recuerdan a los rayos de los cuerpos astrales. Existen dos tipos,
llamados astrocitos fibrosos y astrocitos protoplasmaticos. Los astrocitos fibrosos se
localizan principalmente en la sustancia blanca del sistema nervioso central y sus
prolongaciones citoplasmaticas son largas, lisas, finas y poco ramificadas. En cambio,
los astrocitos protoplasmaticos, se localizan principalmente en la sustancia gris y poseen
prolongaciones un poco mas cortas, mas gruesas y mucho mas ramificadas que las de
los astrocitos fibrosos (Hib, 2001).

En conjunto, las prolongaciones citoplasméticas de los astrocitos componen un
entramado que sostiene a los cuerpos de las neuronas, a los axones, a los capilares
sanguineos y a los restantes componentes del tejido nervioso. Ademas, el extremo distal
de algunas prolongaciones se ensancha y forma una expansion relativamente amplia,

llamada Pie Terminal, que se relaciona con distintas estructuras (Hib, 2001).




La funcion principal de los astrocitos es unir las neuronas a los capilares
sanguineos, asi como también la de mantener una concentracién equilibrada entre el
medio extracelular y el intracelular previniendo el ingreso de determinadas sustancias
posiblemente nocivas. Ademds participan en los procesos de regeneracion de lesiones
en el Sistema Nervioso, aumentando su tamafio y enviando sus proyecciones para

rellenar la zona dafiada (Astrocitos, 2007).

L.2.5 Microglia.

Son las células mas pequefias de la neuroglia. Se hallan dispersas entre los
demas componentes del sistema nervioso central, tanto en la sustancia blanca como en
la sustancia gris (Hib, 2001).

La Microglia desempefia funciones fagocitarias, por lo que se considera que son
macréfagos radicados en el sistema nervioso central. Asi, cuando éste padece algin tipo
de infeccion o de lesién degenerativa, la microglia acorta sus prolongaciones, se
reproduce y migra hacia la zona afectada, donde ponen de manifiesto sus funciones

fagocitarias (Hib, 2001).

1.2.6 Células Ependimarias.

Componen un epitelio cibico o cilindrico simple que reviste las cavidades del
encéfalo y el conducto del epéndimo de la médula espinal. Las células poseen un nicleo
ovoideo mds 0 menos oscuro, situado cerca de la cara basal del epitelio. A partir de la
cara basal de cada célula nace una prolongacién citoplasmética relativamente larga, que
ingresa en el tejido nervioso y se pierde entre las prolongaciones de los astrocitos. En

cambio, la cara celular que mira hacia la luz del tubo neural emite numerosas

microvellosidades (Hib, 2001).




Su funcién es facilitar el desplazamiento del liquido cefalorraquideo a través del

conducto ependimario.

Figura 1. Esquema de las células del Sistema Nervioso Central, donde se puede apreciar las Células
Ependimarias, los Astrocitos, la Neurona, el Oligodendrocito, la Microglia y el Capilar (Macroglia,
2007).

L.3 Neurregulinas

Las Neurregulinas (NRG) son una subfamilia de factores de crecimientos
pertenecientes a la familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) ya que
comparten un dominio comin denominado “EGF-like” (parecido a EGF). Estos factores
son criticos para el desarrollo del sistema nervioso, neuromuscular, corazén y para la
generacion y progresion de tumores. Los primeros indicios de la existencia de estas
proteinas surgieron a finales de los afios 80, cuando se detecté en diferentes fuentes
biologicas (medio de crecimiento de fibroblastos transformados con Ras, lineas
celulares de céncer de mama, entre otras) la capacidad de activacion de la fosforilacién
del receptor Neu (Longart y Buonanno, 2002).

Las Neurregulinas representan una familia con un grado de complejidad que se
extiende a diferentes niveles. En primer lugar tenemos la existencia de cuatro genes

distintos. Los genes de Nrg-1-3 tienen como denominador comin su expresion en el




sistema nervioso, mientras que el gen de Nrg-4 s6lo se ha detectado en péncreas y
corazén (Longart y Buonanno, 2002).

Las Neurregulinas presentan un gran nimero de isoformas, que se observan
principalmente en el gen de Nrg-1, el cual genera al menos 20 isoformas diferentes por
empalme alternativo de los ARN mensajeros (empalme diferencial) y el uso de varios
promotores. Este fue el primer gen de Neurregulina descubierto (Falls, 2003).

Segin su dominio N-terminal, las Nrg-1 pueden agruparse como isoformas del
tipo [ (NDF/ARIA), Tl (GGF) o III (SMDF), como se puede observar en la figura 1. La
Nrg-2, se relaciona estructuralmente con Nrg-1. La estructura de ADNc de Nrg-2 indica
que el empalme diferencial de ARN también genera miiltiples isoformas similares a

EGF (o y B) (Longart y Buonanno, 2002).
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Figura 2. Isoformas de NRG1: (A) Patrones alternativos de empalme y exones. Todos los exones que contribuyen a la
secuencia de NRG1 son mostrados. Se nombran exones segiin las regiones estructurales mayores que ellos codifican.
Todo las NRG1 bioactivas incluyen un dominio EGF (conformado por el exon “EGFc” junto con los exones “a o B).
La NRG1 con una region N-términal del Tipo I o Tipo II, incluye un dominio de Ig (codificado por g, junto con
Igy). La NRGI con la region N-términal del Tipo 11 incluve un dominio rico en cisteinas (CRD). pero no tienen
dominio Ig. La mayoria de las NRG1 (isoformas como al, a2, B1, B2, y p4; vea el Tablero B), son sintetizadas como
proproteinas, eso incluye un dominio transmembrana y una cola citoplasmatica que va detrés del carbonilo terminal
del dominio EGF.

En contraste, las isoformas de NRG1 designadas B3 terminan justo después del dominio de EGF. La evidencia
disponible indica que las isoformas de NRG1 que normalmente se expresan en el sistema nervioso tienen el tipo B, el
dominio de EGF y un “tipo a” en la cola citoplasmatica. Las condiciones alternativas (NDF, HRG, el ARIA, GGF,
CRD-NRG1, SMDF) normalmente asociado con las isoformas del Tipo L, 11 o 111, se indican a la izquierda. El uso de
estas condiciones alternativas no es completamente consistente en la literatura y la anotacién de las entradas del
Genbank. En las isoformas de NRG1 designado “a2” y “B2”, el @ 0 el P se une directamente al exén de TMc; por
cjemplo, si la isoforma NRG1 es diferente al tipo “2”, el exén TM, codifica no solo para el dominio transmembrana,
sino también para pocos aminodcidos de la region juxtamembrana extracelular ( “stalk”) y de la cola citoplasmatica.
EGE-like =“Epidermal Growth Factor-like”, similar al factor de crecimiento epidermico. lg-like =
“ImmunoGlobulin-like ", similar a la inmunoglobulina. CTc y TMc = “Cytoplasmic Tail and TransMembrane ”, cola
citoplasmatica y transmembrana. CTn y TMn = cola citoplasmatica y transmembrana N-terminal del dominio EGF.
Solo NRG tipo I1I tienen CTn and TMn. * = codén de parada.

(B) Ejemplos de proproteinas de NRG1. Se muestran exones en el orden en que ellos aparecen en el gen de NRG1
humano (GenBank BK000383), pero se omiten las secuencias intrénicas. La longitud de cada exén es proporcional
al nimero de aminoacidos que codifican.

