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RESUMEN 

Durante el desarrollo de los organismos multicelulares se llevan a cabo una serie de eventos 

morfogenéticos cuyo objetivo principal es el de establecer patrones de desarrollo para dar 

origen a tejidos y dérganos bien definidos. Durante este proceso se definen zonas 

organizadoras que secretan moléculas, mejor conocidas como morfégenos, cuya funcién 

principal es controlar la proliferacién, la diferenciacién, la muerte y el arresto de 

diferentes tipos celulares. Las proteinas que pertenecen a la familia de Hedgehog (Hh) son 

moléculas que estén involucradas en dichos procesos. En vertebrados se conocen varios 

miembros; de éstos, Sonic Hedgehog (Shh) es el mds estudiado y el unico involucrado en el 

desarrollo embrionario del Sistema Nervioso Central. Shh al actuar sobre su célula blanco 

por medio de Ja unién a su receptor ptc, induce ja expresién de factores transcripcionales 

de la familia de los Gli asi como de Ptc y Shh mismo. En el Sistema Nervioso Shh establece 

distintos fenotipos ventrales dependiendo de la regidn a to largo del eje antero-posterior 

en combinacién con sefiales intrinsecas de la zona y, adicionalmente a su rol diferenciativo, 

estudios recientes han implicado a Shh en proliferacidn. En el laboratorio se ha establecido 

un protocolo experimental que permite la expansién de precursores neurales multipotentes 

in vitro en donde se podria caracterizar el efecto de Shh sobre su célula blanco, 

aprovechando que es un sistema enriquecido en células precursoras, y mds homogéneo que 

un tejido completo. Nosotros encantramos que las células precursoras neurales 

provenientes del mesencéfalo ventral que responden a EGF, poseen las moléculas necesarias 

para la recepcion y la transduccidn de la sefial: Pte y Smo, y que al ser estimulados por Shh 

inducen, de manera transitoria, la expresién de sus moléculas blanco Ptc, Glil y Shh 

congruentemente a fo que se ha descrito para otros sistemas. Ademds, estos precursores 

son capaces de diferenciar al fenotipo temprano de células de la placa del piso, a juzgar por 

la expresién del marcador Hnf38, gracias a la estimulacién por Shh en combinacidn con 

otros factores de crecimiento como EGF y bFGF. Un andlisis comparativo de la expresién 

de estos mismos marcadores en el mesencéfalo ventral ‘in vivo’ con los datos observados 

‘in vitro’ , valida nuestro sistema como modelo de estudio para analizar los efectos de Shh 

sobre las células precursoras neurales. Paralelamente, y de manera independiente a la 

regulacién de Pte por Shh, encontramos una regulacidn positiva de Ptc por EGF no descrita 

hasta ahora en otros sistemas.
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INTRODUCCION 

Durante el desarrollo de los organismos pluricelulares se llevan a cabo una 

serie de eventos morfogenéticos (cambios en la forma del embridn en desarrollo) 

que dardn lugar a la formacién de organos y tejidos bien definidos. Durante este 

proceso se establecen zonas organizadoras que secretan moléculas con la 

capacidad de difundir en el medio extracelular a manera de gradiente y generar 

diferentes respuestas celulares dependiendo de su concentracién; dichas 

propiedades las definen como morfégenos. Estas moléculas regulan la proliferacidn, 

la diferenciacién y la muerte de los diferentes tipos celulares durante el 

crecimiento del organismo. 

Las primeras zonas organizadoras que se forman durante la embriogénesis, 

como en el caso de la gastrulacién, tienen una importancia crucial para la formacién 

correcta del embridn, ya que participan en el establecimiento de los ejes antero- 

posterior (A-P) y dorso-ventral (D-V) que regirdn su polaridad, y dictan los lugares 

en donde se formardn fas distintas estructuras que conforman el cuerpo del 

organismo adulto como las extremidades y la cabeza entre otros. 

Establecimiento de los ejes corporales durante el desarrollo del Sistema Nervioso. 

Una de las primeras regiones organizadoras que aparecen en el embrion es 

conocida como nodo (en ef ratén), organizador de Spemann (en anfibios) y nodo de 

Hensen (en pollo) y estd formado por futuro tejido mesodérmico dorsal (Kintner 

and Dodd, 1991). Esta estructura posee una funcién reguladora global capaz de 

inducir la formacidn de ejes completos. Si es transplantado a otro embrién en el 

estadio adecuado y en una regién ventral diferente a la que normalmente se 

encuentra, es capaz de organizar y coordinar la formacién de ambos patrones 

corporales, el A-P y el D-V (Kintner and Dodd, 1991, Slack, et al, 1992), 

Posteriormente a que se define la posicién de esta reqidn orqanizadora en el 

 



embrién temprano, se establece el patrén A-P y se genera el neuroepitelio que 

originard el Sistema Nervioso (SN). Durante la gastrulacién, el ectodermo 

presente a lo largo de la linea media dorsal del embrién va adquiriendo la identidad 

de la placa neural que se refleja en patrones especificos en el estadio de néurula, 

que van acompariados por el establecimiento de los ejes que regirdn el desarrollo 

futuro del tejido neural (Doniach, et al, 1992; Ruiz i Altaba, 1992; Slack, and 

Tannahill, 1992). El primer patrén controla la diferenciacién a lo largo del eje 

antero-posterior sustentado en la expresion diferencial de los genes BF1, Otx2, 

EN-1 y Hox, que son los que participan en la adquisicién de la identidad posicional 

de las células en este eje (revisado por Tanabe and Jessell, 1996). El segundo 

controla el desarrollo de la placa neural a lo largo del eje medio-lateral, que mas 

tarde sera el eje dorso-ventral det tubo neural (revisado por Graham, 1997). En la 

placa neural se formardn distintos tipos celulares que eventualmente producirdn 

diferentes neuronas y células gliales ocupando posiciones ventro-dorsales (V-D) 

dnicas. La generacidn del tejido neural a partir del ectodermo se identificé gracias 

a los transplantes del organizador en Xenopus en donde se observd que en el sitio 

del transplante se desarrolla tejido nervioso a partir del ectodermo que 

normalmente habria formado epidermis. (Kintner and Dodd., 1991). Las moléculas 

responsables de la induccién neural no se han identificado claramente, aunque 

actualmente ya existen algunos candidatos fuertes como Noggin (Lamb, 1993) y 

Cordina (Sasai et al, 1995) que se expresan en el organizador y tienen actividad 

como inductores neurales. Sin embargo, contrariamente a lo que se pens6 

originalmente, las moléculas inductoras no acttan directamente sobre las células 

que formardn el tejido neural sino mds bien interactdan con moléculas que 

normalmente inhiben a las células para formar tejido neural. Uno de estos 

factores inhibidores de la placa neural es el factor de crecimiento BMP-4 

(proteina de morfogénesis de los huesos-4) (Wilson and Kemmati-Brivanlou, 1995). 

Por lo tanto si la sefial de BMP-4 es inhibida por alguna de las moléculas candidatas 

como Cordina, se desarrolla tejido nervioso (Sasai, et al, 1995). 

 



  

Para explicar la regionalizacién A-P del ectodermo neural existen 

actualmente dos modelos (Doniach 1992; Ruiz i Altaba, 1992; revisado por Slack 

and Tannahill, 1992). El primero propone que existen diferentes inductores 

mesodérmicos que se encuentran localizados en diferentes posiciones a lo largo del 

eje antero-posterior. Este tejido mesodérmico se encuentra justo por debajo de la 

placa neural formando una estructura conocida como notocorda. En el otro modelo 

se proponen sélo dos sefiales que participan en el establecimiento del patrén A-P 

neural, y se postula que las diferencias a lo largo de dicho eje se debena cambios 

en la cantidad més que en la identidad de la sefia! inductora (Nieuwkoop’ s, 1952a, 

1952b). La primera sefal es producida por el mesodermo anterior y la notocorda e 

induce al ectodermo a volverse tejido neural anterior. Cordina, Noggin y Activina 

son moléculas seeretables que constituyen buenos candidatos para representar 

esta sefial. Cuando se aplican ectdépicamente dorsalizan el mesodermo ventral e 

inducen tejido neural anterior al activar la expresién de los genes Otx2, XiPou2 y 

EN-2 que se expresan diferencialmente en las regiones anterior y media del SNC 

(revisado por Kelly and Melton, 1995). La segunda sefial transforma parte de este 

tejido para que adquiera identidad mds posterior y se postula que ésta podria 

estar presente en forma de gradiente en el mesodermo, con la mayor 

concentracién en el extremo posterior. El factor de crecimiento de fibroblastos 

(FGF) (Kengaku and Okamoto, 1995; Lamb and Harland, 1995), las proteinas Wnt 

(McGrew et al., 1995) y el acido retindico (Ruiz i Altaba and Jessell, 1991; Sive et 

al., 1990) son buenos candidatos como-sefiales posteriorizantes. Existen evidencias 

experimentales que postulan a estos factores como los responsables de inducir la 

expresién diferencial de genes que le dan la identidad posterior a las células del 

neuroepitelio como Hox y Krox-20 (Lamb and Harland, 1995; Ruiz i Altaba and 

Jessell, 1991). 

El patrén inicial a lo largo del eje medio-lateral (M-L) en el ectodermo 

dorsal, como también pasa con el eje A-P, ocurre en los estadios en los que no se ha 

cerrado el tubo neural. En el momento en el que éste se cierra, las células que se



    

encuentran en la parte media de fa placa neural asumen identidades ventrales, 

dando origen primero a la placa del piso y posteriormente a diferentes tipos de 

neuronas ventrales como las motoneuronas en la regién ventrolateral y las 

interneuronas ventrales en una regién mds dorsal. Al mismo tiempo las células 

ubicadas mds lateralmente en la placa neural pasan a formar parte de tas 

estructuras dorsales del tubo neural y se convierten en células de la placa del 

techo y neuronas dorsales. Las sefiales inductivas que establecen el patrén D-V y 

controlan !a identidad y la localizacién de estos tipos celulares provienen de dos 

grupos celulares no neurales, la notocorda y el tejido mesodérmico paraxial y, 

lateralmente, el ectodermo epidermal que la delimita (revisado por Graham, 1997). 

Cuando la notocorda es transplantada en la parte dorsal del tubo se induce una 

placa del piso secundaria y aparecen motoneuronas (tipo celular caracteristico de 

la regién ventral) (Plackzec et al., 1990, 93). Cuando la notocorda se elimina por 

completo de su posicién original la placa del piso no se desarrolla y el tejido dorsal 

se extiende hasta invadir completamente Ia regién ventral (van Straaten and 

Hekking, 1991; Yamada et al., 1991). Estos hechos demuestran el efecto 

ventralizante de la notocorda.
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Fig.1 Desarrollo del Sistema Nervioso Central. El patron D-V se forma después de 

la induccién neural, al momento de la invaginacién dei tubo neural. El patron A-P se 

establece mds temprano en el desarrollo que el D-V, pero morfoldgicamente, las regiones 

que dardn origen a las diferentes estructuras presentes en el SNC adulto se hacen 

evidentes de manera posterior. Después estas regiones sufren proliferacién y 

diferenciacién generando, finalmente, los estados celulares terminales que conforman el 

SNC. 

 



  

Se han caracterizado dos tipos de respuestas celulares provenientes de la 

notocorda. Una llamada de corta distancia, originalmente caracterizada como 

dependiente de contacto, que es la que induce la diferenciacidn de la placa del piso 

en las células de la linea media de la placa neural, proceso asociado a la expresién 

del factor nuclear de hepatocitos (Hnf3-f) (Roelink, et al, 1995). Hnf3p se ha 

utilizado como un marcador de diferenciacién temprano especifico de la placa del 

piso. Y otra, de larga distancia, que induce la diferenciacién de las motoneuronas en 

la regién ventral de la médula espinal (Roelink, et al, 1995). Una vez generada la 

placa del piso, si se transplanta de manera ectépica, es capaz de generar los dos 

tipos de sefiales por si misma (Placzek et al., 1993) (fig.2). Los efectos 

ventralizantes de la notocorda, y los de la placa del piso, estan mediados por la 

molécula secretable Sonic Hedgehog (Shh) (Echelard et al., 1993; Roelink et al., 

1994). Cuando se expresa en la parte dorsal del tubo neural induce la expresion 

ectépica de marcadores de la placa del piso. Shh es un factor que pertenece a una 

familia de proteinas originalmente identificada por su homologia al gen de 

polaridad de los segmentos en Drosophila, Hedgehog (Hh) (Echelard et al., 1993; 

Roelink et al., 1994). Este homdlogo de Hh en vertebrados (Shh) se expresa 

inicialnente en la notocorda, y posteriormente en la placa del piso, (Roelink et al., 

1995). La expresién localizada y la difusién limitada de esta proteina podrian 

ayudan a crear un gradiente de Shh que, actuando asi como morfégeno, induciria 

diferentes fenotipos ventrales a diferentes umbrales de concentracién, desde 

placa del piso hasta motonetironas (Johnson and Tabin, 1995; Roelink et al., 1995), 

Tnicialmente, durante el proceso de adquisicién de la identidad ventral ocasionada 

por Shh, se regula la expresién de algunos genes de la familia de los Pax, factores 

transcripcionales que contienen homeodominio, que inicialmente se expresan en 

toda la placa neural incluyendo la regién media (revisado por Gruss and Walter, 

1992; Madsouri et al., 1996). Durante el desarrollo del tubo neural, la expresién 

regulada de los genes Pax (Pax 3, Pax 6 y Pax 7) lo subdivide en diferentes 

dominios. En un inicio Pax 3 y Pax 7 se expresan en toda la placa neural a nivel 

caudal. En el momento en el que los plieques del tubo comienzan a formarse, la



  

expresién de Pax 3 y Pax 7 se limita a regiones mas dorsales mientras que Pax 6 

comienza a expresarse en posiciones medio-laterales exceptuando la linea media (a 

los 10dpc.). Después del cierre del tubo neural, la expresién de Pax 3 y Pax 7 se 

restringe completamente a la mitad dorsal del tubo neural y Pax 6 conserva una 

expresién mas ventral (Goulding et al., 1993: Liem et al., 1995). La represion 

ventral de Pax 3 y Pax 7 esta mediada por el Shh proveniente de la notecorda y 

parece ser un requisito previo a la generacién de tipos celulares ventrales. Esto 

estd apoyado por experimentos en donde al transplantar la notocorda a regiones 

dorsales del tubo neural, la expresién de Pax 3 y Pax 7 se inhibe y se generan 

fenotipos ventrales (Goulding et al., 1993; Hirano et al,, 1991; Plackzec et al., 1990, 

1993: van Straaten et al., 1988; Yamada et al., 1991). De manera simultanea a la 

restriccién de la expresién de los genes Pax 3 y Pax 7 a la regidn dorsal, las células 

de fa linea media ventral del tubo comienzan a expresar Hnf3-f. Una vez que estas 

células ventrales adquieren el fenotipo de la placa dei piso comienzan a secretar 

Shh y a expresar las moléculas involucradas en su cascada de transduccién de 

seftales como Pte y Gli 1. En la regién ventro-lateral adyacente a la placa del piso se 

generan las motoneuronas (en la médula), 0 neuronas ventrales caracteristicas en 

el cerebro medio y anterior, y en una posicién més lateral las interneuronas. La 

diferenciacién de estos fenotipos se genera por un efecto de Shh como 

morfégeno. Un ejemplo muy claro de este mecanismo es el hecho de que para la 

generacién de las células de la placa del piso se requiere un concentracién 2 6 3 

veces mayor que la*necesaria para la formacidn de motoneuronas (Ericson et al., 

1996: Roelink et al., 1995). Por lo tanto pequefios cambios en la concentracidn de 

Shh pueden desatar la generacién de distintos tipos celulares. 