La primera fila es un compendio de todo los exones que contribuye a las secuencias de NRG1. Las filas restantes
ilustran las estructuras de isoformas individuales. La nomenclatura que describe a cada isoforma se encuentra a la
izquierda. Por ejemplo: I-fla, se refiere a la isoforma con la regién N-terminal tipo I, el dominio EGF tipo P, el
nimero 1 corresponde a la secuencia inmediata al extremo carboxy terminal del dominio EGF y una cola
citoplasmitica tipo a. A la derecha de cada isoforma esta el mimero de locus del Genbank para la secuencia
correspondiente a la isoforma ilustrada. No todas las secuencias referidas en el Genbank estin completas. Lineas
negras punteadas indican la unién de exones no consecutivos. Los exones estén codificados por color en la parte A.
La isoforma NRG1 I-y presenta una falta de la 5ta y 6ta cisteina del dominio EGF, y en consecuencia parece ser
inactiva. La “gamma-HRG” (NRG1 1-y) es una proteina quimera resultante de un rearreglo cromosémico. Hasta la
fecha solo ha sido observada en la linea celular de tumor de seno humano MDA-MB-453. Las isoformas aqui
representadas provienen de secuencias en la base de datos del Genbank, pero no estén incluidas Ig-a3, I-ala, [1-B2,
11-p4, TTi-a2b, 11I-B4. Notese que para algunas de éstas, lasecumcianopmdescrineqrﬁvocmtcprcdichaporno
contar con la secuencia completa. Por ejemplo, la secuencia de lg-a3 puede ser derivada del mRNA de I-a3 o 11-a3, y
la secuencia de [1-B4 puede derivar del mRNA de 11-B4a, 1I-B4b o II-B4c. Las secuencias ilustradas derivan de mRNA
de humano (h), rata (rat), rana (frog) o pollo (ck) (Falls, 2003).

l.as Nrg-3 se encuentran mas distantes de la Nrg-1 en lo que a estructura se
refiere, debido a que presentan una region rica en serinas y treoninas similar a mucina,
que contiene sitios de glicosilacion y cuya funcién se desconoce. El dominio EGF de
Nrg-3 es distinto a aquellos codificados por Nrg-1 y Nrg-2 (Longart y Buonanno, 2002).

Las Nrg-1 son esenciales para el desarrollo normal del sistema nervioso, asi
como para mantener la funcién normal del sistema nervioso. Esta se ha encontrado
participando en todos los niveles de desarrollo del sistema nervioso, desde el periférico
hasta la funcién neuromuscular, cordén espinal, cerebro y corteza. Esta neurregulina es
un mediador importante para el desarrollo y mantenimiento del Sistema Nervioso

Periférico, asi como también es critica para el desarrollo normal y la distribuci6n




espacial de varios tipos células del Sistema Nervioso Central. Ademas, la Nrg-1 esta
involucrada en la patogénesis y tratamiento de una variedad de enfermedades humanas.
Esta neurregulina se expresa a menudo como precursores de transmembrana llamados
“pro-NRG”, que luego experimenta un procesamiento proteolitico, sin embargo, la
liberaci6n eficiente de Nrg-1 es llevada a cabo solo por los tipos I/11 (Esper et al., 2006).

La Nrg-1, especificamente la isoforma del tipo Il (GGF), es un factor de
crecimiento glial, que al principio se creyd que sélo estimulaba la proliferacién de
células de Schwann. Ahora se ha demostrado que éllas promueven la supervivencia de
los astrocitos tipo 1, la diferenciacién en el cultivo de células corticales del cerebro y el
cambio del desarrollo de los oligodendrocitos a partir de las células gliales progenitoras
bipotenciales. Estas pueden funcionar como un elemento critico en un circuito de factor
de crecimiento que permite a las neuronas y la glia promover el desarrollo y la
regeneracion de los nervios (Mahanthappa et al, 1996). En una fase mas temprana del
desarrollo neuronal, este tipo de neurregulina promueve la diferenciacién glial e inhibe
la diferenciacién neuronal en las células de tallo (Bermingham-McDonogh et al, 1996).
GGF promueve la conduccién de la regeneracién axonal y mejora la reinervacion
muscular, segin un estudio realizado en conejos, el cual se trato con poli-3-
hidroxibutarato y factor de crecimiento glial, donde incrementa significativamente la
regeneracion del nervio en 63 dias y a los 120 dias de dicha experimentacion se
incrementa la cantidad de células de Schwann significativamente y la regeneracién
axonal (Mohanna et al, 2005).

En un estudio realizado en ratones, especificamente tratados con GGF-2, el
factor producia desmielinizacion (Zanazzi et al., 2001). Ademds, los ratones que se

indujeron transgenicamente con sobre-expresién de la misma isoforma, desarrollaron

10




desmielinizacion, alivio de temblores, anormalidades en el modo de andar, disminucién
en la fuerza de los miembros traseros y parélisis (Esper et al., 2006).

Las neurregulinas se unen a determinadas combinaciones de los receptores
ErbB, con afinidades muy diferentes y contribuyen asi a aumentar la especificidad en la
respuesta celular. Los receptores ErbB son una familia de receptores con actividad
tirosina-quinasa y son importantes mediadores del crecimiento celular, diferenciacion y
sobrevivencia, y se expresan generalmente en combinaciones diferentes en distintos
tejidos (Longart y Buonanno, 2002).

La activacién de esta familia de receptores ErbB produce efectos especificos que
pueden llevar desde la transformacién cancerosa de la célula mamaria hasta la expresion
de canales ionicos, tanto en neuronas como misculo esquelético y cardiaco (Citri et al,
2003).

La familia de receptores ErbB esta compuesta por 4 miembros que son: (a)
ErbB-1, (b) ErbB-2, (c) ErbB-3 y (d) ErbB-4. Estos cuatro receptores, pueden formar
homodimeros y heterodimeros diferentes que se unen para diversificar las sefiales
intracelulares causadas por la activacion del receptor. Las Nrg-1 y 2 se unen a
heterodimeros de ErbB2 con ErbB3 o ErbB4, mientras que la Nrg-3 parece especifica
para ErbB4 (Longart y Buonanno, 2002).

ErbB-2 y ErbB-3 (ver figura 2), asi como también la ErbB-1, se expresan en la
mayoria de las cepas celulares mesenquimaticas que son una rica fuente de ErbB
ligando (Longart y Buonanno, 2002).

El receptor ErbB-2 se encuentra en el sistema nervioso, en los huesos, en los
miisculos, la piel, el corazon, los pulmones y en el intestino (esto es durante el

desarrollo del feto humano). Los receptores ErbB-3 se encuentran en el tracto
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gastrointestinal, reproductor y urinario, asi como también en la piel, los sistemas

endocrinos y nerviosos (Longart y Buonanno, 2002).

Figura 3. Representacién esquemidtica de heterodimeros de recepiores figando-inducidos. Ei mecanismo propuss:
para los heterodimeros ErbB2-ErbB3 inducidos por neurregulinas se mostrada en la figura (A). Los dominios
extracelulares estan representados por dos dominios ricos en cisteinas (81 y 82) y dos dominios de unién a ligando

pesa roja) a los dominios L1 y L2 de ErbB3, rearregla la conformacion extracelular de los dominios induciendo a la
salida del asa de dimerizacion S1. La dimerizacién entre el receptor ErbB3 ligado a neurregulina y la molécula de
ErbB2 esta medida principalmente por el asa de dimerizacion (circulo punteado I), con una posible contribucién

muestra el escenario mas simple, la formacién de trimeros y tetrameros de receptores también han sido propuestos.