Por otro lado, en la parte dorsal de! tubo neural, sefiales provenientes de la 

epidermis determinan los destinos celulares dorsales (Liem et al., 1995) (fig.2). Los 

mediadores de esta sefial ectodérmica son los BMPs, miembros de la famillia de los 

TGFb. De manera andloga a la forma como acta Shh en el tubo neural ventral, 

diferentes concentraciones de BMPs pueden inducir diferentes tipos celulares 

dorsales. Cuando se realizan co-cultivos de placa neural con explantes de epidermis 
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se generan células dorsales (como células de la placa del techo y células de la 

cresta) siendo que estos tipos celulares no se encuentran presentes en ninguno de 

los dos explantes cultivados por separado (Dickinson et al., 1995: Selleck and 

Bronner-Fraser, 1995). En el momento en el que a estos co-cultivos se les agregan 

antagonistas de los BMPs como Noggin o Folistatina, la expresién de los 

marcadores dorsales se inhibe (Liem et al, 1997). A su vez, los BMPs que se 

expresan en la epidermis en los estadios en los que el tubo neural todavia no se 

cierra, como BMP4 y BMP7, inducen la expresién de marcadores de la cresta 

neural ademas de otros marcadores dorsales (Liem et al., 1995). 

Dado que Shh parece ser el morfégeno responsable de la generacién de los 

distintos fenotipos ventrales a todo lo largo del tubo neural, resulta de gran 

interés el estudio de su participacién durante el desarrollo del SNC. En particular, 

es importante caracterizar cémo esta sola molécula es capaz de generar distintas 

respuestas celulares dentro de una misma estructura en desarrollo. 

  

Dorsal 

A 

    

      
Fig. 2 Sefiales dorsales y ventrales. A. Durante la formacién del tubo neural las sefiales 

dorsalizantes provienen del ectodermo epidermal (regién azul) que inicialmente delimita a la 

placa neural, mientras que las ventralizantes son secretadas por la notocorda y 

posteriormente también por la placa del piso (tejido ectodérmico mostrado en rojo en el 

panel A). 8. Una vez cerrado el tubo neural, las sefiales dorsales se siguen expresando en el 

 



ectodermo dorsal que permanece en contacto con el tubo neural, y ahora también en las 

células de la placa del techo (tejido dorsal del tubo neural mostrado en azul en el panel B). 

Las flechas provenientes de Jos centros sefalizadores indican que ambas sefiales 

eventualmente se cruzan en forma de gradiente generando de esta manera la diversidad 

celular presente en el eje D-V del tubo neural. (tomada de Wolper, L. ed. Oxford). 

Bioquimica de Sonic Hedgehog 

Hedgehog es una proteina originalmente descrita en Drosophila en donde se 

caracterizaron sus efectos a corta distancia como el establecimiento de la 

polaridad de los segmentos en embriones tempranos, y a larga distancia como el 

establecimiento del patrén en los discos imagales (revisado por Hammerschmidt, et 

al, 1997). En mamiferos se han caracterizado 3 homdlogos: Desert Hedgehog 

(Dhh), que se expresa principalmente en las células de Sértoli en el testiculo 

(Bitgood et al., 1996), Indian Hedgehog (Ihh), que esta involucrado en el desarrollo 

de los condrocitos (Vortkamp et al., 1996) y Sonic Hedgehog (Shh) que tiene una 

expresién mds generalizada (revisado por Ekker et al, 1995; Hammerschmidt, 

1997). Para este Ultimo se ha demostrado ampliamente su actividad como 

morfégeno y en los diversos tejidos en donde se expresa establece patrones de 

desarrollo y diferenciacién que conservan la expresién de factores de crecimiento, 

receptores y factores transcripcionales. Esto destaca la existencia de un 

programa general durante los eventos morfogenéticos en donde Shh juega un papel 

fundamental (revisado por Goodrich and Scott, 1998; Hammerschmidt, et al, 1997; 

“Ingham, 1998). Todos los Hedgehog se unen aparentemente a un mismo receptor, 

pero como la distribucién de estos efectores no se sobrepone, es probable que no 

compartan respuestas celulares. De estos factores, Shh es el unico involucrado en 

el desarrollo del sistema nervioso central en su etapa embrionaria y su 

participacién es clave para la diferenciacién adecuada en los ejes A-P y D-V 

(Echelard et al, 1993). 

Las proteinas pertenecientes a Ja familia de Hedgehog contienen un peptido 

sefal, una regién N-terminal bastante conservada y un dominio C-terminal mds 

divergente. Aunque sdlo algunos miembros de la familia en vertebrados, como Shh



  

de ratén y de pez-cebra se han estudiado mds rigurosamente, es muy probable que 

todos los Hedegehog biolégicamente activos se formen de una proteina precursora 

mds grande (Lai et al, 1995), como sucede con Hedgehog en Drosophila (Porter et 

al., 1995). De manera adicional al corte del péptido sefial, encargado de localizar a 

la proteina en el reticulo endopldsmico para su secrecién, la molécula precursora de 

Hedgehog sufre un corte autocatalitico que depende de una actividad presente en 

su regién carboxilo terminal (Lee et al., 1994; Porter et al., 1995). Este autocorte 

genera un péptido N-terminal de 19kDa y uno C-terminal de 26 a 28kDa, de los 

cuales, el N-terminal permanece fuertemente asociado a la superficie de las 

células que lo sintetizan, mientras que el C-terminal difunde libremente (fig.3). El 

corte autocatalitico det precursor de Shh se da por la formacién de un tioester 

interno intermediario que después es cortado gracias a una sustitucién nucleofilica 

catalizada por una molécula de colesterol, que se une covalentemente al extremo C- 

terminal del péptido N-terminal favoreciendo su anclaje a la membrana celular 

(Porter et al., 1996). Adicionalmente se encontré que en algunos sistemas el N- 

péptido posee una molécula de palmitato en su extremo amino. Cuando se evalia su 

actividad en un ensayo celular basado en la diferenciacién de fibroblastos en 

osteoblastos (Kinto et al., 1997), esta modificacién le da 30% mds potencia que el 

péptido recombinante sin modificaciones post-traduccionales (Pepinsky et al., 

1998). Se esperaria que ambas modificaciones post-traduccionales provocaran una 

alta concentracién de Shh en la superficie de las células que lo producen. El 

péptido N-terminal es la molécula responsable de todos los efectos bioldgicos 

conocidos de Shh ya sea los de corta o larga distancia (Fan et al, 1995; Fietz et al, 

1995), como la diferenciacién de las células de la placa det piso y las motoneuronas, 

respectivamente (Lai et al, 1995: Marti et al, 1995; Porter et al, 1995; Roelink et 

al, 1995). La manera de llevar a cabo los efectos a larga distancia, siendo que 

pareceria ser una molécula preferentemente anclada a la membrana, no se han 

podido explicar, sin embargo existen algunos datos experimentales que permiten 

postular algunas moléculas participantes. En Drosophila se identificéd un gen 

llamado tout-velu que codifica para una enzima involucrada en la biosintesis de



  

  

proteoglicanos que se necesita para el movimiento de Hedgehog modificado por el 

colesterol (The et al., 1999), hecho que sugiere un rol importante de los 

proteoglicanos en el trdnsito intercelular de Hedgehog modificado. Un segundo 

acercamiento a la posible respuesta sobre el trdnsito extracelular de Hh es la 

observacién de prolongaciones celulares citoplasmaticas Ilamadas citonemds que se 

producen en las células dentro del drea de accién de Hh. Se especula que estos 

citonemas pudieran jugar un papel importante mediando el transporte de Hh para 

su accién a larga distancia (Ramirez-Weber and Kornberg, 1999). Si esto es 

posible, la habilidad de Hh de unirse a la membrana por medio del colesterol podria 

ser critica para el transporte mediado por citonemas (comentado por McMahon, 
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Fig. 3. Procesamiento de Hh en Drosophila. Mientras que Hh en Drosophila contiene el 

péptido sefial de manera interna (AA 63-83), esta secuencia se encuentra localizada 

directamente en el extremo N-terminal de todos los genes Hh en vertebrados. (tomado de 

Hammerschmidt. M. et al 1997).



  

Cascada de sefializacién por Hh 

Uno de los modelos biolégicos que ha permitido la mayor identificacién de 

componentes moleculares en la transduccién de sefiales mediada por Hh ha sido 

‘Drosophila Melanogaster. Por estudios genéticos se han identificado 2 proteinas 

transmembranales: Patched (Ptc) (Nakano et al., 1989; Hooper et al., 1989) y 

Smoothened (Smo) (van den Heuvel et al., 1996) como elementos importantes en la 

recepcién y la transduccién de la sefial por Hh y que se proponen como candidatos 

para ser receptores de Hh. 

Pte es una proteina de 12 fragmentos transmembranales cuya estructura se 

asemeja a un canal idnico. Andlisis genéticos en Drosophila indican que Pte es un 

regulador negativo de la cascada que limita la difusién de la sefial al interferir con 

la induccidn de los genes blancos de Hh (Chen et al., 1996). En vertebrados se han 

identificado dos homdlogos a patched: Ptci (Goodrich et al., 1996) y Ptc2 

(Motoyama et al., 1998). Utilizando ensayos bioquimicos se demostrd que las 

constantes de afinidad de los tres Hh de mamiferos con Ptcl y Ptc2 son muy 

similares (Carpenter et al., 1998; Marigo et al., 1996a); sin embargo, como Ia 

expresién de Ptc2 se asocia a la célula que transmite la sefial principalmente en 

espermatocitos (Carpenter et al., 1998), se postula que pudieran estar mediando 

sefales diferentes. Ptc1, al igual que el Pte de Drosophila, se regula positivamente 

en respuesta a Hh como parte de un mecanismo de retroalimentacién negativa que 

restringe espacio-temporalmente !a sefial de Hh. Ya que Ptc es un gen que 

invariablemente se activa aumentando su transcripcién en respuesta a Hh, es 

considerado un marcador universal de la activacién de la cascada (revisado por 

Goodrich et al., 1998). 

Smo es una proteina de 7 fragmentos transmembranales que se identificd 

como un regulador positive de la cascada. Esta molécula tiene la estructura general 

de los receptores acoplados a proteinas G y tiene sitios probables de fosforilacion 

por proteina cinasa A (PKA) en su extremo carboxilo (van den Heuvel et al., 1996). 

Smo no se une a Shh ni tampoco participa en la unién de Shh a Ptc, dado que se ha



  

visto que esta interaccién puede ocurrir en ausencia de Smo (Chen et al., 1996). 

Ademas esta molécula se expresa constitutivamente en ausencia de Ptc. La sobre- 

expresioén de Smo en una linea celular responsiva a Shh que posee niveles muy 

bajos de expresién de Ptc (C3H10T1/2) es suficiente para inducir la respuesta 

celular tipica de Shh en ausencia del factor. Cuando se cotransfecta con Ptcl en 

este mismo sistema, se reprime la actividad de Smo, mientras que si se agrega N- 

Shh recombinante al cultivo, se elimina la represién de Smo causada por Ptcl. 

Cuando se cotransfectan Ptcl y Smo en células de mamifero forman un complejo, lo 

que sugiere que in vivo también puede existir una interaccién fisica entre ambas 

proteinas (Stone et al., 1996), aunque esto ultimo estd por demostrarse. En base a 

las evidencias anteriores se propone entonces, que Smo participa como el 

transductor en la respuesta celular mediada por Shh. En este modelo se propone 

que gracias a la unién de Shh a su receptor Ptc, cuya funcidn principal es inhibir la 

sefial mediada por Smo, se favorece la activacién de Smo permitiendo la 

transduccién de la sefial inducida por Shh. 

En Drosophila se han encontrado varias moléculas que juegan un rol muy 

importante en la transduccién de la sefial a partir de Smo. En presencia de Hh 

Smo transduce una sefial positiva a Ci (cubitus interruptus), a través de Fused (Fu) 

que es una cinasa de treonina-serina (Préat, T., et al, 1990). Al mismo tiempo la 

transduccién desencadenada por Smo impide el efecto inhibitorio de Costal2 

(Cos2), una proteina parecida a las kinesinas (Robbins, D.J., et al, 1997; Sisson, 

JC., et al, 1997), de la cinasa“depetndiente dé AMP cfclico (PKA) (Jiang, J., and 

Struhl, G., 1995; Li, W., 1995), y del supresor de fused (Su(fu)) (Monnier, V., et al, 

1998). Actualmente no se conoce el mecanismo de accidn por el cual Smo regula a 

estas moléculas. Sin embargo se ha demostrado que Ci, Fu, Su(fu) y Cos2 se 

encuentran generalmente como complejo asociado a los microtdbulos y esta 

asociacién se impide cuando Hh esté presente (Monnier, V., et al, 1998; Robbins, 

D.J., et al, 1997) (fig.4). De esta manera se propone que Hh previene la asociacién 

de este complejo al citoesqueleto y al mismo tiempo la accidn de Ci. Algunos de los



  

factores homédlogos a Fu, Su(fu) y Cos2 ya se han identificado en vertebrados y se 

postula que podrian tener actividades equivalentes. 

En vertebrados se han aislado moléculas homélogas a Cubitus interruptus 

(Ci), llamados Glis. Estas moléculas tienen un alto grado de homologia en su 

secuencia aminoacidica (Hui C. Et al, 1994) lo que ha permitido agruparlas en una 

nueva familia de factores transcripcionales que poseen como caracteristica comun 

cinco motivos de “dedos de zinc” en su dominio de unién al DNA. Los miembros de 

la familia Ci/Gli se unen a una secuencia consenso de 9 pares de bases localizada 

en la regién promotora de varios de los genes blanco de Hh, (como Hnf3-B, ptc, wg 

y dpp en Drosophila) que permite regular positivamente su transcripcién 

(Alexandre et al., 1996; Sasaki et al., 1997). En Drosophila se ha demostrado que 

Ci experimenta un procesamiento post-traduccional que regula su actividad. En 

ausencia de Hh, Ci (Ci-155) sufre un corte proteolitico generando la variante 

represora N-terminal (Ci-75)(Aza-Blanc et al., 1997). En el momento en que Hh se 

une a su receptor, se impide el corte de Ci y la proteina se mantiene intacta (Ci- 

155) constituyendo a la molécula activadora. El corte de Ci estd regulado por una 

fosforilacién del extremo C-terminal de Ci por la PKA. 

Si bien existen similitudes entre la proteina Ci de Drosophila y las proteinas 

Glis de vertebrados también hay diferencias importantes, quizds el hecho mds 

notable es que se han identificado tres Glis distinos en vertebrados (Gli1 (Kinzler 

and Vogelstein, 1990), Gli2 y Gli3 (Ruppert et al, 1990)) (Hui et al, 1994) siendo 

que en Drosophila existe Unicdmente Ci. Alas diferentes variantes de Glis se les 

han atribuido distintas funciones que en algunos casos parecen complementarias. 

Glil es el que se ha caracterizado mejor y se considera ef principal mediador de la 

sefial por Shh en vertebrados. En diversos sistemds experimentales basta la 

sobre-expresion de Glit para inducir la respuesta celular esperada en presencia de 

Shh. Por ejemplo, en tejido neural se induce la expresién de marcadores ventrales 

neurales atribuidos a Shh como Ptc, Hnf3-B y Shh mismo, al mismo tiempo que 

suprime marcadores dorsales como Pax-3 (Hynes M., et al, 1997; Ruiz i Altaba, 

1998; 1999). De manera distinta a lo que sucede con Ci en Drosophila, la expresidn 

 



  

de Glil es regulada transcripcionalmente de manera positiva por Shh (Marigo et 

al., 1996b; Ruiz i Altaba, 1998), y la proteina resultante actda como un potente 

activador de los genes blanco de Shh como Hnf3-f, Ptc, Shh e incluyendo al mismo 

Glil (Hynes M., et al, 1997; Ruiz i Altaba, 1998, 1999: Sasaki et al, 1997). Se ha 

encontrado que Gli2 es un activador débil de los genes blanco de Shh (Sasaki el al., 

1999) y también es regulado transcripcionalmente de manera positiva por éste 

(Ruiz i Altaba, 1998, 1999; von Mering, 1999). Recientemente se ha encontrado que 

“Gli2 al igual que Gli3, a semejanza de Ci, son procesados post-traduccionalmente 

desenmdscarando funciones represoras y activadoras “in vive’. Cuando Gli2 es 

cortado en su extremo amino terminal se convierte en un activador muy potente 

capaz de inducir la expresién de genes blanco de Shh como Hnf3-8, con la 

consecuente induccién de la placa del piso en el tubo neural (Sasaki, et al, 1999), 

mientras que si se corta en su extremo carboxilo el resultado es un fuerte 

represor que inhibe la formacién de dicha estructura (Ruiz i Altaba, 1999; Sasaki, 

et al, 1999). Gli3 , a diferencia de Glil y Gli2, no es inducido transcripcionalmente 

por Shh, ademds entre ellos se presenta un mecanismo de represién transcripcional 

mutua (Marigo et al., 1996b; Ruiz i Altaba, 1998; von Mering, C., 1999). La 

naturaleza de la proteina completa generada a partir de! gen de Gli3 es la de un 

represor (Ruiz i Altaba, 1998, 1999). Se ha encontrado que esta proteina es la mds 

parecida en secuencia y comportamiento a Ci de Drosophila y que, como ésta, es 

procesada para generar un represor muy potente en ausencia de Shh (Sasaki H., et 

al, 1999: Wang B., et al, 2000), Estos datos apoyan Ia idea de la existencia de una 

forma activadora de Gli3, que en ausencia de la sefial de Shh, es procesada dando 

origen al represor que a su vez impide la expresién del activador Glil y por lo tanto 

de los genes blancos de Shh (Dai, et al, 1999, Sasaki H., et al, 1999). En sistemds 

como en embriones de rana y células COS-7 los tres Glis producen formds C- 

terminales truncadas, dando evidencias a favor del modelo que postula que los tres 

Glis pudieran tener funciones activadoras o represoras dependiendo del entorno 

donde se encuentren las células que responden a Shh (Ruiz i Altaba, 1999). 
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Fig. 4 Transduccién de hh en Drosophila. (izq.) En ausencia de hh, Ptc interactia con el 

transductor transmembranal Smo previniendo {a activacién de los genes blances de Hh. Por 

otro lado, el factor transeripcional Ci (ci-155Kd) forma un complejo unido a los 

microtubulos con Cos-2, Fu y Su(Fu), y es convertido en su forma represora (ci-75Kd) al 

ser fosforilado por la PKA. (der.) Cuando Hh se une a Pte, se transduce la sefial por medio 

de Smo. De esta manera Hh inhibe la protedlisis de Ci y promueve la disociacién del 

complejo Cos-2/Fu/Su(fu)/ci-155 de los microtibulos. Ci-155 se convierte en un activador 

transcripcional en asociacién con CBP e induce la transcripcién de los genes blanco de Hh 

(Tomado de Murone, M. et al 1999). 

Estudios del patrén de expresién de los tres Glis, Hnf3-B y Shh durante el 

desarrollo embrionario de! ratén muestran que, a los 8.5dpc cuando el tubo neural 

comienza a invaginarse, los 3 genes Glis se expresan en toda la placa neural, 

excepto que Gli3 no se expresa en la tinea media posterior y ninguno de los 3 en la 

region rostral (Lee et al, 1997; Ruiz i Altaba, 1998). Hnf3-B se expresa en las 

células de la linea media a partir de la induccién de la placa del piso por la 

notocorda (que también lo expresa) mientras que Shh en este estadio sdlo se 

expresa en la notocorda. Con el comienzo de la expresién de Shh en la placa del 

piso a los 9.5dpc, cuando el tubo neural ya se encuentra cerrado, la expresién de 

Glil se restringe a la zona ventricular (ZV) ventral adyacente al Grea de expresién 

de Shh, mientras que Gli2 y Gli3 se expresan en la ZV dorsal. Adicionalmente Gli2 

conserva niveles bajos de expresién en la ZV ventral que sobrelapa con la presencia 

de los transcritos de Gli1 (Ruiz i Altaba, 1997, 1998). En este momento, Hnf3-B se 
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expresa en la placa del piso y en un grupo de células adyacentes a ésta y la 

expresién de Shh en la notocorda se mantiene. 

La expresién de los genes Glis en diferentes tejidos embrionarios en 

desarrollo (como las extremidades y el sistema nervioso del ratén, asi como 

durante el desarrollo temprano de Drosophila) parece seguir reglas similares. Una 

vez que se establece una fuente de produccién de Shh, ios genes Glis dejan de 

expresarse en estas células y entonces la expresién de Glil se limita a las zonas 

adyacentes. Esto es consistente con el rol de Glil como mediador transcripcional 

de la sefial de Shh. Por otro lado, fos transcritos de Gli3 se encuentran en células 

situadas en el lado opuesto al centro seftalizador que secreta Shh, sugiriendo que 

su funcién es principalmente la de contrarrestar esta sefial y limitar su rango de 

accién, ademés de que pudiera estar involucrado en otras vias de seflalizacién 

independientes de Shh. La expresién de Gli2 estd mds difundida, y aunque posee 

una tendencia similar a la de Gli3 muy evidente, existen algunas regiones en donde 

su expresién se sobrelapa con la de Glil. Dado lo anterior se considera que los 

genes Gli subdividen el tejido en diferentes dominios (revisado por Theil, et al., 

1999). 

Algunos datos funcionales sugieren que Glil y Gli2 pudieran actuar 

principalmente como mediadores positivos de la sefial de Shh mientras que Gli3 

pudiera tener un rol similar a Ci-75 como represor pero, como ya se menciond 

anteriormente, recientemente se ha encontrado que cada uno de estos factores 

posee la capacidad de actuar como activador o represor dependiendo del tipo 

celular analizado (Ruiz i Altaba, 1999; Sasaki et al., 1999). Ratones mutantes que 

no poseen alelos funcionales de Glil son completamente viables y no poseen 

defectos obvios, lo que sugiere que los tres Glis de mamiferos juegan roles 

redundantes. Los ratones que carecen de ambos alelos de Gli2 mueren al nacer, no 

desarrollan la placa del piso pero si poseen motoneuronas (Matise et al., 1998; Ding 

et al., 1998), sugiriendo que Gli2 esta implicado en la transduccién de la seal de 

Shh sdélo en donde ésta acta a concentraciones altas, es decir, en la placa del piso 

y no en la regién ventro-lateral del tubo neural en donde se generan las neuronas 
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motoras, Los embriones Gli2-/- de manera similar al ratén mutante extra toes, que 

tiene una delecidén en el extremo 3° del gen Gli3, presentan dafios esqueléticos 

severos (Mo et al., 1997). Estos datos demuestran su relevancia también durante 

los procesos de desarrollo en estas estructuras. Los fenotipos anteriores (Gli2-/-, 

y Gli3-/-) sugieren una probable accién sinergista de estos dos genes durante el 

desarrollo esquelético embrionario, sin embargo, esto no descarta la posibilidad de 

que durante el desarrollo del sistema nervioso sus roles sean diferentes.
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ANTECEDENTES 

Sonic Hedgehog durante el desarrollo del SNC 

La participacién de Shh en el desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC) 

se extiende a todo lo largo del eje A-P del tubo neural durante diferentes 

estadios. Como ya se mencioné anteriormente, su expresidn se localiza inicialmente 

en la notocorda y después en la regién ventral del tubo neural. Finalmente es ahi 

donde es responsable de la diferenciacién temprana de la placa del piso y 

posteriormente de fenotipos neuronales ventrales. 

El rol ventralizante de Shh se describié originalmente por su accidn a 

nivel de la médula espinal en donde es el responsable de la diferenciacidn de los 

tres tipos celulares ventrales que, como se mencioné en la introduccién, son las 

células de la placa del piso, jas motoneuronas y las interneuronas ventrales (Placzek 

et al., 1990, 1991; van Straaten et al., 1988: Yamada et al., 1991, 1993). El papel de 

Shh como factor ventralizante se demostré una vez mas cuando al expresarlo de 

manera ectdpica en la parte dorsal del tubo neural fue capaz de inducir la 

expresién de Hnf36 (Echelard et al., 1993; Roelink et al., 1994). Por otro lado, en el 

cerebro medio, experimentos ‘in vivo’ o “in vitro’ han demostrado que Shh 

también participa en generar la diversidad neuronal en la regidn ventral, que 

incluye la aparicién de neuronas dopaminérgicas (Hynes et al., 1995a; Wang et al., 

1995), mientras que cuando se utilizan explantes de romboencéfalo rostral ventral 

(Yamada et al., 1991), Shh induce la diferenciacién de neuronas serotonérgicas. Es 

interesante comentar que en estas dos dltimds regiones es donde se encuentran 

enriquecidas estas poblaciones neuronales ‘in vivo’. Ademés de la presencia de 

estos fenotipos, Shh induce en los mismos explantes de la regién media ventral, el 

incremento en el Grea de expresién de Hnf3p (Hynes et al., 1995b). Finalmente se 

encontré que Shh induce diferenciacién neuronal ventral en tejido proveniente de 

regiones del cerebro anterior como el telencéfalo y diencéfalo en donde provoca 

un aumento de las poblaciones celulares que caracterizan a ambas regiones ‘in 

 



  

vivo’: Isl1+/SC1-/Lim1- y Isl1+/SC!-/Limi+ respectivamente (Ericson et al., 1995). 

Adicionalmente a los efectos de. Shh como inductor de diferenciacién neuronal, se 

le atribuye la induccién de oligodendrocitos (Pringle et al., 1996; Poncet et al., 

1996), que es otro linaje celular presente en el SNC adjacente a la piaca del piso 

(Noll and Miller, 1993; Yu et al, 1994). 

Las evidencias anteriores indican que el espectro de participacién de Shh en 

el SNC es amplio, caracterizdndose por ser un ‘ factor ventralizante ‘. Pero dado 

que el fenotipo neural inducido por Shh varia de acuerdo a la regidn ventral del 

tubo neural con ja cual se trabaje, el repertorio de destinos que puede asumir un 

progenitor en respuesta a Shh parece depender de otras moléculas adicionales 

presentes a lo largo del eje A-P, como podrian ser factores extracelulares o 

factores transcripcionales especificos expresados por el precursor en un momento 

dado. Existen datos que apoyan fuertemente esta idea: por ejemplo, se demostré 

que e! Shh secretado por la notocorda junto con el factor de crecimiento de 

fibroblastos-8 (FGF8) producido localmente en Ia frontera entre el cerebro medio 

y el cerebro anterior inducen la diferenciacién de neuronas dopaminérgicas, y que 

cuando en Ja misma interseccién esta expresién es precedida por la produccién del 

factor de crecimiento de fibroblastos-4 (FGF4), se genera el centro inductor de 

neuronas serotonérgicas (Ye et al., 1998). Por otro lado se ha descrito que Shh 

acta en combinacién con Neurotrofina 3 (NT3) para inducir la expresion del 

marcador de motoneuronas Isl-1 en cultivos de baja densidad de precursores de 

médula éspinal, aunado al hecho de que la induccidn de Isl-1 en explantes mediada 

por Shh es bloqueada con un anticuerpo anti-NT3 (Dutton, et al, 1999). 

Anteriormente ya se habia mostrado que NT3 se expresa en la regién de 

diferenciacién de !as motoneuronas (Zhou, X., and Rush, R., 1994) y que éstas se 

pierden en ratones mutantes para NT3 (Kucera, J., et al, 1995). Estos datos 

apoyan fuertemente la cooperacién de Shh con NT3 en la produccién de las 

motoneuronas durante la diferenciacién del SNC. Actualmente existen evidencias 

‘in vitro’ de \a accidén sinergista de Shh con otros factores de crecimiento 

durante la generacién de fenotipos celulares ventrales, como en el caso del grupo 

   



  

de Lee y colaboradores, que lograron inducir fa produccién de neuronas 

dopaminérgicas y serotonérgicas a partir de células troncales embrionarias con 

ayuda de la combinacién de Shh y FGF8 (Lee et al., 2000). Estas evidencias apoyan 

la idea de que durante la diferenciacién del SNC es necesaria la convergencia de 

diversas sefiales para dar origen a los tipos celulares caracteristicos de cada 

region. 