(B) Sobreexpresion de ErbB2 en la superficie celular puede reclutar espontineamente el ErbB3 auto inhibido para la
formacion de los heterodimeros, situacién que ocurre en las células tumorales de mamas.

Los dimeros formados pueden asumir la conformacién ligando-inducidos, produciendo una débil pero prolongada

activacion del receptor. Alternativamente, la formacién esponténea de homodimeros de ErbB2 no puede ser excluida
(Citri et al, 2003).

El receptor ErbB-4 (ver figura 3) se activa por un proceso comin a los otros
receptores ErbB, es decir la dimerizacion y la auto fosforilacion. La expresion de este

receptor es mas alta en el cerebro y corazén, pero niveles significativos estdn presentes
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en los epitelios de la piel, tejido gastrointestinal, urinario y en el tracto respiratorio,
junto con el musculo esquelético, circulatorio, endocrino y el sistema nervioso

(Carpenter, 2003).
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Figura 4. Tustracion esquematica del receptor ErbB-4. Estructura primaria que ofrece dominios y cambios de
isoformas. Desde el amino-terminal los rasgos estructurales incluyen una secuencia de sefial (SS), dominios 1, T1, 111,
y IV en el ecto-dominio, 1a regién del tallo que contiene alteraciones en la sucesion de las isoformas de Jm-a y Jm-b,
el dominio de transmembrana (TM), dominio de tirosina quinasa, dominio del carboxilo terminal que contiene los
sitios de auto fosforilacion (pYn) mas los cambios de la sucesion que se le atribuye a las isoformas de CYT-1 y
CYT-2; y el dominio PDZ, que reconoce el motivo (TVV) en el carboxilo terminal (Carpenter, 2003).

En este proyecto se pretende probar si la neurregulina GGF recombinante es
capaz de producir un efecto neurotréfico sobre células PC12, las cuales son una linea
celular derivada de un tumor de feocromocitoma de rata de la médula suprarrenal
(modelo in vitro de proliferacién y diferenciacion neuronal). Este estudio forma parte de
un proyecto que busca estudiar si la Neurregulina GGF recombinante puede funcionar
como un factor de crecimiento que permita que las neuronas y las células ghales se

desarrollen promoviendo la regeneraci6n del nervio.
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CAPITULO I

OBJETIVOS

IL.1 Objetivo General:

Expresion de la neurregulina GGF recombinante en las células HEK 293 y

estudio de su efecto neurotrofico sobre las células PC12.

IL2 Objetivos Especificos:

¢ Transfectar células HEK 293 para la produccién de neurregulina GGF

recombinante.

e Determinar la presencia de la neurregulina GGF recombinante por
Inmunotransferencia (Western Blot) en las células HEK transfectadas y en los

medios condicionados por éstas.

¢ Estudiar el efecto neurotréfico de la neurregulina GGF recombinante sobre

células PC12.
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CAPITULO III
METODOLOGIA

IIL.1 Disefio de la Investigacion.

El disefio de la investigacion es Experimental.

III.2 Poblacién y Muestra.
Las poblaciones son las lineas celulares HEK 293 (células embrionarias de
rifion humano) y las PC12 (feocromocitoma de médula suprarrenal de rata). Las

muestras corresponden a la proteina GGF recombinante.

IIL.3 Instrumentos.
Los instrumentos a utilizar en estd investigacion son los siguientes: (a)
equipo de electroforesis Mini-Protean 3 (BIORAD), (b) equipo de
electrotransferencia Mini Trans-Blot (BIORAD), (c) microscopio invertido de

fluorescencia (ZEISS) y (d), campana estéril de flujo laminar (Labconco).

IIL.4 Procedimiento.
Para llevar a cabo este proyecto se van a realizar una serie de métodos que se

describen a continuacién:

111.4.1 Cultivo de células
Las células HEK 293 se cultivan en medio DMEM (Invitrogen)
suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) y estreptomicina-penicilina

(Sigma) a 37°C y 5% CO..
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Las células PC12 se cultivan en medio DMEM suplementado con 10% suero
fetal bovino, 5% suero de caballo (SC) y estreptomicina-penicilina (Sigma) a37°C y

5% CO,.

111.4.2 Transfeccion de células eucaridticas

Se van a transfectar las células HEK293 para la producciéon de la
Neurregulina GGF. Para los experimentos de estandarizacion de las condiciones de
transfeccion, las células se siembran en placas de 24 pozos a razén de 1x10°
células/pozo. Al dia siguiente, se remueve el medio con suero de las células y se
reemplaza por medio OptiMEM (Invitrogen) sin suero, colocando 0.5 ml/pozo,
Ambos, el ADN plasmidico y el reactivo de transfeccion (Lipofectamine 2000,
Invitrogen), se diluyen en 50 pl de OptiMEM sin suero cada uno y luego se
mezclan, incubdndolos 20 minutos a temperatura ambiente. Luego, la mezcla
ADN/Lipofectamine se afiade lentamente a las células y se incuba por 6-8 horas a
37°C en la incubadora de CO,. El medio de transfeccion se remueve y se afiade
0,5ml/pozo de DMEM con suero a las células para luego incubarlas 48 a 72 horas a
37°C, para que la proteina recombinante se exprese.

Para la produccién de proteina recombinante para los otros ensayos, las
transfecciones se realizaran en placas de 6 pozos, sembrando 5x10° células/pozo y
utilizando 5 veces mas de ADN y Lipofectamine que el utilizado en las placas de 24
pozos.

Se va a utilizar el gen GFP (Green Fluorecent Protein; Proteina Verde
Fluorescente) (Clontech) como gen reportero para la estandarizacién de la técnica y
como control positivo durante las tranfecciones. Esta proteina fluorescente tiene la

propiedad intrinseca de emitir luz en la zona verde del espectro (508nm) cuando es

16




excitada a 396nm (Heim et al., 1994). El gen GFP fue insertado en el vector de
expresién pcDNA4c/HisMax (Invitrogen) para que la proteina sea expresada en
células eucaridticas bajo el promotor CMV (citomegalovirus). El gen GGF también
fue insertado en el mismo vector de expresion para la produccién de la proteina

recombinante (ver figura 5) (Dr. J. C. Martinez, datos no publicados).

L.

ATG 'BxHis XRIess ™ exne

Epitop

caognition
Site

pGGF/HisMax 7.6 Kb

pGFP/HisMax 6.1 Kb

Figura 5. Ilustracién de los plasmidos pGFP y pGGF. Ambos genes fueron insertados en un vector de expresion
pcDNA4c/HisMax para que las proteinas se expresen en las células HEK293 y PCI2. El gen GFP se estudiara en fa
célula HEK293 y el gen GGF, en las células HEK293 y PC12 respectivamente. Leyenda: Pecmv (promotor cmv), T7
(sitio del promotor/cebador T7), SP163 (potenciador traduccional), ATG (codén de iniciacion), 6xHis (etiqueta de
polihistidina), Xpress™ Epitope (epitope expreso), EK Recognition site (sitio de reconocimiento de enteroquinasa),
GFP/GGF (proteina fluorescente verde/factor de crecimiento glial), BGH (sitio del cebador opuesto), BGH pA
(secuencia de poliadelinizacion), f1 ori (origen de replicacién f1), SV 40 ori (origen y promotor SV 40), EM-7
(promotor EM-7), Zeocin™ (gen que confiere resistencia al antibiotico Zeocina), SV 40 pA (secuencia de
poliadelinizacién), pUC ori (origen de pUC) y Ampicilin (gen que confiere resistencia a la ampicilina) (Manual del
vector pcDNA4/HisMax A B, and C., Cat. No. V864-20, Invitrogen).

WL.4.3 Microscopio Invertido de Fluorescencia.

Una vez finalizada el proceso de transfecci6n, se procederd a observar las
células en el microscopio invertido de fluorescencia, donde se observaré las células
HEK 293 transfectadas con la proteina verde fluorescente (GFP), mediante la
excitacién de las células con laser de mercurio y la utilizacién de un filtro de
fluorescencia morado (excitacién a 395 nm, emisi6n a 470 nm). Las células

transfectadas con el gen GFP presentarian un color verde en todo el citoplasma.
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I11.4.4 Electroforesis en geles de SDS-PAGE.

Es una técnica utilizada para separar proteinas a través de una matriz s6lida
(poliacrilamida) de acuerdo a su tamafio, mediante la aplicacién de un campo
eléctrico (Reina, 2003a). A través de este método se va a comprobar si la
Neurregulina recombinante GGF se encuentra presente en estds células. Para
realizar este método se utiliza un gel de concentracién (stacking) al 6% de
poliacrilamida, que asegura la migracion de todas las proteinas con el frente de
migracion. La separacion realmente comienza a partir del momento en que el frente
de migraci6n alcanza la frontera de un segundo gel llamado gel de corrida al 10-
12% de poliacrilamida, que es el que realmente separa las proteinas, ambos
contienen el detergente lauril sulfato de sodio (SDS) (Reina, 2003a). Las muestras
proteicas son disueltas en buffer de carga para una concentracion final de 30mM
Tris/HCI pH 6,8, 0,5% SDS, 2,5% glicerol, 0,003% Azul de Bromofenol y 1% 2-
mercaptoetanol. Las proteinas se separan aplicando 100-120 voltios por un par de
horas aproximadamente. Una vez culminada la electroforesis de las proteinas, se
procede a teflir un gel con Azul de Coomassie al 0,5% disuelto en metanol-acético y
se decolora con una solucién de isopropanol-acético o metanol-acético. También se
utiliz6 la Tincion de Plata, la cual consiste en remojar el gel en la solucién A (Acido
Acético Glacial 10 % (v/v), Etanol 30 % (v/v)) durante toda la noche, luego se
coloca el gel en solucién B (Etanol 30 % (v/v)) tres veces por intervalos de 20
minutos cada uno, se enjuaga con agua destilada dos veces durante 15 minutos, se
procede a colocarlo en solucién C (Ditionito de Na®, 25 mg/dl) por un minuto
exactamente, se enjuaga el gel dos veces por un minuto cada uno, luego se coloca el
gel en la solucién D (AgNOs 0.2 % (m/v), Formaldehido 1mM) por 30 minutos 6 1

hora (este soluci6n se prepara en oscuridad y se mantiene en oscuridad), se enjuaga
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el gel en H,O destilada por un minuto, se procede a colocar el gel en la solucién E
(Na;CO; 4 % (m/v), Formaldehido 5 mM, Tiosulfato de Na* 20 pM) para
desarrollar el color (en oscuridad). Una vez que los geles se tifien, se adiciona 2 ml
de Acido Acético Glacial directamente sobre el gel para detener la reaccion y se deja
en agitacion constantemente durante 10 minutos. Se detiene la reaccion anterior y se
sustituye la solucion por una solucién nueva de Acido Acético Glacial al 10 % (v/v)
(50 ml) para fijar la coloracién. El otro Gel se utilizard para el proceso de

Inmunotransferencia (Western Blot).

I11.4.5 Inmunotransferencia (Western Blot).

Consiste en la transferencia de las proteinas separadas en el gel de SDS-
PAGE a una membrana de nitrocelulosa mediante la aplicacién de un campo
eléctrico perpendicular al gel (Reina, 2003b). Para que ocurra est4 transferencia se
debe equilibrar el gel en el buffer de transferencia por 30 min (25mM Tris, 192mM
Glicina, 20% (v/v) Metanol, pH 8,3). Una vez transcurrido este tiempo, se coloca en
la cémara de transferencia y se aplica 100 voltios por 1 hora a 4°C. Luego se tifie la
membrana con Ponceau S al 1% en Acido Acético por 5 minutos, se le retira le
tincién con H,O destilada y se observan las bandas protéicas.

Para la immunodeteccién de las proteinas recombinantes se bloquea la
membrana en buffer TBS (20mM Tris/HCI pH 7.6, 137mM NaCl) — Tween 20 al
0,05% (TBST) + leche descremada al 5 %. El blogueo se hace durante la noche a
4°C con agitacién. Una vez transcurrido este tiempo se le van a ir colocando los
anticuerpos diluidos en buffer TBST + Leche descremada al 5 %, con incubaciones
de 1 hora a 4°C. Los excesos de anticuerpos se remueven con TBST, lavando la

membrana 3 veces por 10 minutos cada uno. Luego se hace el revelado por
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quimioluminiscencia, incubando la membrana con 1ml de Luminol (Amersham) a
temperatura ambiente y luego exponiendo la membrana con una pelicula de
autoradiografia (Kodak). Todo este proceso se realiza para determinar la presencia
de la neurregulina GGF recombinante en las células HEK 293 transfectadas
También se va a estudiar el medio donde se crecieron las células transfectadas con
GGF (medio condicionado) porque esta isoforma de neurregulina puede ser

secretada al medio por clivaje de la regién extracelular (Falls, 2003).

111.4.6 Estudio del efecto neurotréfico de GGF sobre células PC12

Para estudiar si la proteina recombinante GGF ejerce algin efecto
neurotréfico sobre las células PC12, el medio condicionado de las células HEK293
transfectadas con el gen GGF ser4 colocado a las células PC12, previa esterilizacion
por filtracién a través de una membrana de 0,22um. El efecto se estudiard mediante
la inspeccion de las células PC12 con el microscopio invertido, ya que de poseer
efecto neurotrofico, las células PC12 cambiarian su morfologia de una célula
pequefia redondeada de aproximadamente 110-125um?® de 4rea, a células grandes
con un drea de aproximadamente 200-240um’ y prolongaciones celulares

denominadas neuritas (Martinez et al., 2004).
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CAPITULO IV

RESULTADOS

IV.1. Estandarizacion de las condiciones de transfeccion.

Las condiciones de transfecci6n se estandarizaron mediante una serie de ensayos
por triplicado para determinar la concentracién de ADN adecuado, la cantidad de
Lipofectamine, el nimero de células por pozo y el tiempo de incubacién con el
complejo ADN/Lipofectamine, y asi obtener la mejor eficiencia de transfeccion posible.
Se utilizé el gen GFP (Clontech) como gen reportero para la estandarizacion de la
técnica y como control positivo durante las transfecciones con GGF, y las células
eucaridticas HEK 293.