Ademés de su rol en el establecimiento de patrones de desarrollo y 

diferenciacién neural en el SNC, algunos estudios han implicado a Shh en eventos 

de proliferacidn. Se encontré que cuando Shh se expresa de manera ectépica en el 

tubo neural dorsal los precursores neurales presentes en esta regidn proliferan 

mds rdpido de lo normal (Rowitch, et al, 1999). Ademds se demostré que Shh se 

requiere para la proliferacién del precursor de las células granulares durante e! 

desarrollo del cerebelo (Dahmane, N., and Ruiz i Altaba, A., 1999; Wechsler-Reya 

and Scott, 1999). Previamente se habian encontrado mutaciones en humanos de 

componentes de la via de sefializacién por Shh que desencadenaban la generacién 

de tumores y cdncer. Estas evidencias ya daban indicios de una correlacién entre la 

sefalizacién por Shh y la proliferacién celular. Por ejemplo, mutaciones que 

inactivan Patched (Ptc) se han encontrado en algunos meduloblastomds (Raffel et 

al, 1997) y carcinomds de células basales, y ratones heterdcigos para mutaciones 

de Patched en los que los genes blancos de Shh estén potencialmente 

sobreexpresados, desarrollan tumores cerebelares (Goodrich et al 1997). Por otro 

lado se han observado efectos mitogénicos de Shh en diversos tejidos durante el 

desarrollo del ratén (Bellusci et al., 1997; Fan and Tessier-Lavigne, 1994: Jensen 

and Wallace, 1997), del pollo (Duprez et al, 1998) y de Drosophila (Forbes et al., 

1996), y que la expresién ectépica de Shh (Echelard et al., 1993), el efector 

positive Glit (Hynes et al 1997) 0 genes que activan los blancos de Shh, resulta en 

hiperplasia de! SNC embrionario. 

Entonces, en diferentes contextos bioldgicos, Shh puede controlar el 

destino y la proliferacién celular actuando como sefial instructiva o selectiva dando 

como resultado final el incremento neto de una poblacidn celular con respecto a 
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otra. Pera dado que la propagacién de un grupo de precursores en especial puede 

generar también cambios en la proporcidn de los diferentes fenotipos celulares, y 

la sobrevivencia de cierta poblacién de precursores puede confundirse con 

proliferacidn celular en un contexto dado, definir el rol primario de Shh resulta 

un reto muy importante a vencer. 

La mayoria de las evidencias antes mencionadas en donde se caracteriza a 

Shh como inductor de fenotipos ventrales en el tubo neural estan basadas en 

experimentos hechos con explantes de tejido en donde, cabe mencionar, el 

porcentaje de diferenciacién obtenido es muy bajo. Este sistema permite 

conservar el entorno celular apropiado para el desarrollo normal del tejido pero, 

dado que es un sistema altamente heterogéneo, no permite evaluar si Shh actua 

directamente sobre las células precursoras que dardn origen a los distintos 

fenotipos celulares o si acta sobre células vecinas responsables a su vez de 

generar la sefial que induzca dichos fenotipos. Por este motivo, actualmente no se 

conoce la respuesta celular promovida por Shh y demds moléculas participantes, al 

producir los efectos bioldgicos descritos anteriormente. La complejidad de los 

sistemas de estudio actuales obliga a buscar sistemds menos heterogéneos en los 

que se puedan manipular fdcilmente variables de interés (como factores de 

crecimiento, densidad celular, poblacién de estudio, etc.) para asi poder conocer la 

respuesta celular mediada por Shh sobre su célula blanco, ademds de poder 

aumentar el porcentaje de células que responden al estimulo. 

Precursores neurales 

Las células que constituyen el sistema nervioso central (SNC) surgen de 

células precursoras neurales (CPN) originadas a lo largo del eje anteroposterior del 

embrién que constituye el neuroepitelio, Actualmente se postula que estos 

precursores pudieran ser capaces de generar todos los tipos celulares del SNC 

(McKay, 1997). Estas CPN proliferan y se determinan, restringiendo asi su 

potencial hacia el linaje glial o neuronal durante su desarrollo (Gage et al, 1995). En



  

el proceso de determinacion se generan células precursoras mds avanzadas en el 

desarrollo pero todavia intermedias en el proceso de diferenciacién terminal, 

conservandose, seguin se ha observado recientemente, las CPN tempranas hasta 

etapas adultas. En los ultimos afios se ha mostrado un gran interés por aislar, 

expandir y caracterizar dichas CPN ya que constituyen una gran herramienta para 

el estudio de la proliferacién, determinacién y diferenciacién de las células del 

SNC. Gracias a esto, se han identificado diversos factores de crecimiento 

involucrados en la proliferacién y sobrevivencia de las CPN en condiciones ‘in 

vitro’ (Reynolds et al, 1992; Vescovi et al, 1993). El estudio de los factores de 

crecimiento que participan en el desarrollo de estos precursores permite 

utilizarlos a nuestra conveniencia, manteniendo ai mayor némero de variables 

constante en el cultivo mientras manipulamos exclusivamente las que deseamos 

para dirigir su destino, Dentro de dichos factores, se encontréd que el factor de 

crecimiento epidérmico (EGF) es capaz de expandir células precursoras neurales 

con la capacidad de diferenciar a neurona o glia (Fisher et al, 1997; Kilpatrick et al, 

1995; Reynolds et al, 1992). 

En particular, en nuestro grupo de trabajo se logrd estimular la 

proliferacién de CPN del mesencéfalo embrionario de ratén con EGF y el factor de 

crecimiento de fibroblastos bdsico (bFGF) (Santa-Olalla and Covarrubias, 1995a). 

De esta manera se establecié un protocolo que permite la expansidn de CPN en 

cultivo con ayuda de estos factores que promueven su proliferacidn. Dicho sistema 

experimental estd constituido por una poblacién enriquecida de precursores 

neurales capaces de proliferar generando estructuras clonales conocidas como 

neuroeferas (ver metodologia). Este protocolo es de gran utilidad para evaluar la 

respuesta de las CPNs a diferentes factores extracelulares, contribuyendo de 

esta manera, al estudio de la restriccién del linaje de las células neurales. Se sabe 

que estos progenitores expandidos con EGF son muy tempranos en el desarrollo, ya 

que poseen la capacidad de dar origen a los dos linajes del SN, el neuronal y el glial 

(Santa-Olalla and Covarrubias, 1995a). Ademds son capaces de generar distintos 

fenotipos neuronales terminales como el dopaminérgico y el gabaérgico. En el caso 

   



  

de la diferenciacién dopaminérgica parece ser aleatoria, lo que sugiere que son 

necesarias sefiales inductivas o selectivas para la generacién de este fenotipo 

(Santa-Olalla and Covarrubias, 1995b) y que el factor involucrado en tal proceso 

pudiera ser Shh por sus efectos antes mencionados. 

JUSTIFICACION 

Sabemos que Shh es el morfdégeno involucrado en el establecimiento del 

patron ventro-dorsal durante el desarrolio del SNC y que es capaz de dar origen a 

los diferentes fenotipos ventrales presentes a todo lo largo del eje antero- 

posterior del tubo neural. Por lo tanto el estudio de sus efectos sobre 

precursores neurales resulta de gran interés y constituye una contribucién 

importante a la caracterizacién del rol de Shh durante el desarrollo del SNC. En 

el laboratorio contamos con un sistema experimental enriquecido en CPN muy 

tempranas que son capaces de generar ambos linajes celulares que conforman el 

SN ademds de diferentes fenotipos neuronales terminales, entre los que se 

encuentra el dopaminérgico que parece necesitar de una sefial inductiva para su 

establecimiento, que pudiera ser Shh. Dado lo anterior creemos que los 

precursores neurales expandidos con EGF “in vitro’ presentes en nuestro sistema 

serdn capaces de responder a Shh. Al mismo tiempo sabemos que el contar con 

este sistema mds homogéneo que el tejido completo nos permitird evaluar de 

manera mds directa la accién de Shh sobre los precursores neurales, conocer a la 

célula responsiva y caracterizar su respuesta. 

 



  

HIPOTESIS 

Los precursores neurales expandidos con EGF in vitro son capaces de 

responder a Shh. 

OBJETIVOS 

Evaluar si la poblacién de precursores neurales expandidos con EGF es 

capaz de activar la ruta de transduccién caracterizada de Shh. 

Determinar los efectos combinados de Shh con EGF y bFGF en la expresién 

de marcadores ventrales.



MATERIAL BIOLOGICO 

* La cepa de ratones utilizada fue la CDI obtenida del Bioterio del IBT. 

* Los factores de crecimiento EGF y bFGF fueron obtenidos de Gibeo BRL. E! 

factor. N-Shh nos lo proporciond Ontogeny. 

* Los Pldsmidos utilizados para la transfeccidn fueron el pRK5 y el pRK5-Shh 

* Lacepa de E. Coli fue la dH5c. 

* Las lineas celulares utilizadas fueron la 293T de rifién de mono y la linea 

pluripotente de fibroblastos de ratén C3H10T1/2. 

SECUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS 

SHH i 5° CGG-CAG-ATA-TGA-AGG-GAA-GAT-CA 23 bases 

SHH 2 5° CGG-AGT-TCT-CTG-CTT-TCA-CAG-AA 23 bases 

Hnf3p 1 5° AAG-CGA-GCT-AAA-GGG-AGC-ACC-TG 23 bases 

Hnf 3p 2 5° CCT-GGA-GTA-CAC-TCC-TTG-GTA-GTA 24 bases 

GLI1-1 5° GCT-GGA-TAT-GAT-GGT-TGG-CAA-GTG 24 bases 

GLI1-2 5° GGT-CCG-ATT-CT6-GTG-CTT-G6C-G 21 bases 

6LTI2-1 5° GCC-TAC-CCA-ACT-CAG-CAG-CAG-TA 23 bases 

GLI3-1 | BY AAG-ACA-GGA-AAG-CT6-GCT-CGT-TCT 24 bases 

GLI3-2 5° TGT-GTT-TGT-GGT-CCT-CCT-TGC-CTA 24 bases 

SMO 1 5° AGT-GCC-ACC-AGA-AGA-ACA-AGC-CAA 24 bases 

SMO 2 5° GCC-TCC-ATT-AGG-TTA-GTG6-CG6-GA 23 bases 

PTC1-1 5° CCG-GAC-CGG-GAC-TAT-CTG-CAC-C 22 bases 

- PTC1-2 5° TTT-GCC-CCT-TCC-CAG-AAG-CAG-TC 23 bases 

HPRT 1 5° CCT-GCT-GGA-TTA-CAT-TAA-AGC-ACT-G6 25 bases 

HPRT 2 5° GTC-AAG-GGC-ATA-TCC-AAC-AAC-AAA-C 25 bases



  

METODOLOGIA 

DISECCION Y CULTIVO DE REGION MESENCEFALICA ROSTRAL 

Preparar los siguientes materiales y reactivos antes de comenzar como se 

indica en el Apéndice I: 

* Etanol 96% 

* Gasas estériles 

* Solucién salina I estéril 

* Medio D-MEM con suero 

* Medio Definido 

* Azul de tripano 0.4% 

©  Poli-D lisina 10ug/mi 

* Tripsina 0.1% 

* Medio definido con albtimina Img/ml 

Realizar todo el procedimiento bajo la campana de flujo laminar a partir del 

paso 7 

1. Esterilizar por inmersidn en etanol al 96% todos los intrumentos de diseccién 

durante 30 minutos antes de iniciar el cultivo y dejar secar sobre gasa estéril 

antes de utilizarlos. Antes de iniciar la diseccién aplicar 0.5m! de poli-D lisina 

en cada uno de los pozos de las cajas de cultivo (multipozos de 24), dejar entre 

2 y 4 horas a temperatura ambiente, pasado este tiempo retirar {a poli-D lisina 

y enjuagar 2 veces con un volumen de solucidn salina estéril o medio D-MEM. 

2. Sacrificar a ratona embarazada por dislocacién cervical, realizarlo a la edad 

gestacional requerida (13.5 dpc). 

3. Bafiar el abdomen con etanol al 95%. 
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4. Realizar diseccién por planos, retirar los cuernos uterinos y colocarlos en una 

caja Petri estéril. 

5. En el cuarto de precultivo, remover cada uno de los embriones del utero, 

retirar el saco amniético y colocarlos en una caja Petri de 100mm de didmetro 

en 30ml de sol. salina I sobre hielo de agua. 

6. Bajo un microscopio estereoscépico de diseccién, disectar la regién 

Mesencefalica Rostral, para ello se realizan los siguientes pasos en 4 ml de Sol. 

Salina I fria en cajas de Petri de 35mm: 

II. 

Tomando como punto de referencia la copa dptica, realizar un corte 

transversal ligeramente por arriba de ella hasta la primer bifurcacién de 

la carotida externa. A partir de este punto realizar un corte longitudinal 

a la altura del primordio ético (tener cuidado en la interseccidn de estos 

cortes ya que la flexura pontina es muy prominente). Retirar 

completamente el hocico del feto, y realizar un corte a la altura del 

hombro para desprender la cabeza del resto del cuerpo. 

Exponer el Sistema Nervioso Central (SNC) realizando diseccién de la 

piel y crdneo con pinzas de diseccién nimero 5, iniciar la separacién por 

la regién telencefdlica, la diseccién debe ir en forma progresiva 

sujetando con una pinza y rasgando con la otra. Los cortes realizados en 

el paso anterior dejan demasiado tejido no neural en el mesencéfalo y 

flexura pontina, sin embargo, el dafio sobre el tejido es minimo, en estas 

regiones es posible ayudar la diseccién cerrando la punta de la pinza y 

abriéndola en los lugares de las adherencias. Una vez expuestas todas 

las vesiculas cerebrales, se rasga el techo ependimario (roof plate) y se 

depositan en otra caja petri de 35mm con 4ml de sol. Salina I fria, 

mientras se realiza el mismo procedimiento para todos los fetos, 

(cambiar la sol. Salina cada 4 embriones). 
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III. Realizar cortes con tijeras para separar el mesencéfalo rostral. 

IV. Retirar las meninges con pinzas finas, una vez rasgadas 

longitudinalmente se retiran fdcilmente, colocar el tejido disectado en 

otra caja de Petri. 

Colocar dentro de tubos falcon de 15 ml el tejido disectado en 3 ml de sol. de 

tripsina durante 15 min. con agitacién gentil ocasional (aproximadamente cada 5 

minutos). Para detener la actividad de la tripsina agregar 3 ml de medio con 

10% de suero. 

Realizar dispersion mecdnica, ayudado con una pipeta de 5 mi! se pasa varias 

veces (30 veces), se dejan sedimentar los trozos mds grandes durante 10 min., 

se retira el medio con las células ya disgregadas: al resto del tejido se agrega t 

ml de medio con suero y se dispersan las células con ayuda de una pipeta 

Pasteur cuya punta se encuentre redondeada (aproximadamente 20 pases), se 

continda la dispersién hasta que no se aprecian fragmentos de tejido, se deja 

sedimentar 5 min. por segunda vez y finalmente se vuelve a tomar el medio con 

las células ya disgregadas y se pasa al primer tubo con otra pipeta Pasteur. 

Centrifugar las células a 800g durante 5 minutos en centrigufa de mesa. 

10.Resuspender la pastilla celular en 5 mi de medio de cultivo y estimar la 

11. 