Para estandarizar la cantidad de ADN adecuado se realizaron las transfecciones a
distintas concentraciones del gen GFP, colocando 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 pg de ADN por
pozo, utilizando 2.4 pl de Lipofectamine por concentracién. Los resultados se muestran

en la figura 6.
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Figura 6. Transfeccion de células HEK293 con el gen GFP a distintas concentraciones de
ADN plasmidico. Se tomaron placas de 24 pozos. Cada pozo se traté con colageno (0.5 %).
Se le agregd 0,5 ml/pozo de DMEM-F12 + 10% SFB + 1% Glutamax, y en cada pozo se
coloco 1x10° células HEK293/pozo. Después de 24 horas, se incubaron con las mezclas
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GFP/Lipofectamine (durante 6 horas a 37° C en la incubadora de CO,). Una vez
transcurrida las 6 h, se removié el medio de transfeccién y se colocé 0,5 mi/pozo de
DMEM-F12 con suero, luego se incubé durante 48 horas a 37° C, para que la proteina
recombinante se exprese. Transcurrido el tiempo, se procedi6 a observar las células en el
microscopio invertido de fluorescencia, donde se utilizé un filtro de fluorescencia morado
de excitacién a 395 nm y emisién a 470 nm. Se tomaron las fotos correspondientes y se
contaron las células con y sin fluorescencia que tenia cada pozo. Se calculé el porcentaje de
Células transfectadas que se muestra en el figura 6, observandose que la mayor eficiencia se
obtuvo con la concentracién de 1.4 pug de GFP. Los resultados representan la media de 3
experimentos + SEM (todos los puntos hechos por duplicado cada vez)

En esta figura se puede observar que la mayor eficiencia se obtuvo con la
concentracion de 1.4 pg del gen GFP, obteniéndose que la diferencia entre las
concentraciones de 1.2 y 1.4 pg es significativa (p<0.01) segiin el andlisis estadistico
ANOVA de una via (ensayo no paramétrico) y el método de Bonferroni aplicado
posteriormente.

Para determinar el tiempo Gptimo de incubacién, se transfecté con 1.2 y 1.4 ng
de ADN por 6, 8, 10 y 12 horas de incubacion y los resultados se muestra en las figuras
7y8.
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Figura 7. Transfeccién de células HEK293 con la proteina GFP a una concentracién de 1,2
g de ADN durante 6, 8, 10 y 12 horas. Las placas se trataron como esté descrito en la
figuro 6. Se incubé por 6, 8, 10 y 12 horas a 37° C en la incubadora de CO; con la mezcla
de GFP/Lipofectamine, a una concentracién de 1.2 pg de ADN (por duplicado). Una vez
transcurrida la incubacién, se removié el medio de transfeccién y se coloco 0,5 ml/pozo de
DMEM-F12 con suero, luego se incubaron durante 48 horas a 37° C para que la proteina
recombinante se exprese. Se calcul6 el porcentaje de células transfectadas, que se muestra
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en la figura 6, observandose que la mayor eficiencia se obtuvo a las 10 horas, aunque las
diferencias de 10 h con 8 h y 12 h no sean significativas (p>0.05).

En la figura 7, vemos una mayor expresion a las 10 horas de incubacién siendo

este resultado no significativo en comparacion con los demds resultados (p>0.05).
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Figura 8. Transfeccion de células HEK293 con la proteina GFP a una concentracion de 1,4
pg de ADN durante 6, 8, 10 y 12 horas. Las placas se trataron como est4 descrito en la
figuro 6. Se incuba por 6, 8, 10 y 12 horas a 37° C en la incubadora de CO, con la mezcla
de GFP/Lipofectamine, a una concentracion de 1.4 pg de ADN (por duplicado). Una vez
transcurrida la incubacion, se removié el medio de transfeccion y se colocé 0,5 ml/pozo de
DMEM-F12 con suero, luego se incubaron durante 48 horas a 37° C para que la proteina
recombinante se exprese. Se calcul6 el porcentaje de células transfectadas, que se muestra
en la figura 8, observindose que la mayor eficiencia se obtuvo a las 10 horas, aunque las
diferencias con 8 y 12 horas no son significativas (p>0.05).

En la figura 8, de nuevo vemos una mayor expresion a las 10 horas de
incubacién, aunque las diferencias no fueron significativas (p>0.05) segin el anlisis
estadistico.

Al comparar estas dos concentraciones (1.2 y 1.4 pg de GFP), se decidi6 tomar
la que arroj6 un mejor resultado, la cual fue de 1.4 pg ADN y 2.8 ul de Lipofectamine
con una incubacién por 10 horas.

Una vez estandarizado el tiempo y la concentracién de ADN plasmidico, se

procedi6 a determinar la cantidad 6ptima de células por pozo y asi obtener la mayor
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eficiencia de transfeccion posible. Se utilizaron 80, 90, 100 y 110x10’ células por pozo

y los resultados se pueden observar en la figura 9.
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Figura 9. Transfeccién de células HEK293 con la proteina GFP para determinar la
concentracién de células/pozo adecuada. Las transfecciones se hicieron como esta descrito
en la figura 8, sembrando 8x10%, 9x10", 1x10° y 11x10° células HEK293/pozo. Se observé
que la mayor eficiencia se obtuvo con una cantidad de 8x10* células HEK293/pozo. Se
puede destacar que las diferencias entre los distintos valores obtenidos no son significativos
(p>0.05).

En la figura 9 se puede obsevar que los pozos que tenian 8x10° células
presentaron una eficiencia de transfeccion ligeramente superior. El analisis estadistico
de esta figura nos muestra que este resultado no fue significativo (»>0.05). En base a los
resultados anteriores, se tomaron como condiciones Optimas de transfeccion: 8x10*
células/pozo, 1.4 pg ADN, 2.8 ul Lipofectamine e incubacién de 10 horas con la
mezcla de transfeccién. Utilizando estas condiciones se obtiene aproximadamente entre
un 25 y un 30% de eficiencia de transfeccién, obteniéndose una poblacién de células

verdes fluorescente ficilmente identificables por microscopia de fluorescencia (ver

figura 10).

24




i
v o

2N

Figura 10: Células HEK-293 nativas (A) o transfectadas con el gen GFP (B).

En la figura A se puede observar las células HEK-293 (control). En la figura B vemos una fotografia de
las células HEK-293 expresando la proteina GFP después de 48 horas de incubacion a 37 °C + 5% CO..
Las fotos fueron tomadas con el microscopio invertido de fluorescencia con un aumento de 100x, con una

excitacién a 395nm y una emisi6n a 470nm. Las transfecciones se hicieron como esta descrito en la figura
.

IV.2. Obtencion de la proteina GGF recombinante.

Una vez estandarizados las concentraciones Optimas, se procedi6 a realizar los
calculos correspondientes para saber las cantidades de ADN y de células que se iba a
colocar en un frasco de cultivo con un 4rea de 75 cm” (para expresar suficiente proteina
GGF recombinante y poder realizar los ensayos subsiguientes). Un pozo de una placa de
24 pozos tiene un 4rea de 2 cm’, por lo tanto, para un érea de 75 cm’ se requiere
aumentar las concentraciones 37,5 veces mas. Esto implica que para un frasco de T75 se
requiere 3x10° células HEK 293, 52.5 pg ADN y 105 ul Lipofectamine. Se procedi6 a
realizar una transfeccion con estas condiciones y el plasmido pGGF/HisMax que
contiene el gen GGF, para luego incubarlas por 48 horas a 37°C y recolectar el medio y
las células. Los medios se congelaron a -70 °C, se liofiolizaron y se dializaron. Luego
se procedié a realizar el Bradford, el cual es una técnica que se utiliza para medir las
concentraciones de las de proteinas (Bradford, 1976). Las muestras fueron las
siguientes: MCGGF (medio condicionado de HEK con la proteina GGF), MCHEK

(medio condicionado por HEK sin transfectar), lisados de células HEK 293
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transfectadas con GGF y lisado de células HEK 293 (no transfectadas). Los resultados

estan descritos en la tabla I:

Tabla I. Cuantificacién de proteinas del medio condicionado por células HEK-293

(MCHEK) y por células transfectadas con la proteina GGF (MCGGF).