12. 

viabilidad celular por medio de la tincién con azul de tripano (a 10! de células 

agregar 10u! de colorante, incubar durante 5 min. a 37°C), colocar 10ul de los 

20 en la cdmara de Neubauer, el valor se multiplica por 20,000 con lo que se 

obtiene un total de células por ml. 

Una vez conocido el numero de células se resuspende en el volumen necesario 

para alcanzar la densidad de un millén por ml. Colocando 500,000 células por 

pozo de 16mm (cajas de multipozo de 24). 

Incubar en 0.5ml de medio definido a 37°C con 5% de CO2 durante 1 hora y 

después agregar el factor de crecimiento deseado resuspendido en medio 

   



  

definido con albtimina. Incubar en las mismds condiciones durante todo el 

cultivo. 

13. Cambiar el medio cada 3 dias. 

  

Neuroesferas generadas en un cultivo primario de células de mesencéfalo ventral 

embrionario de 13.5dpc en presencia de EGF a 100ng/m! durante 8 dias. Cada una de estas 

estructuras representa un precursor neural que fue capds de proliferar en respuesta a 

EGF. 

SUBCULTIVO DE PRECURSORES NEURALES 

Preparar los siguientes materiales y reactivos antes de comenzar como se 

indica en el Apéndice I: 

* Etanol 96% 

+ Gasas estériles 

* Medio Definido 

* Inhibidor de tripsina mg/ml 

* Azul de tripano 0.4% 

*  Poli-D lisina 10ng/ml 

* Tripsina 0.025% 

* Medio definido con albdmina Img/ml



  

Realizar todo el procedimiento bajo la campana de flujo laminar a partir del 

paso 5. 

1, Esterilizar por inmersién en etanoil al 96% un par de pinzas de diseccién del 

ndmero 5 durante 30 minutos antes de iniciar el cultivo y dejar secar sobre 

gasa estéril antes de utilizarlos. Antes de iniciar la toma de colonias, aplicar 

0.5ml de poli-D lisina en cada uno de los pozos de las cajas de cultivo 

(multipozos de 24), dejar entre 2 y 4 horas a temperatura ambiente, pasado 

este tiempo retirar la poli-D lisina y enjuagar 2 veces con un volumen de 

solucién salina estéril o medio D-MEM. 

2. Enuna caja de Petri estéril, colocar 1004! de medio definido con EGF 100ng/ml 

por cada grupo de colonias a recolectar. Dejar equilibrando el medio en la 

incubadora 

3. Mientras tanto, bajo un microscopio estereoscépico despegar las colonias 

formadas con EGF en el cultivo primario 1 a 1 con mucho cuidado para no 

arrastrar monocapa. Es importante que la caja de cultivo no esté mucho tiempo 

fuera de la incubadora (maximo thr), por lo tanto es bueno tener varias cajas 

para poder alternarlas. Aspirar con pipeta Gilson las colonias despegadas y 

colocarlas en la gota de medio de la caja de Petri. 

4. Ya que todas las colonias deseadas estén en la gota de medio en Ia caja de 

petri, aspirarlas con una punta de pipeta Gilson de 20ul y colocarlas en una gota 

de 100ul de tripsina en la misma caja. Incubarlas a 37°C durante 10 minutos. 

5. Agregar 100ul de inhibidor de tripsina, subir y bajar 30 veces con pipeta Gilson 

hasta que se disgrequen las colonias (es importante monitorearlas bajo el 

microscopio invertido durante {a disgregacién). 

6. Se pasa el volumen total a un tubo de microcentrifuga de 1.5m! que debe 

contener previamente 400ul de medio. Se lava la caja 2 veces con este medio y 

se centrifuga a 400g por 5 minutos.
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En este paso es muy probable que no se vea el pellet, por lo tanto es muy 

importante tener mucho cuidado al eliminar el sobrenadante con la pipeta gilson 

de imi. 

Resuspender el pellet en 300ul de medio fresco. Subir y bajar 20 veces. 

Tomar 10ul y agregar a un tubo con 10ul de colorante (azul de tripano) a 

temperatura ambiente. Tomar 10 de los 20ul y colocarlos en la cdémara de 

Neubauer, calcular viabilidad celular y diluir a la concentracién deseada. 

Colocar en las cajas de 24 pozos 10,000 células en un volumen final de 500y1 de 

medio por pozo. Agregar factores de crecimiento deseados e incubar a 37°C 

con 5% de CO2. Cambiar el medio cada 4 dias. 

Condiciones de proliferacidn en subcultivo 

11. Sembrar 10,000 células por pozo en un volumen total de 500ul de medio 

definido con EGF 100ng/ml durante 7 dias, af término de los cuales se cuentan 

las colonias y/o se recolectan las células para purificar su RNA. 

Sembrar Recolectar células 

10,000 células por pozo para su evaluacion 

| 7 dias | 

EGF 100ng/ml 

Condiciones de diferenciacién en subcultivo 

12. Sembrar 10,000 células por pozo en un volumen total de 500u1 de medio 

definido con EGF 100ng/ml durante 7 dias , al término de los cuales, el pozo se 

lava 3 veces con medio definido (teniendo mucho cuidado porque las colonias se 

desprenden con facilidad) para eliminar el EGF. A partir de entonces se afiade 

bFGF. bFGF + Shh. Shh (a la concentracién deseada). o sélo medio definido. Las
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células en esta condicién se recolectan a partir de 1 y hasta 24 horas después 

de aplicada la condicién dependiendo del experimento. 

  

  

Sembrar 3 lavados con Recolectar células 

10,000 células por pozo medio definido para su evaluacion 

| 7 dias |__de 1-24hrs | 

EGF 100ng/mli bFGF 6 

Shh 6 
bFGF + Shh 6 

Medio Definido 

EXTRACCION DE RNA DE SUBCULTIVOS DE PRECURSORES NEURALES 

Preparar soluciones y reactivos como se indica en el Apéndice IT: 

1. Colocar la caja del subcultivo a procesar sobre hielo de agua, retirar el medio 

de cultivo y agregar inmediatamente 500p! de solucién Urea/LiCl, lisar las 

células con 30 pases de pipeta Gilson. Pasar el homogenado a un tubo de 

microcentrifuga de 1.5m previamente enfriado, repetir el procedimiento con 

500ul mds de sol. Urea/LiCl realizando 15 pases. Dar vortex durante 2 minutos. 

2. Incubar a-20°C durante toda la noche. 

3. Centrifugar duranté 10 minutos a 4°C a 10,000g en microfuga. Antes de 

centrifugar permitir que se descongelen perfectamente cada uno de los tubos, 

y dar vortex durante 15°’. Decantar el sobrenadante, colocar el tubo en forma 

invertida sobre un papel absorbente, secar el exceso de solucidn con isopo de 

algodén, realizar {o anterior sdlo en la mitad superior de! tubo eppendorf, NO 

LLEGAR MAS ALLA DE DONDE INICIA LA REDUCCION DEL TUBO, colocar 

el tubo en hielo de agua. 

4. Resuspender en 500uI de solucién D recién preparada; dar vortex en dos 

ocasiones durante 30’ ’, agregar 1/10 (50!) de acetato de sodio 2M pH4 y 1ul 
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de RNA de transferencia 10ug/ul (sdlo cuando no se quiera cuantificar el RNA): 

dar vortex 5°’, agregar 500ul de fenol dcido (saturado en agua); dar vortex 

2’, agregar 2/10 del vol. inicial (100ul) de cloroformo/alcohol isoamilico; dar 

vortex 3”. 

Incubar en hielo de agua 15 minutos. (AQUI SE FORMAN LAS DOS FASES). 

Centrifugar 20 minutos a 4°C a 16,000g. 

Tomar la fase acuosa y afiadir 1 volumen de isopropanol frio, dar vortex 10’ “. 

Precipitar a -70°C toda la noche o en hielo seco por 1 hora. 

Centrifugar 20 minutos a 16,000g en microfuga a 4°C. Realizar este paso igual 

que el paso 3, aqui se aprecia fdcilmente el pellet en el fondo del tubo. 

Lavar el pellet con etanol al 70%, dar vortex 5°”, centrifugar 5’°a 16,000g en 

microfuga a 4°C, decantar el etanol y retirar el exceso como en el paso 3. 

Secar el pellet durante 5°. 

Resuspender en 50 ul de buffer 1X para DNAsa que contenga 10U de DNAsa 

libre de RNAsa. Por reaccién son 43.87ul de agua para RNA, 5ul de buffer para 

DNAsa 10X y 0.25! de DNAsa libre de RNAsa (Boheringer 40 U/ul). Dar 

vortex dos pulsos de 30°”. 

Incubar durante 30° a 37°C, 

Inactivar reaccién agregando 450u! de sol. D mds 50 ul de acetato de Sodio. 

Dar vortex 5’’ y precipitar con 500ul de isopropanol. 

Incubar durante 1 hora a -70°C. 

Centrifugar 10 minutos a 16,000g a 4°C en microfuga. Decantar sobrenadante y 

retirar exceso como en el paso 3. 

Lavar el pellet con 500uI de etanol al 70% frio, centrifugar a max. vel. en 

microfuga durante 5 minutos a 4°C. Decantar sobrenadante y retirar exceso 

como en el paso 3. 

Secar 2 minutos en el ’ savat’ , colocar los tubos en hielo y resuspender en 20ui 

de H2O especial fria, dar vortex dos pulsos de 30°” (cuando es de tejido, se 

resuspende en un volumen dependiendo del tamajio del pellet). 

Leer Densidad Optica a 26Onm y calcular concentracién como sigue:
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Tomar iul de muestra +59ul H2O en celda de cuarzo de 50ul. Leer DO260. 

DO260/16.66 x 40ug/i= concentracién ug/ul. 

NOTA: Manejar los tubos en hielo después de la primera precipitacién. 

CUANTIFICACION DE RNA con reactivo RIBOGREEN 

R-11491 RiboGreen RNA quantitation reagent 

Molecular Probes 

Manejar todos los reactivos en hielo y con guantes. Revisar Apéndice ITT. 

1. Preparar la solucién RiboGreen, diluyendo una alicuota de! concentrado 200 

veces en TE para realizar el ensayo de ‘alto rango’, y 2000 veces para el de 

‘bajo rango’. Tomar en cuenta que se requieren 100uI por muestra y que 

siempre es preferible cuantificarlas por duplicado. Mantener el reactivo 

RiboGreen protegido de la luz. 

2. Preparar al momento la solucién de RNA esténdar para realizar la curva 

control. Para ta curva de ‘alto rango’, preparar la solucién a 2ug/ml en TE, y 

para la de ‘bajo rango' diluir esta ultima 20 veces a que quede a 100ng/mml. 

3. Descongelar muestras, y mantenerlas a 4°C listas para tomar lpi de cada 

una’ (en el caso de subcultivos de precursores neurales deben leerse con el 

ensayo de alto rango). 

4. Mezclar el TE con cada una de las muestra de modo que el volumen final de 

cada una sea de 100yl. Esta mezcla se realiza directamente en las cajas de 

96 pozos, en donde se realiza el ensayo. A la par se ponen las curvas 

estdndar necesarias (de alto y/o bajo rango) segtn el ensayo que se desee 

realizar, siguiendo los volimenes de las tablas siguientes:
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TE (ul) | RNA RiboG. Conc. Final}fl TE (ul) | RNA RiboG. Conc. Final 

2ug/ml | Diluido | de RNA 100ng/ml | Diluido | de RNA 

(ul) 200 (ul) 2000 

0 100 100 1ng/ml 0 100 100 50ng/ml 

50 50 100 0.5yg/ml 50 50 100 25ng/ml 

90 10 100 0.tug/ml 90 10 100 5ng/mi 

98 2 100 0.02ug/ml jf 98 2 100 ing/ml 

100 0 100 0 100 Q 100 0             
  

5. Agregar 100u! de solucidn RiboGreen a la dilucién correspondiente 

dependiendo de! tipo de ensayo a realizar (de alto y/o bajo rango), por 

muestra, Mane jar en la oscuridad. 

oa
 

aprox.10 veces. 

7. Incubar de 2 a 5 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz. 

. Mezclar perfectamente con la pipeta multicanal, subiendo y bajando 

8. Leer en citofluordmetro para leer placas, con los filtros que se utilizan 

para leer fluoresceina (Ex/Em: 500/525). 

9. Corregir y graficar valores de fluorescencia de {a curva estdndar haciendo 

regresién lineal, y en base a la curva corregida, calcular la concentracidn de 

- fas muestras problema. Usar la férmula y=mx+b. 

ELECTROFORESIS DE RNA en geles de Urea dcido 

Preparar las soluciones necesarias como se indica en el Apéndice IV. 

Cantidades proporcionales para: 

Reactivo 50ml 25ml 17ml 12.5ml 
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Agarosa 0.75gr 0.37gr 0.259r 0.189r 

Urea 10M 30m 15ml 10.2ml 7.5m 

Agua 15ml 7.5m) 5.1ml 3.7ml 

Acido citrico 5ml 2.5ml 17m 1.25mi 

Lavar los vidrios, los separadores y el peine de 1.5mm de la cdmara vertical 

Tall-Migthy, limpiar los vidrios perfectamente con alcohol sin tocarlos con 

las manos (usar guantes) y armar la cdmara. 

. Pesar la agarosa y agregar a la sol. de Urea y el agua en las proporciones 

correspondientes segtin la tabla anterior. 

. Licuar la agarosa en el horno de microondas sin que tlegue a hervir la Urea 

(15° NLP. 90, 2° NP. 10). 

Dejar enfriar y agregar el volumen correspondiente de dcido citrico. 

. Checar volumen y aforar al volumen final. 

. Colocar la cémara de manera horizonal en el cuarto frio (4°C) y agregar la 

agarosa con jeringa de 25mli (15m! de agarosa para ge! de 1.5mm aprox.). 

Poner peine y mantener a 4°C por 20 minutos. No sobrepasar este tiempo 

porque la urea se cristaliza. 

. Una vez polimerizado el gel, quitar peine con mucho cuidado y poner una tira 

de papel wattman en! a parte inferior del ge! para que no se resbale. 

. Colocar el gel dé manera vertical en la cémara con buffer de corrida 1X 

(dcido citrico 25mM) evitando que queden burbujas en la parte inferior. 

. Preparar las muestras como sigue: 

5ul de Urea 10M 

5ul de buffer (de Urea 10M) 

10ui de muestra (lug de RNA) 

10. Hervir las muestras 5 minutos y colocar en hielo. 
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Antes de cargar las muestras en el gel, lavar los pozos con buffer. 

Correr el gel a 80volts durante aproximadamente 2 horas. 

Tefiir gel con bromuro de etidio 

PURIFICACION DE OLIGONUCLEOTIDOS 

Lavar los vidrios, los separadores y ei peine de 1.5mm de la cdémara vertical 

Tall-Migthy. Limpiar los vidrios perfectamente con etanol 70% y montar 

cdmara de manera horizontal. Mantener a temperatura ambiente. 

Mezclar en un vaso de pp pequefio: 

15ml de Acrilamida 20% / Urea 8M (tomarla con jeringa de 25m!) 

75ul de persulfato de amonio al 10% 

7.5ul de TEMED 

Llenar la camara con la mezcla con MUCHO CUIDADO para no permitir la 

formacién de burbujas. 

Dejar polimerizar durante 20 minutos aproximadamente. 

Poner a correr el gel sin muestras con TBE 1X nuevo a 400volts durante 

30°. 

Mientras tanto preparar los oligos crudos como sigue: 

150! de oligo crudo mds 30 ui de sample buffer 

Calentar las muestras a 65°C por 5 minutos y poner en hielo. 

Antes de colocar las muestras en el gel, lavar los pozos con buffer. 

Correr las muestras durante 2 horas a 400volts. 

Al término de {a corrida, cortar las bandas principales del oligo ayudandose 

de una placa de silica fluorescente y luz de UV de onda corta para 

visualizarlas.
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11. Poner cada banda en un tubo de microcentrifuga de 1.5ml y dejar eluyendo 

toda la noche a 37°C en aproximadamente 1.5m! de agua especial para RNA. 

12. Al dia siguiente concentrar los oligos con ayuda de un evaporador hasta que 

el volumen total sea de 100ul aprox. Resuspende las sales cristalizadas en el 

volumen restante. 

13. Precipitar con 1-butanol (hasta llenar e! tubo), dar vortex 30°’, centrifugar 

5 min. a maxima velocidad en microfuga a temperatura ambiente. Eliminar la 

mayor parte del volumen del tubo con pipeta Gilson. NO DECANTAR, dejar 

aprox. 100ui en el tubo. 

14. Agregar otro volumen de 1-butanol, dar vortex 30°’, centrifugar 5 miny 

decantar el sobrenadante. 

15. Lavar el pellet con etanol absoluto, dar vortex 30°’, centrifugar 3 min. a 

10,000rpm. Realizar este paso 2 veces. 

16. Resuspender en 50ul de H2O especial cada tubo. Leer DO a 260nm para 

calcular concentracién y hacer dilucién para dejar a la concentracién 

deseada, 

Tomar Jul de muestra + 59ul de H20. Leer DO260 

DO0260/16.66 x 33pg/ul /2 = concentracién yg/pl 

PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR cDNA y RT-PCR de SUBCULTIVOS 

1. Preparar mezcla para CDNA, tomando en cuenta los volumenes por reaccién 

como sigue: 

H20 bidestilada estéril 6.5ul 

Buffer RT (BRL) 5X 6ul 

DTT 0.1M 10X 3yl 

dNTPs 5mM 3ul 

Oligo dT 0.5p9/ul ul 

Transcriptasa Reversa (BRL) 200 U/ul 0.5ul 
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Volumen total de mezcla por reaccién 20u 

Resuspender el RNA en 2Qul de agua bidestilada estéril, dar dos pulsos de 

vortex a cada tubo durante 30 segundos, colocar en hielo. 

Calentar la muestra de RNA a 65°C durante 5 min. 

Colocar en hielo. 

Centrifugar para bajar lo condensado en la tapa. 

Tomar 10u! y agregar a los 2041 de mezcla para cDNA. En caso de 

cuantificar el RNA, homogenizar las cantidades de RNA de las diferentes 

muestras para hacer el cDNA y completar el volumen faltante con H2O (cbp 

10y!), Cuando el RNA proviene de tejido se toma lug. 

Mezclar con vortex, centrifugar e incubar a 37°C durante 1 hora. 

. Al terminar la reaccién puede guardarse la mezcla a 4°C o proceder 

inmediatamente con la reaccién de PCR. 

Preparar mezcla para PCR, tomando en cuenta los voluimenes por reaccion 

como sigue: 

H20 bidestilada 37 5yl 

Buffer Taq DNA polimerasa 10X 5ul 

DNTPs 5mM 2ul 

Oligonucledtido 1 (0.1ug/ml) dul 

Oligonuclestido 2 (0.1ug/ml) Lull 

Taq DNA polimerasa 5 U/pl 0.5ul 

Volumen total de mezcla por reaccion 47ul 

10. Tomar 3ul de cDNA (de los 30ul finales, paso 6) y agregar a los 47ul de 

mezcla para PCR. 
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{1.Cubrir con 50u! de aceite mineral. Colocar en la mdquina para PCR y 

programar el protocolo de ciclos y temperatura adecuado para cada par de 

oligonuclestidos utilizados, 

12. Al terminar la reaccién, correr 10ul de muestra + 2ul de buffer de muestra 

en gel de agarosa al 2.5% en TBE 1X tefiido con bromuro de etidio. 

CONDICIONES DE AMPLIFICACION PARA CADA MARCADOR 

  

  

  

  

  

  

  

  

          

Marcador Par de oligos Temperatura de|Tamafio del 

amplificacién producto de 

amplificacion 

Shh SHH t, SHH 2 92°xi’ 64°x1", 395 pb 

72°x1". 72°10" | 

Hnf3b HNF3b1, HNF3b2) (| 92°x1’ 64°x1", 400 pb 

72°x1" . 72°x10° 

Glit GLI1-1, GLT1-2 92°x1" ,62°x1", 520 pb 

72°xt’ . 72°x10" 

Gli2 GLI2-1, GLI1-2 92°x1’ 60°x1", 613 pb 

72°xl* . 72°x10° 

Gli3 GLI3-1, GLT3-2 92°x1’ ,60°x!", 415 pb 

72°xt" . 72°x10° 

Smo SMO 1, SMO 2 92°x1" 60°x1", 405 pb 

72°x1’ . 72°x10" 

Ptel PTC1-1, PTC1-2 92°x1" 62°x1", 587 pb 

72°x1" . 72°x10" 

HPRT HPRT1, HPRT2 92°x1" 57°x1", 353 pb 

72°x1" . 72°x10° 
  

La identidad de los fragmentos amplificados fue corroborada por patrones de 

restriccién, Datos no mostrados. 

  

 



  

45 

ELECTROPORACION 

Tener listas las soluciones que se indican en el Apéndice VI. 

1. Poner las celdas para electroporacidn en hielo. 

2. Preparar los tubos para la recuperacién con 980ul de medio SOB + 10ul Mg 

2M + 10,1 glucosa 2M (vol. Total tml) ¢/u. 

3. Diluir las ligacionest:2 (10ul de ligacién + 20u1 de agua) y calentarlas 10 

minutos a 75°C (esto aumenta la eficiencia) 

4. Descongelar en hielo una alicuota de células por cada electroporacién a 

realizar. 

5. Mezclar 3ul de la ligacién diluida con las células y pasarlas inmediatamente a 

la celda, tratando de que no se formen burbujas y que las células queden 

bien repartidas en el fondo de la cubeta (darle unos golpecitos). 

6. Prender el electroporador y apretar los botones “raise” y “lower” 

simultdneamente, deberd aparecer 1.8mV en el display. 

7. Secar la cubeta y ponerla en el brazo del electroporador, empujar hasta que 

se sienta el tope. 

go
 Apretar los 2 botones rojos simultdneamente hasta que suene la chicharra. 

Nd INMEDIATAMENTE agregar a la celda el medio preparado en el punto 2, y 

se mezclan las células gentilmente 3 veces. Pasar el medio con las células al 

tubo, deslizando sobre la pared para que no se maltraten las células. 

10. Poner a recuperar de 30 minutos a 1 hora a 37°C. 

11. Platear 10pl y 100uI de células en cajas de medio sdlido con antibidtico. 

12. Dejar crecer ON a 37°C. Seleccionar y picar colonias separadas.
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PURIFICACION DE PLASMIDO A GRAN ESCALA 

Preparar las soluciones indicadas en el Apéndice VIT. 

1. Sembrar una colonia de bacterias en 1Oml de medio Luria con el antibidtico 

respectivo al gen de resistencia (10ul de ampicilina a 200ug/ul, 10ul de 

carbenicilina a 50ug/ml 6 10ul de kanamicina a 40ug/ul). Incubar por lo 

menos 10 horas a 37°C con agitacién (2500rpm). NOTA: Si se hace “stock” 

de células con glicerol al 10%, se toman las células de este cultivo. 

2. Inocular con 5 ml de cultivo “overnight” 1 litro de medio Luria que contenga 

antibidtico a.100ug/ml (ampicilina, kanamicina 6 carbenicilina segtin sea el 

caso). Incubar de 12 a 14 horas a 37°C con agitacién (2500rpm). 

3. Dividir el litro de cultivo en 2 botellas para centrifuga de 500ml 

(asegurarse de que sellen bien), equilibrarlos con el mismo medio y 

centrifugar en la centrifuga Beckman en el rotor JA10 durante 9 minutos a 

6000 rpm a 4°C. 

4. Decantar ef sobrenadante y resuspender pipeteando la pastilla (pellet) con 

20ml de buffer Pi + 200ul de RNAsa (10mg/mil). Pasar a 4 tubos de pldstico 

de 50m para centrifuga (10mi por tubo) a temperatura ambiente. 

POR CADA 1 DE LOS 4 TUBOS DE 50 ML: 

5. Agregar 10 ml de Buffer P2> mezclar “suiaveriénte e incubar 5° minutos a ~ 

temperatura ambiente. 

6, Afiadir 10ml de buffer P3 frio, mezclar por inversién e incubar 20 minutos 

en hielo. Cada 5 minutos agitar cuidadosamente manteniendo en hielo. 

7. Centrifugar a 4°C durante 30 minutos a 15,000rpm (rotor JA20 en la 

Beckman). 

8. Tomar el sobrenadante, filtrarlo con gasa en una probeta de pldstico y 

medirle el volumen. 
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Agregar 0.6 volimenes (de sobrenadante) de isopropanol e incubar 10 

minutos a temperatura ambiente. 

Repartir el sobrenadante en tubos de 50ml para centrifuga, equilibrarlos y 

centrifugar 30 minutos a 9000 rpm en el rotor JA20 en fa centrifuga 

Beckman a 4°C. 

Resuspender cuidadosamente cada una de las pastillas en 2ml de TE + 20! 

de RNAsa, mezclando suavemente hasta que se resuspenda totalmente. 

Colocar el volumen total en un tubo de pldstico de 50ml para centrifuga 

(cuando se estd purificando pldsmido a partir de un cultivo de 500ml se 

pueden realizar las extracciones en tubos de polipropileno con capacidad de 

15ml, en cuyo caso se hacen las extracciones con 4ml de fenol y 4ml de 

cloroformo). 

Hacer dos extracciones con 8m! de fenol equilibrado a pH8 y 8ml de 

cloroformo. Agitar por inversién permitiendo que se mezclen bien ambas 

fases, centrifugar durante 5 minutos a 5000 rpm (rotorJA20) a 4°C. Tomar 

siempre la fase acuosa (superior). 

-Hacer una extraccién con 8m! de cloroformo. Agitar por inversién 

permitiendo que se mezclen bien ambas fases, centrifugar durante 5 

minutos a 5000 rpm (rotor JA20) a 4°C. 

Tomar el sobrenadante y pasarlo a otro tubo de centrifuga de 50ml y afadir 

0.2 volimenes de NaCl 5M + 0.33 voltimenes de PEG 30% (preparado al 

momento). Incubar 2 horas a -70°C 0 toda Ja noche a--20°C. (Esta 

precipitacion también se puede realizar en tubos de polipropileno en caso de 

que se tengan 4ml). 

Centrifugar 20 minutos a 7000rpm a 4°C en el rotor JS-13. 

Resuspender en 1.2m! de TE y poner 600ul en cada uno de 2 tubos epp. de 

1.5m. 

Hacer una extraccién con 600u!l de cloroformo, mezclar por inversién 

durante 2 minutos, centrifugar a 14,000rpm a temp. ambiente durante 3 

minutos.
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18. Tomar la fase acuosa y repetir extraccién como en el paso 17. (Aqui se 

puede leer la DO para estimar el rendimiento y poder prever el volumen 

final en el cual resuspender el DNA de acuerdo a la concentracién deseada). 

19. Agregar 20ul de Cloruro de sodio 5M y tml de etanol, por tubo, 

20. Centrifugar 10 minutos a 14,000rpm en microfuga a 4°C 

21. Lavar con etanol al 70% y centrifugar 10 minutos a 14,000rpm en microfuga. 

Realizar este lavado dos veces. 

22. Decantar el etanol y secar en el savat (no dejar mucho tiempo), resuspender 

en Im! de TE (cuando se trata de pldsmidos para transfeccién se 

resuspenden en Agua bidestilada). 

SUBCULTIVO DE LINEA CELULAR 293T 

Preparar MEDIO COMPLETO como se indica en el Apéndice VITT. 

1. Aspirar el medio viejo ayuddndose con la bomba de vacio. 

2. Despegar las células con 5mi de Medio Completo fresco con ayuda de una 

pipeta de Sml. Subir y bajar 5 veces sin hacer espuma y colocarlas en un 

tubo de 15ml estéril con 5m! de Medio Completo. Si se recolectan varias, 

trabajar cada una por separado. 

3. Subir y bajar la suspensién de células 20 veces con una pipeta de 10m! 

estéril cuidando de no hacer espuma. 

4. Centrifugar a 400g en la centrifuga de mesa durante 5 minutos. 

5. Retirar el sobrenadante con todo y la espuma que se haya formado. Usar 

bomba de vacio. 

6. Resuspender el pellet en 1ml de medio fresco con la pipeta Gilson y subir y 

bajar la suspensién 30 veces. Agregar 4ml mds de medio y hacer lo mismo 

con la pipeta de vidrio de 5ml. 

7. Tomar 10pl, agregar 10ni de colorante azul de tripano a temperatura 

ambiente y contar en la cémara de Neubauer.  
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8. Calcular total de células: contar los 5 cuadrantes, dividir entre 5 y 

multiplicar por 20,000 = células/ml 

9. Diluirlas a 1X10(6) células por ml. 

10. Poner 9ml de medio fresco en una caja de 10mm + iml de suspensién de 

células para subcultivar. 

41. Dar golpecitos a toda la orilla de la caja antes de dejarla en la incubadora 

para que las células se distribuyan de manera homogénea. Incubar a 37°C 

con 5% de CO2. 

12. Subcultivar cada tercer dia. 

TRANSFECCION DE CELULAS 293T 

Tener listos los reactivos que se indican en el Apéndice IX. 

Dial Sembrar 1X10(6) células en 4 mi de medio completo por caja de 6mm. 

Dia 2 NOTA IMPORTANTE: Todos los reactivos deberdn estar a 

temperatura ambiente y el medio previamente equilibrado en la incubadora. En el 

caso del HBS 2X y el CaCle deberdn descongelarse alicuotas nuevas y usarse en el 

lapso de 1 semana. 

“+ Cambiar el medio a las cajas (4ml) e incubar 30 minutos a 37°C. Mientras 

tanto realizar lo siguiente por cada muestra: 

* Mezclar en un tubo de microcentrifuga de 1.5m! para 2.5 cajas: 

31.25,1 de CaClz 2M 

25ug totales de DNA 

H20 estéril grado cultivo cbp 250ul 

* Incubar 10 minutos a temperatura ambiente. 