Tipo de Muestra Absorbancia (595nm) Concentracion de
Proteinas en cada
Mouestras (ug/ ul)
MCGGF 0,12 0,598
MCHEK 0,23 0,431
Lisado de Cél. HEK293 0,45 0,446
(transfectadas con GGF)
Lisado de Cél. HEK 293 0,83 0,1
(no transfectadas)

Tabla 1. Para llegar a estos resultados se removieron los medios condicionados (MCGGF y
MCHEK) y los lisados de las células (HEK293 transfectadas con GGF y HEK293 no
transfectadas). Se congelaron a -70 °C, luego se liofiolizaron por 1 dia y se dializaron por 3
dias para eliminar todas las sales. Esta diélisis se realizé con buffer PBS, cambiéndolo cada
dia. Luego se realizd el Bradford, donde se utilizé 100 pl de solucién BSA y se diluy6 en
dH,0, para obtener concentraciones de 32, 16, 8, 4 y 2 ug/ul, colocando 160 pl/pozo (por
duplicado) tanto del patrén como de las muestras. A los pozos se le colocaron 40 pl de
reactivo de Bradford (Biorad) y fueron leidas a 595nm.

Luego se procedi6 a separar las proteinas presentes en los medios condicionados
y los lisados celulares mediante la electroforesis en geles de SDS-PAGE. Los geles se
tifieron con Azul de Coomassie o con tincién de Plata, observandose claramente la
proteina GGF, tanto en el medio condicionado y las células que fueron transfectadas con

dicha proteina, resultados que se pueden observar en la figuras 11y 12.
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Fig.11: Gel tefiido con Azul de Coomassic

En la figura 11, se observa un gel tefiido con Azul de Coomassie, donde se puede apreciar la banda de
proteina GGF, en la fraccion MCGGF (bolsillo 3). En el bolsillo 1 se aprecia el patrén de proteinas
estdndar (BenchMark, Invitrogen), en el bolsillo 2 el MCHEK, en el bolsillo 4 el lisado de células HEK-
293 no transfectadas y por Gltimo, en el bolsillo 5, el lisado de células HEK-293 transfectadas con GGF.
La cantidad de muestras corridas fue: bolsillo 2: 4 pg, bolsillo 3: 5 pg, bolsillo 4: 7 pg y en el bolsillo 5:
1pug. Luego el gel fue tefiido con Azul de Coomassie al 0.5 % en 25 % isopropanol/ 10 % Acético por 2
horas y destefiido con la solucién decolorante (10% Acético/10% Metanol) durante la noche. KDa
(kilodalton), Std. (estdndar), MCHEK (medio condicionado por HEK sin transfectar), MCGGF (medio
condicionado con la proteina GGF), HEK293 (lisado de células embrionarias de rifion humano) y
HEK293 + GGF (lisado de células embrionarias de rifion humano con la proteina GGF).

27




: 3: MCGGF
KDa 1: Std. £ 4: HEK293 5: HEK293 + GGF

160
120

100 ‘

5% l

g Proteina GGF
60 (69 KDa)

30

25

20

Fig.12: Gel tefiido con Plata
En la figura 12, se observa el gel tefiido con Plata, donde podemos apreciar la banda de proteina GGF, en
la fraccion MCGGF (bolsillo 3). En el bolsillo 1 se aprecia el patrén de proteinas estandar (BenchMark,
Invitrogen), en el bolsillo 2 el MCHEK, en el bolsillo 4 el lisado de células HEK-293 no transfectadas y
por Gltimo, en el bolsillo 5, el lisado de células HEK-293 transfectadas con GGF. La cantidad de proteina
corrida por canal fue igual a la usada en la figura 11. Luego el gel fue tefiido con Plata como esté descrito
en Materiales y Métodos. El glosario de las siglas se encuentra expresado en la figura 11.

Posteriormente, se procedié a comprobar mediante Inmunotransferencia, si ia
proteina de 69 KDa identificada en los geles correspondia a la proteina GGF
recombinante. La inmunotransferencia con el anticuerpo anti-panNRG-1 (anticuerpo
que reconoce region EGF-like comin a todas las neurregulinas) corroboré que la
proteina de 69 KDa corresponde a la neurregulina GGF recombinante expresada por las
células HEK-293 transfectadas (ver figura 13).
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Fig. 13: Fotografia de la Inmunotransferencia

En la figura 13 se observa una fotografia de la Inmunotransferencia donde podemos apreciar la banda de
proteina GGF en la fraccion MCGGF (bolsillo 2), reconocida por el anticuerpo anti-panNRG-1. lo cual
corrobord que la proteina de 69 KDa corresponde a la neurregulina GGF recombinante. En el bolsillo 1 se
aprecia el patron de proteinas estindar (BenchMark, Invitrogen), en el bolsillo 3 el MCHEK, en el
bolsillo 4 el lisado de células HEK-293 transfectadas con GGF y por tltimo, en el bolsillo 5, el lisado de
células HEK-293 no transfectadas. Luego de la electroforesis, el gel fue utilizado para realizar la técnica
de la Inmunotransferencia como estd descrito en Materiales y Métodos. El glosario de las siglas se
encuentra expresado en la figura 11.

iV.3. Medicion del efecto neurotrdfico de GGF sobre las células PC12.

Por dltimo, se procedié a realizar un ensayo para estudiar si la proteina
recombinante GGF ejerce algin efecto neurotréfico sobre las células PC12, para lo cual
se utiliz6 el medio condicionado de las células HEK 293 transfectadas con el gen GGF.
Se sembraron 2.5x10° células PC12/pozo en placas de 48 pozos y se incubaron por 12 y
24 horas con los siguientes medios: DMEM (sin suero), DMEM-USO (con suero),
MCNerv. (medio condicionado por nervios cidticos de rata; control positivo) y MCGGF
(sin diluir). Los resultados de este ensayo se expresan en las figuras 14 y 16

respectivamente.
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Figura 14. Estudio del efecto neurotréfico de GGF sobre las células PC12 después de 12 horas de
incubacion. Se tomaron placas de 48 pozos. Cada pozo se trato con coldgeno al 0,5%. Se le agrego 0,5
ml/pozo de DMEM-USO y en cada pozo se sembré 25x10° células PC12/pozo. Al dia siguiente se le
agrega DMEM (sin suero) (1), DMEM-USO (2), MCNerv.(control positivo) (3) y MCGGF (4); y se
incuban por 12 horas a 37° C en la incubadora de CO,. Una vez transcurrida las 12 horas, se procedi6 a
observar las células en el microscopio invertido, se tomaron las fotos correspondiente y se contaron las
células diferenciadas y no diferencias, asi como también se midieron las neuritas de aquellas células que
las desarrollaron. Se calcul6 el porcentaje de células diferenciadas, observindose que hubo un mayor
efecto neurotréfico en las células que contenian MCGGF y MCNerv. Los resultados representan la media
+ SEM de 2 experimentos.