* Agregar 250ul de HBS 2X y mezclar con la pipeta. 

 



Dia 3 
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Incubar 2 minutos a 37°C. 

Agregar 200ul de la mezcla a cada una de 2 cajas con 1X10(6) células, 

distribuyendo lo mejor posible. Agitar la caja en todas direcciones. Incubar 

a 37°C con 5% deCOz. 

Cambiar el medio (por 4m! de Medio Completo fresco) a las 17 horas 

después de la transfeccién. Esperar 5 horas aprox. para observar fluorescencia. 

Dia 4 Observar fluorescencia y/o recolectar sobrenadantes a las 24 horas 

después de haber realizado el ultimo cambio de medio. Contar porcentaje de 

transfeccién, 

Al recolectar sobrenadantes. 

* Rotular los tubos perfectamente. 

* Filtrarlos antes de hacer Jas alicuotas. 

* Ponerle parafilm a cada tubo y guardarlos a ~20°C. 

SUBCULTIVO DE LINEA CELULAR 1011/2 

Para preparar soluciones referirse al Apéndice VIII. 

s 
w
o
n
 

Aspirar el medio viejo. 

Lavar con 1m! de PBS 1X estéril una sola vez y aspirar con vacio. 

Poner tml de tripsina al 0.25% e incubar a 37°C durante 5 minutos. 

Agregar 4mi de medio completo para inactivar tripsina. Subir y bajar 

aprox. 8 veces con pipeta de 5ml y recuperar en un tubo de 15mi estéril. 

Centrifugar a 400g durante 5 minutos. 

Aspirar sobrenadante y resuspender en tml de medio completo con pipeta 

Gilson (hacer 20 pases). Agregar 4ml mds de medio y subir y bajar 20 veces 

con pipeta de vidrio de 5ml.
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7. Tomar 10ul, agregar 10u! de colorante azul de tripano a temperatura 
ambiente y contar en la camara de Neubauer. 

8. Calcular total de células: contar los 5 cuadrantes, dividir entre 5 y 

multiplicar por 20,000 = células/ml 

9. Diluirlas a 1X10(6) células/ml 

10. Para subcultivar sembrar 1ml de células més 9m! de medio completo en caja 

de 10mm. Para hacer ensayo de actividad de sobrenadantes, sembrar 10,000 

células por pozo en cajas de 24, en un volumen total de 500ul. 

11. Dar golpecitos a toda la orilla de ta caja antes de dejarla en la incubadora 

para que las células se distribuyan de manera homogénea. Incubar a 37°C 

con 5% de C02. 

12. Subcultivar cada tercer dia. 

TINCION PARA VER ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA EN 

MONOCAPA 

(en cajas de 24 pozos) 

Preparar los reactivos que se indican en el Apéndice X. 

1. Aspirar el medio 

2. Lavar con 500u! de PBS 1X pH7.3 dos veces. TENER MUCHO CUIDADO 

PORQUE SE DESPRENDE LA- MONOCAPA- (Para lavar es muy 

recomendable deslizar el buffer por la pared del pozo inclinando 

ligeramente la caja hacia delante y bajando la punta lo mds cerca del fondo 

sin tocar la monocapa. Para retirar cualquier solucién del pozo se utiliza la 

pipeta Gilson y se inclina la caja de la misma manera). 

3. Fijar con 500u! de paraformaldehido al 4% durante 15 minutos. 

4. Lavar con 500u! de PBS 1X tres veces. 

5. Incubar 10 minutos con 500uI de buffer PA fresco.
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. Incubar con 400j:| de solucién de revelado en la oscuridad durante el tiempo 

que sea necesario cuidando que el control negativo permanezca sin tefiirse, 

aprox. de 15.4 45 minutos. 

Para parar la reaccién lavar con 500ul de PBS 1X una vez. 

Dejar con 500. de PBS 1X a 4°C,
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RESULTADOS 

Los precursores neurales que se propagan con EGF expresan el receptor a Sonic 

Hedgehog, Ptc. 

Un primer acercamiento para conocer si las células precursoras neurales propagados 

con EGF podrian responder a Sonic Hedgehog (Shh) consistié en investigar la 

presencia en estas células del RNA mensajero (RNAm) del receptor a Shh Patched 

(Ptc). El determinar jos niveles de expresién de este RNAm, ademas, permitiria 

evaluar si existe respuesta de los precursores neurales a Sonic Hedgehog. Lo 

anterior fundamentado en observaciones en otros sistemds donde el gen de Ptc 

incrementa su transcripcién en respuesta a Shh. 

La deteccién del RNAm que codifica para Ptc se realizé en un subcultivo de 

precursores neurales, Este consiste de un cultivo de células disgregadas obtenidas 

de neuroesferas generadas a partir de un cultivo primario de mesencéfalo de ratén, 

que fue incubado de manera continua con EGF por 7 dias. Se usaron diferentes 

condiciones de cultivo para evaluar si el receptor se encuentra en el precursor 

proliferante que constituye la neuroesfera y/o en las células que migran de ésta, se 

adhieren al plato y diferencian. En la primera condicién, llamada de proliferacién, se 

utilizd EGF: aqui se generan las dos poblaciones de células, la que constituye la 

neuroesfera y la de células adheridas al plato. En una segunda condicién en donde se 

empled sélo bFGF, hay poca proliferacién y por lo tanto sdlo hay células adheridas 

provenientes de la neuroesfera primaria. Es preciso decir aqui que se conocen 

algunos efectos relacionados con la sobrevivencia del precursor que prolifera con 

EGF atribuidos a bFGF, por lo que se utilizé este factor para promover la 

permanencia de estas células en los protocolos empleados. La tercera y ultima 

condicién fue la combinacién de EGF mds bFGF; en estas condiciones sabemos que la 

actividad proliferativa aumenta y pudiera acompafarse por un incremento en la
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sobrevivencia de algunos tipos celulares. En la condicién llamada ‘tiempo cero’ del 

subcultivo estd representada sélo la poblacién que conforma la neuroesfera 

generada con EGF en el cultivo primario, antes del subcultivo. Al mismo tiempo 

quisimos evaluar si las células presentes en el cultivo eran capaces de responder a 

Shh aumentando la expresién de Ptc que, como se mencioné anteriormente, se sabe 

que se incrementa en respuesta al estimulo de Shh. Para tal efecto se utilizaron a la 

par las mismds condiciones de cultivo en combinacién con Shh. 

Al evaluar la presencia del mensajero de Ptc en el ° tiempo cero’ , se encontré 

que desde antes del subcultivo, Ptc se expresa en las células que conforman la 

neuroesfera (fig.1 carril 1). La presencia del receptor de Shh sugiere que dichas 

células podrian responder a este factor. Al término de los 7 dias de cultivo, se 

encontré que hubo expresién abundante de Pte en todas las condiciones con EGF 

(fig.1 carriles 2,3,6 y 7), hecho que aunado a una observacidn previa (datos no 

mostrados, véase fig.4) de que en ausencia de EGF la expresién de Ptc disminuye, 

sugiere una regulacion positiva de Ptc por EGF. En las condiciones con bFGF no se 

detecté Pte (fig.1 carriles 4 y 5), pero como la recuperacién de las células fue muy 

pobre debido a que no hay proliferacidn en el cultivo, el que no se haya detectado el 

RNAm de Ptc en dichas condiciones no es conclusive. Asi mismo, las distintas 

cantidades de RNA obtenidas en el experimento (a juzgar por las cantidades de 

HPRT) no permiten evaluar, de manera precisa, diferencias de expresién de Ptc 

entre las condiciones con y sin N-Shh (fig.1 comparar carriles 2-3, 4-5 y 6-7) por lo 

que aguf ri6 pudimos concluir si hay respuesta a Shh, problema que se aborda més 

adelante. Cabe sefalar que no se encontraron diferencias morfoldgicas entre las 

condiciones con y sin N-Shh que indicaran un efecto proliferativo y/o diferenciativo 

evidente causado por N-Shh. Con este hecho se concluyé que el criterio morfoldgico 

no permite evaluar si existe alguna respuesta a Shh en estas condiciones. 

Detectar ef RNAm del receptor a Shh en muestras obtenidas de las 

neuroesferas generadas con EGF en el cultivo primario (tiempo cero) nos indica que 
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hay células que podrian responder a Shh presentes en esta poblacién. A ademéds el 

hecho de que estas células expresen Ptc independientemente de la adicién de Shh 

recombinante al cultivo, abre la posibilidad de que exista Shh enddgeno que regule 

su expresin. Es importante mencionar que detectamos niveles de expresién de Ptc 

por arriba de lo reportado para las células antes de la estimulacién con Shh. Esto, 

de entrada, nos impide evaluar la induccién de Pte por N-Shh y nos invita a pensar 

que Ptc pudiera estar regulado por EGF en nuestro sistema, activando o 

desreprimiendo su transcripcién en el subcultivo. En suma, la presencia del receptor 

Pte en las células de la neuroesfera sugiere que estas células podrian responder a 

Sonic Hedgehog. La comparacién de los datos fué cualitativa, y este experimento 

fué preliminar en el desarrollo del proyecto. 
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Fig. t Deteccién del RNAm de Pte en subcultivos de precursores neurales. Se realizd un 

subcultivo de colonias generadas con EGF a partir de un cultivo primario (ver metodologia), 

se sembraron 10,000 células por pozo y se mantuvieron por 7 dias en cultivo con los factores 

correspondientes (N-Shh 100ng/mi, EGF 100ng/ml y bFGF 10ng/ml). Se recolectaron las 

células, se purificd el RNA y se realizé un RT-PCR a 40 ciclos. Se detectaron los RNAms de 

HPRT, mensajero de expresién constitutiva que se utilizd como indicador de la cantidad de 
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muestra empleada en la reaccién, y el de Pte, utilizando oligonucledtidos especificos para 

cada uno de ellos (ver métodos). En el ultimo carril, se muestra el control negativo de la 

reaccién de PCR. La identidad de los fragmentos obtenidos se corroboré con el patrén de 

corte de DNA generado con enzimds de restriccidn, predicho gracias a las secuencias 

reportadas (datos no mostrados). Los productos de amplificacién fueron del tamajio 

esperado, HPRT 353pares de bases (pb) y Ptc 587pb. Se muestra fotografia de un gel de 

agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio. La figura representa datos de un sdlo 

experimento. 

EGF regula la expresién de Ptc de manera dosis dependiente 

Para determinar si EGF regula los niveles de expresion de Ptc, se realizé una curva 

de dosis de EGF en un subcultivo de precursores neurales. Por otro lado, en vista de 

que la morfologia no permitid detectar cambios provocados por Shh, se decidid 

evaluar también fa respuesta, en los experimentos subsecuentes, midiendo los 

niveles en la expresién de los genes que codifican para las moléculas transductoras 

conocidas hasta el momento de la cascada encendida por Shh, y que se sabe, se 

modulan bajo su influencia. Se conoce, por el estudio en otros sistemds que, en 

respuesta a Shh, de manera paralela al incremento en la expresién de Ptc, se induce 

la expresién de los factores transcripcionales Glit y Gli2, el mismo Shh y algunos 

genes que codifican para factores de diferenciacién como Hnf3p, mientras que se 

reprime la expresién de Gli3. También se sabe que Smo, transductor membranal de 

la cascada, es indispensable para que Shh induzca una respuesta. 

En muestras obtenidas de un subcultivo de precursores neurales que fue 

expuesto a diferentes dosis de EGF,.no se detecté.e| RNAm de Ptc ni-a los 40 ciclos 

de amplificacién, cuando se utiliza Ing/ml de EGF en el medio de cultivo (fig.2 carrill 

3). No obstante el RNAm de Pte empieza a detectarse con 10ng/ml de EGF (fig.2 

carriles 4-6) y aumenta con 100ng/ml (fig.2 carriles 7-9). En ninguna de las 

condiciones se detecté Glil ni Gli2, mientras que si se encontré e! RNAm de Gli3 

(fig.2). De estos resultados {lama la atencién no haber encontrado Glil, siendo que 

Ptc si aparece en el sistema. Esto es porque en otros sistemds en desarrollo los 

 



  

cambios en la expresién de Ptc y Glil siempre van acompaiados, reflejo de la 

activacion de la cascada de transduccién inducida por Shh (Lee et al., 1997; Marigo 

et al., 1996b; Sasaki et al., 1997). Por otra parte también fue interesante encontrar 

el RNAm de Gli3, que se sabe tiene efectos inhibitorios en la cascada de Shh. En 

esta misma curva se encontré el RNAm de Smo, molécula indispensable para la 

transduccién de ia sefial por Shh (fig.2 Smo) cuyos niveles disminuyeron con 

100ng/ml de EGF. Finalmente el RNAm de Hnf36 se indujo en forma significativa 

con 100 ng/ml de EGF (fig.2, deteccidn a los 40 ciclos). También resalta de estos 

experimentos que Shh se exprese endédgenamente, en particular a las dosis altas de 

EGF, en forma similar a Ptc. 

De este experimento podemos concluir que las células presentes en el 

sistema expresan Smo y por lo tanto poseen este elemento indispensable para 

transducir la sefial de Shh. También se demuestra que EGF regula la expresidn de 

Ptc en nuestro sistema y se acompafia por los cambios en la expresién de Shh. Es 

importante hacer notar que no detectamos la expresién de Glil por lo tanto EGF no 

regula su expresion en estas condiciones. Por dltimo, logramos detectar la expresién 

de Hnf38 con la dosis mas alta de EGF empleada. La comparacién de los datos fué 

sélo semicuantitativa. La regulacién de Ptc por EGF fué corroborada en 

experimentos posteriores aunque hubo variabilidad en el sistema.. Dado lo anterior 

en un futuro serd necesario realizar mediciones cuantitativas del RNAm de Ptc.
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Fig.2 Curva Dosis-Respuesta de EGF. Se realizé un subcultivo de las colonias obtenidas con 

EGF de un cultivo primario (ver metodologia), se sémbraron 10,000 células por pozo y se 

mantuvieron por 7 dias en cultivo con diferentes dosis de EGF (0.1, 1, 10 y 100ng/ml). Se 

recolectaron las células, se purificéd el RNA y se realizé RT-PCR de los diferentes 

marcadores tomando muestras a los 30, 35 y 40 ciclos para detectar diferencias de érdenes 

de magnitud. Cada muestra equivale a un carril y por lo tanto cada condicién esta 

representada por 3 carriles continuos. Se amplificaron los RNAms de los genes Pte, Glil, 

Gli2, Gli3, Smo, Hnf 3B y Shh. Para dicho efecto, se utilizaron oligonuclestidos especificos 

para cada uno de ellos (ver métodos). La identidad de los fragmentos obtenidos se corraboré 

de manera similar a lo descrito en la fig.1. Los amplificados fueron del tamafo esperado: 

353pb, Pte 587pb, Glil 52Opb, Gli2 613pb, Gli3 415pb, Smo 405pb, Hnf3p 400pb y Shh 

395pb. En los carriles finales se muestran los controles negativo y positivo de la reaccién de 
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PCR. Como molde para el control positive se utilizé cDNA (DNA complementario) de cerebelo 
P4. Se muestra fotografia de un ge! de agarosa al 2.5% tefiide con bromuro de etidio. La 
figura representa datos de un sélo experimento. 