En esta figura podemos observar como las células PC12 que se incubaron por i2
horas en medio condicionado con GGF (MCGGF) presentaban una mayor
diferenciacién en comparacién con las demas células PC12 que se incubaron con otros
medios, aunque la diferencia con el MCNerv., el cual es el control positivo, no es
significativo (p>0.05). La diferencia con los controles negativos (medios DMEM y
DMEM-USO) si fueron significativos (p<0.05). Esta diferenciacion celular se puede
apreciar en la figura 15 (B), donde se puede apreciar que las células aumentaron de

tamafio y cambiaron su forma esférica a formas romboides.
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Figura 15: Células PC12 cultivadas en DMEM sin suero (control) (A) o con MCGGF (B), después de iz
horas de incubacién.

En la figura A se puede observar las células PC12 en medio DMEM sin suero (control). En la figura B

vemos a las células PC12 en medio condicionado MCGGF después de 12 horas de incubacién a 37 °C +

5% CO,. Se puede apreciar el cambio de células redondeadas a células planas agrandadas. Estas fotos

fueron tomadas con el microscopio invertido, con un aumento de 100x. Las células fueron tratadas con

MCGGF como est4 descrito en Materiales y Métodos.

También, se procedio a estudiar el efecto neurotréfico del GGF sobre las células

PC12 después de 24 horas de incubacién con los diferentes medios. (ver figuras 16 y
17)
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Figura 16. Estudio del efecto neurotréfico de GGF sobre las células PC12 después de 24 horas de
incubaci6n. Se calculé el porcentaje de células diferenciadas, observindose que hubo un mayor efecto

neurotrofico en las células que contenian MCGGF. Los resultados representan la media + SEM de 2
experimentos. Las células se trataron como esta descrito en la figura 14.
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En la grafica 16 podemos observar como las células PC12 que se incubaron por
24 horas con MCGGF presentaron una mayor diferenciacién al compararse con las
demds células PC12 que se incubaron con otros medios. Se puede destacar al comparar

los porcentajes de diferenciacion obtenidos con MCGGF y con los otros medios fueron

significativos (p<0.001), exceptuando el control positivo MCNerv. (p>0.05).

Figura 17: Células PC12 cultivadas en DMEM sin suero (control) (A) o con MCGGF (B), después de 24
horas de incubaci6n.

En la figura A se puede observar las células PC12 en Medio Condicionado DMEM sin suero (control). En

la figura B vemos a las células PC12 en medio condicionado MCGGF., después 24 horas de incubaci6n,

observandose la diferenciacion y el crecimiento de neuritas. Estas fotos fueron tomadas con el

Microscopio Invertido, con un aumento de 100x.

Al comparar el porcentaje de diferenciacion entre las células cultivadas por 12y
24 horas con MCGGF, se observa como se duplica el porcentaje de diferenciacion,
indicando asi que existe un mayor efecto neurotréfico sobre las células PC12. En
cambio el control positivo, permanece relativamente igual al aumentar el tiempo de
incubacién. Probablemente se debe a que el medio condicionado MCNerv perdi6 su

actividad al transcurrir 24 horas de incubacién.

32




CAPITULOV

DISCUSION

En este proyecto se estudi6 la expresion de la neurregulina GGF recombinante
en las células HEK 293 y el efecto neurotrofico sobre las células PC12. Las células
HEK 293 son células embrionarias humanas de rifion (HEK), inmortalizadas por la
transformacion de las células con el genoma esquilado del adenovirus 5, es una de las
lineas celulares més usadas debido a su alta eficacia de transfeccién (Shaw, 2000).

Para llevar acabo este proyecto, se realiz6 una serie de ensayos para estandarizar
las condiciones de transfeccién, para lo cual se utilizé el gen GFP (Green Fluorecent
Protein) (Clontech) como gen reportero y como control positivo posteriormente. A
través de estos ensayos se determiné la concentracion de ADN adecuado, la cantidad de
Lipofectamine, el niimero de células a sembrar por pozo y el tiempo de transfeccion.

Primero se estandariz6 la concentracién de ADN realizando transfecciones con
el gen reportero GFP en células HEK 293. En la figura 6, se observa que la mayor
eficiencia se obtuvo con la concentracion de 1.4 pg de ADN. El manual del reactivo
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) recomienda 0.8 ng de ADN/pozo en placas de 24
pozos y por ello se probaron tres concentraciones mayores manteniendo proporciones
de ADN/Lipofectamine entre 1:3,5/ 1:2,4 /122 / 1:1,7 respectivamente. En un estudio
realizado en células COS-7, que es un derivado de la linea celular de simio VC-1 de
c€lula del rifion, se estudi6 la interaccion de las vesiculas compuestas por DOTMA
(diolelosi-propil-trimetilamonium clorhidrico) y ADN plasmidico con las células, los
resultados demostraron que la transfeccion 6ptima es dependiente de la concentraci6n
del lipido, lo que determina la eficacia de la interaccién de las vesiculas con la
membrana de la célula blanco asi como su toxicidad. Un cociente bajo de lipido/DNA

evita que el complejo obre reciprocamente con la superficie de la célula, mientras que
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una concentracion de lipido relativamente alta, hace que el complejo llegue a ser toxico
(Van Der Woude, 1995). Por ello no se utilizé concentraciones mayores de 1.4 ne,
debido a que estas son toxicas para las células, ocasionando muerte celular por la alta
concentracion de ADN/Lipofectamine. Se puede resaltar que el manual recomienda
variar la concentracién de ADN/lipofectamine con respecto a la densidad o la cantidad
de células sembradas por pozo, recomendacion que fue tomada en cuenta.

Michelle y colaboradores (2000) realizaron un estudio para el mejoramiento del
protocolo de transfeccion. Para llevar a cabo dicha investigacion, utilizaron los
siguientes pardmetros: tiempo de incubacién del lipido, tiempo de incubacién de la
mezcla de lipido/DNA, concentracién del lipido y del ADN, recipiente de la incubacién
y duracién de la transfeccion, utilizando para el analisis el gen reportero GFP, la cual
permiti6 la determinacion rapida y simultanea de la eficacia de la técnica de
transfeccién. El resultado del mejoramiento del protocolo de transfeccion permitié un
aumento en la eficacia de transfeccion de un 25% a un 40% en células BmS, y de un
24% aun 40% en células sf-21 (Michelle et al, 2000).

Posteriormente se determiné el tiempo 6ptimo de incubacién da la transfeccion a
las concentraciones de ADN de 1.2 y 1.4 pg, observandose en la figuras 7y 8 una
mayor eficiencia a las 10 horas de incubacién para ambas concentraciones. Al
compararlo con 12 horas de incubacién, vemos que la eficiencia disminuye, aunque la
diferencia entre uno y otro no es significativa, y que la cantidad de células HEK 293
con la proteina GFP es menor (datos no mostrados). Esta disminucién puede deberse a
muerte celular.

Con estos dos resultados, se procedi6 a determinar la cantidad Optima de células
por pozo para obtener la mayor eficiencia de transfeccion posible, los pozos que

contenian 8x10* células tuvieron una eficiencia de transfeccién ligeramente mejor que
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los demds. Mas células pueden hacer que la division celular se pare, solo se transfectan
células que se estén diviendiendo. Por lo tanto, se escogié una concentracién de 1.4 pg
de ADN, 2.8 pl Lipofectamine, 8x10* células y una incubacién de 10 horas como
condiciones 6ptimas de transfeccion. Estas condiciones permiten obtener entre un 25 y
30% de eficiencia de transfeccién.

Los calculos de porcentajes de células con GFP fueron realizados mediante el
contaje de células verdes fluorescentes a partir de fotos. Este método de contaje tiene
implicito muchos errores descritos a continuacion: a) no se toman fotos de todo el pozo
y la distribucién de células transfectadas nunca es homogénea; b) la intensidad de la
fluorescencia es variable debido a que la cantidad de plésmido que toman las células no
es igual (por ende, la cantidad de GFP expresado es variable), por lo que hay células
transfectadas con intensidades débiles que pueden no haber sido contadas; c) las fotos se
tomaron con bajo aumento para aumentar el nimero de células que aparecian en las
fotos, esto conlleva a que las células con poca fluorescencia se pierdan contra el fondo
verduzco de la foto (ver figura 10B). Todos estos problemas inherentes a la técnica
utilizada pueden dar origen a errores en los célculos de eficiencia de transfeccién. Para
disminuir o eliminar estos factores de errores se deberia utilizar un citofluorometro para
poder contar las células individualmente y ver si son fluorescentes o no, tal como fue
realizado por Michelle y colaboradores (2000).

Utilizando estas condiciones, se procedi6 a realizar una transfecciéon con el
plésmido pGGF/HisMax que contiene el gen GGF, recolectando el medio y las células
(ver resultados en las figuras 9 y 10). Mediante SDS-PAGE e Inmunotransferencia, se
pudo comprobar la presencia de la proteina GGF, siendo corroborado por el anticuerpo
anti-panNRG1, indicando asi que esta proteina corresponde a una neurregulina

recombinante con un peso molecular aproximado de 69 KDa.
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En estudios realizados en células de Schwann se purificé la proteina GGF,
obteniéndose un peso molécular de 60 KDa, llegando a la conclusion que dicha proteina
es un mitégeno para las células de Schwann (Brockes et al, 1981). En otro estudio
realizado en células de Schwann, se purificé maltiples formas de GGF (GGF-1, GGF-ll
Y GGF-III), donde se obtuvo pesos moleculares aproximados de 34 KDa para GGF-I,
59 KDa para GGF-II y 45 KDa para GGF-111 (Goodearl et al, 1993).

La inmunotransferencia muestra como el lisado de células HEK-293 (sin Ia
proteina GGF) expresa una proteina reconocida por el anticuerpo anti-panNRG1, esto
puede deberse a que estas células producen neurregulinas endégenas, por ende, se
observa una pequefia banda de proteinas con un peso molecular aproximado de 69 KDa.
También se observa en la inmunotransferencia como la banda de proteina de GGF es
mayor en el medio condicionado que en el lisado de las células HEK-293 transfectadas,
esto se debe a que la region extracelular de GGF es secretada al medio debido a un corte
que realiza una proteina metaloproteasa enddgena, justo por encima de la region
transmembrana de la proteina (Falls, 2003).

Por ultimo, se procedi6 a realizar un ensayo para estudiar si la proteina
recombinante GGF ejerce algin efecto neurotréfico sobre las células PC12, para lo cual
se utilizé el medio condicionado de las células HEK 293 transfectadas con el gen GGF
(MCGGF). Se sembraron 1.2x10* células PC12/pozo en placas de 48 pozos y se
incubaron con los siguientes medios: (1) DMEM (sin suero), (2) MCHEK, (3) MCNerv.
(Control positivo) y (4) MCGGF (sin diluir). Los resultados de este €nsayo se expresan
en las figuras 14 y 16 respectivamente.

En la figura 16, se puede observar como la proteina GGF ejercié un efecto
neurotréfico sobre las células PC12 (asi como también el MCNerv: medio condicionado

de nervio), observandose una mayor diferenciacion de las mismas al compararse con las




células control. Esta diferenciacién se observé especificamente en el cambio de
morfologia, el paso de células pequefias redondeadas de aproximadamente 1 10-125um?
de drea, a células grandes con un 4rea de aproximadamente 200-240pm>, asi como la
presencia de prolongaciones celulares denominadas neuritas (ver figuras 15 y 17). Al
comparar el porcentaje de diferenciacion de 12 y 24 horas, se observa como el valor a
las 12 horas de incubacion casi se duplica al transcurrir 24 horas de incubacién. Esto
indica que a mayor tiempo de incubacién mayor efecto neurotréfico ejercera el medio
MCGGF sobre las células PC12.

Se ha descrito que la Neurregulina GGF promueve la sobrevivencia y la
extension de neuritas de cultivo primarios de neuronas retinales de una manera dosis-
dependiente (Birmingham-McDonogh et al., 1996) y es capaz de inducir la reversién
fenotipica de células de Schwann (Zanassi et al., 2001) y oligodendrocitos (Canoll et al.,
1999) in vitro. Mas recientemente, se ha descrito que GGF, junto con otros factores
neurotréficos, es capaz de diferenciar células madres provenientes de tejidos adiposo en
células de Schwann (Kingham et al., 2007) y convertir condrocitos obtenidos de
claviculas de adultos en células similares a las de cresta neural que pueden dar origen a
neuronas, células gliales y células de musculatura lisa (Li y Zhou, 2008).

Un estudio realizado por Minghetti y colaboradores (1996), demuestra que
dichas proteinas (GGF I, II y III) no ejercen ningiin efecto sobre las células PC12 bajo
distintos condiciones de cultivo, es decir, no inducen la proliferacién ni cambios
morfolégicos (Minghetti et al, 1996).

Asi como la neurregulina GGF ejerci6 una diferenciacién en las células PC12, ol
MCNerv también la ejerci6. Un estudio realizado en células PC12, tratadas con medio

condicionado de nervio cidtico, produjo una diferenciacion de las células PCi2,
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observiandose un aumento en el tamafio del cuerpo de la célula y extension de neuritas
cortas y/o largas en la mayoria de las células (Villegas et al, 2005).
Este trabajo constituye la primera observacion descrita del efecto neurotrofico de

GGF sobre células PC12, no hay trabajos previos reportados al respecto.
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1.

CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Se realizaron una serie de transfecciones para estandarizar las condiciones
6ptimas de transfeccién con la Proteina Verde Fluorescente (GFP) para producir
la neurregulina GGF recombinate en las células HEK 293, obteniéndose
aproximadamente un 30% de eficiencia de transfeccion utilizando las siguientes
condiciones: 8x10" células/pozo, 1.4 pg ADN, 2.8 pl Lipofectamine e
incubacion de 10 horas con la mezcla de transfeccion.

Se transfecté células 293 con el gen de GGF, y se determiné la presencia de la
proteina recombinante a través de la técnica de electroforesis en geles de
poliacrilamida e inmunotransferencia. Se comprobé que la banda que se
visualiza en las figuras 11, 12 y 13, con un peso aproximado de 69 KDa,
corresponde a la proteina GGF recombinante, presentes en medios
condicionados por células transfectadas.

Se pudo comprobar a través de este proyecto como la proteina GGF recombinate
gjercié un efecto neurotrofico sobre las células PC12 (ver figuras 14 y 16),
observandose una diferenciacién, es decir, cambios morfologicos de células
pequefias redondeada de aproximadamente 110-125um® de 4rea, a células
grandes con un area de aproximadamente 200-240um?, y prolongaciones
celulares denominadas neuritas.

A medida que transcurren las horas de incubacién (de 12 y 24 horas) va

aumentando la diferenciacion celular.
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