Los precursores neurales propagados con EGF sobreviven en cultivos de alta 

densidad en ausencia de sefal proliferativa. 

Como se vid anteriormente, EGF regula la expresién de Ptc en nuestro sistema, 

hecho que no permite distinguir de manera clara los efectos de Shh sobre Ptc. 

Aunado a lo anterior sabemos que los precursores neurales propagados con EGF 

cuando se subcultivan en ausencia del factor de crecimiento tienden a morir, Se 

sabe que las células en cultivo necesitan de una gran variedad de factores solubles 

para sobrevivir, muchos de los cuales son producidos por ellas mismds. La 

importancia de estos factores para el crecimiento celular se ha demostrado en los 

casos en que ha sido necesario cultivar células a muy baja densidad e incluso células 

individuales (como en el caso de las clonaciones), en donde para solucionar el 

problema, se ha recurrido al uso de medio condicionado de otro cultivo, ya sea del 

mismo o de distinto tipo celular. El condicionamiento del medio, es decir que el 

medio adquiera todos lo factores necesarios secretados por las mismds células a una 

concentracién adecuada para el buen desarrollo del cultivo, depende de la densidad 

celular, por lo que entre mayor sea la densidad del cultivo, mejor sera el 

condicionamiento del medio y menor la dependencia de factores de crecimiento 

adicionales al cultivo para la sobrevivencia celular. Tomando en cuenta lo anterior se 

ensayaron condiciones de cultivo en donde en ausencia de EGF, las células se 

mantuvieran viables para poder evaluar en ellas, el efecto de N-Shh. 

Con las consideraciones anteriores en mente, se realizé un subcultivo de 

precursores neurales obtenidos de un cultivo primario, el cual se mantuvo durante 6 

dias en fase de proliferacién con EGF. Es importante mencionar aqui que el numero 

de células obtenido de las neuroesferas para realizar un subcultivo, es muy bajo (de
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800 a 1200 células por colonia) si necesitamos analizar un gran numero de 

condiciones sembrando a alta densidad desde un inicio, por tal motivo se decidié 

sembrar 10,000 células por pozo y dejar el cultivo durante un periodo de 

proliferacion suficiente para incrementar ia poblacién. Al término de dicho tiempo, 

ya habia formacién de neuroesferas y células adheridas al plato, Este 

comportamiento resulta ventajoso ya que nos permite conservar las dos poblaciones 

que sabemos se generan en respuesta a EGF y que podrian responder a Shh. En este 

momento, se realizaron lavados para eliminar completamente la presencia de EGF y a 

partir de entonces (tiempo cero) se adiciond Sonic Hedhehog recombinante slo o 

en combinacién con bFGF por 24 horas, ya que como se habia mencionado 

anteriormente, a este Ultimo se le atribuyen efectos relacionados con la 

sobrevivencia del precursor que prolifera con EGF. 

En las condiciones con sdlo medio definido, la adicién de N-Shh, 0 la adicion 

de N-Shh+bFGF, las células sobrevivieron y diferenciaron en ausencia de EGF, lo que 

nos indica que éste es un protocolo apropiado para evaluar el efecto de Shh. En los 

dos casos las células presentaron la misma morfologia y tasas de sobrevivencia 

similares (Tabla 1). 

  

  

  

TABLA 1 Sobrevivencia de las células en ausencia de EGF 
24hrs. con: % de sobrevivencia 

bFGF 10ng/mi 88.2% 

Shh 5yg/ml 88.2% 

Shh 5yg/ml + bFGF 10ng/ml 80.2% 

Medio Definido 80.5%       
  

Para medir la viabilidad celular, las células se tifieron con el colorante vital azul de tripano. El 
porcentaje de sobrevivencia es el cdlculo de células vivas sobre el niimero total de células en 
el pozo (vivas + muertas).
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Medio Definido Shh 5ug/mi 6 

Shh 5ug/ml + bFGF 10ng/ml 

Fig.3 Condicién de sobrevivencia celular en ausencia de EGF. Las células provenientes de 
la neuroesfera generada con EGF en el cultivo primario se sembraron en un subcultivo a 
10,000 células por pozo, se expandieron con EGF durante 6 dias, se realizaron 3 lavados con 
medio definido e inmediatamente después se pusieron las condiciones de medio definido, con 
la adicién de Shh 5ug/ml 6 de Shh + bFGF 10ng/ml por 24 horas. Se muestran fotos de 
ambas condiciones. La figura representa datos obtenidos de 3 experimentos independientes. 

Shh induce la expresién de Pte y en combinacién con bFGF la de Hnf 3p. 

Tomando en cuenta las condiciones de cultivo establecidas anteriormente, se 

disefid un experimento para medir la respuesta de los precursores neurales 

expandidos con EGF a Shh. Para evaluar la respuesta se detecté ta presencia de los 

_mismos componentes de la cascada de Shh empleados en la fig.2. 

En este cultivo empleamos dos concentraciones distintas de N-Shh para 

tener dos puntos de referencia, ya que como se sabe (véanse los antecedentes), los 

efectos de Shh dependen de ia concentracién. Las concentraciones utilizadas fueron 

muy altas (5 y 10ug/ml) ya que en los experimentos previos en donde utilizamos la 

dosis de 100ng/ml no vimos ningun efecto ademds de que se han reportado efectos 

con concentraciones similares. Ademds se incluyeron las combinaciones de ambas 

 



  

concentraciones de N-Shh con bFGF para asegurar la sobrevivencia de la posible 

poblacién responsiva. El ‘tiempo cero’ de este cultivo corresponde a la poblacién de 

células expandida durante 6 dias con EGF en el subcultivo (fig.4 carrilest-3) (ver 

metodologia pdg.36)y representa a la poblacién de precursores antes de retirar el 

EGF. En esta misma condicién se detectéd previamente Ptc y Hnf3 (fig.2 EGF 

100ng/ml). La condicién con medio definido es aquella en donde se recolectan las 

células después de 24 horas con medio definido a partir de la eliminacién del EGF 

(fig.4 carriles 4-6), y es la condicién de referencia para evaluar los efectos de los 

demas factores en el mismo lapso de tiempo. Se analizé también la condicién con 

bFGF solo por 24 horas (fig.4 carriles 13-15) que constituye el control de las 

condiciones en donde se combina Shh con bFGF y en donde se esperaria que la 

sobrevivencia estuviera incrementada. 

Al evaluar la presencia de los RNAms de las diferentes proteinas 

involucradas en la transduccién de la sefial de Shh mencionadas en la fig.2 a las 24 

horas de eliminada la sefial de EGF, encontramos que la expresidn de Ptc se abate 

(fig.4 carriles 4-6) lo que corrobora la regulacién de Pte por EGF en nuestro 

sistema. No se detecté expresidn de Glil ni Gli2, pero la de Gli3 y Smo se mantuvo. 

Cuando por el contrario, se adiciona N-Shh a dos concentraciones distintas desde el 

momento en que se elimina el EGF, la expresidn de Pte se regula positivamente (fig.4 

carriles 7-9 y 10-12) y sdlo en el caso de Shh tOug/ml se observa una disminucién en 

la expresién de Gli3 y un incremento en Shh (fig.4 carriles 10-12). En la condicién 

en la que se maitiene el cultivo con bFGF solo, se detecta el RNAm de Ptc, Gli3, Smo 

y Shh (fig.4 carriles 13-15) mientras que de manera muy interesante, cuando se 

combina bFGF con Shh 5ug/ml pero no con 10ug/ml se induce ademds la expresién 

de Hnf3f en forma significativa. Este hecho sugiere que Shh induce su expresién en 

combinacién con bFGF ademds de que invita a pensar que la activacién de Hnf38 por 

EGF a 100ng/mi (fig.4 carriles 1-3) pudiera deberse a la combinacidn de este ultimo 

con el Shh endégeno presente (fig.4 carriles 1-3). Finalmente, cuando se combina 
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bFGF con la concentracién alta de Shh (10ug/ml) (fig.4 carriles 19-21) se detecta 

Ptc y una disminucién importante en la expresién de Gli3 y Shh. Este 

comportamiento resulta similar al observado cuando se agrega sdio N-Shh a 10p.g/ml 

y Sugiere que estas moléculas son inhibidas por Shh a dosis altas. Es de gran 

importancia sefalar que a pesar de que se logré descubrir la expresién de Pte 

causada por Shh, no se detecté Glil en estas condiciones. 

De este experimento podemos concluir que Shh promueve la regulacién 

positiva de Pte a las 24 horas en ausencia de EGF y que a pesar de esto no se logra 

detectar a expresién de Glit. En vista de que en los sistemds estudiados hasta el 

momento existe una correlacion positiva entre el aumento del RNAm de Ptc y el de 

Glit en respuesta a Shh, pensamos que la activacién de Glil en nuestro sistema 

pudiera ser transitoria y debiera detectarse a tiempos més cortos dentro de las 24 

horas aqui analizadas. Contrariamente a lo esperado y de manera similar a lo 

encontrado en la fig.2, Gli3 se expresa en la mayoria de las condiciones, pero de 

manera muy lItamativa, la dosis alta de Shh (1Oug/ml) regulé negativamente su 

expresién, igual que la de Shh. Por ultimo se encontré que Hnf3p es regulado por 

Shh en combinacién con otros factores de crecimiento como EGF 6 bFGF, y que 

estos dos factores pudieran estar promoviendo !a regulacién positiva de Pte por 

mecanismos similares.
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Fig.4 Efecto de Shh sobre los precursores neurales en ausencia de EGF. Se realizo un 

subcultivo de 10,000 células por pozo, se expandieron las células con EGF 100ng/ml por 6 

dias, se lavaron 3 veces y se agregaron los factores indicados por 24 horas, al término de las 

cuales se recolectaron las células, se purificd el RNA y se realizaron los RT-PCR tomando 

muestras a los 30, 35 y 40 ciclos. Cada muestra equivale a un carril y por lo tanto cada 

condicién estd representada por 3 carriles continuos. Se amplificd el RNAm de HPRT, Ptc, 

Glil, Gli2, Gli3, Smo, Hnf3B y Shh. Para dicho efecto, se utilizaron oligonucledtidos 

especificos para cada uno de ellos (ver métodos). Los amplificados fueron del tamafio 

esperado: HPRT 353pb, Ptc 587pb, Gli! 520pb, Gli2 613pb, Gli3 415pb, Smo 405pb, Hnf3p 

400pb y Shh 395pb. En los carriles finales se muestran los controles negativo y positivo de



  

la reaccién de PCR. Como molde para el control positive se utilizé cDNA de cerebelo P4. Se 

muestra fotografia de un gel de agarosa al 2.5% teflido con bromuro de etidio. La figura 

representa datos de un sdélo experimento. 

La poblacién de precursores neurales expandidos con EGF responde a Shh en un 

lapso corto de tiempo expresando Glil, Pte y Shh. 

Basados en los resultados anteriores en donde se observa que los precursores 

neurales responden a Shh regulando positivamente la permanencia del RNAm de su 

receptor Ptc y no se logra detectar el RNAm de Glil, se decidié evaluar la respuesta 

a intervalos menores de 24 horas con el objeto de determinar la cinética de 

activacién de Glil con respecto al tiempo, ademds de conocer la regulacién de la 

expresion de otros genes inducidos por Shh como Shh mismo y Ptc en estos mismos 

intervalos de tiempo. 

Como sabemos que EGF regula Pte en nuestro sistema y resulta dificil 

evaluar el efecto de Shh cuando esta presente, se necesita evaluar el efecto de Shh 

cuando los precursores neurales no estén bajo la influencia de EGF. Por el 

experimento anterior sabemos que 24 horas después de haber eliminado el EGF del 

cultivo Pte ya no se expresa (fig.4 carriles 4-6), pero no conocemos desde que 

momento se abate su expresién. Por tal motivo y para poder evaluar el efecto de 

Shh sobre los precursores en ausencia de EGF a tiempos menores a 24 horas, se 

decidié hacer una curva temporal eliminando la sefial de EGF después de 6 dias de 

subcultive y recolectando las células a partir de 1 y hasta 24 horas después de 

haber eliminado la presencia de EGF. Paralelamente a esta curva se realizé otra 

similar manteniendo el estimulo de Shh a partir de la eliminacién del EGF y hasta la 

recoleccidn de la muestra. 

En el andlisis de las células recolectadas a los diferentes tiempos, se encontréd que a 

partir de una hora de haber eliminado la sefal proliferativa de EGF la expresién de 

Pte se abate (fig.5a Pte, carriles a partir del 1), resultado que corrobora una vez
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mds la regulacién de Ptc por EGF. Por otro lado, en la curva temporal con Shh la 

expresion de Ptc se indujo (o se mantuvo) a una hora del estimulo con Shh (fig.5b 

carriles 1,2 y 3), disminuyé drdsticamente a las 2 horas (fig.5b Pte carriles 4, 5 y 6, 

30, 35 y 40 ciclos respectivamente), y volvid a expresarse de las 4 horas en 

adelante, aunque en muy bajos niveles. Estos resultados demuestran que los 

precursores neurales presentes en nuestro sistema responden a Shh expresando Ptc 

de manera independiente a EGF (comparar fig.5a Ptc, con fig.5b Ptc). Ademds, Shh 

indujo la expresién de Shh enddgeno generando un pico a las 4 horas de iniciado ei 

estimulo (fig.5b Shh, carriles 7-9), mientras que en ausencia de N-Shh la produccién 

de Shh endégeno se mantiene en un nivel bajo (comparar fig.5a y 5b, Shh). Lo més 

relevante de este experimento fue la induccién de la transcripcién del gen Gli! en 

respuesta a Shh a la hora de comenzado el estimulo (fig.5b Gli1 carriles 1-3) siendo 

que en ausencia de éste (fig.5a Glil) no se detecta transcrito a ningun intervalo de 

tiempo. Lo anterior es de gran importancia ya que indica que nuestro sistema si es 

capaz de responder a Shh induciendo la expresién de Gli1 en un intervalo muy corto 

de tiempo en la condiciones evaluadas. Es importante mencionar aqui que la 

deteccién transitoria del RNAm de Glil no nos indica si esté presente la proteina 

por el mismo periodo de tiempo y mucho menos nos habla de su actividad. Por tal 

motivo en un futuro serd necesario detectar la presencia de la proteina de Gil en 

nuestros cuitivos. No se encontré la expresién de Gli2 (figs.5a y 5b Gli2) y si la de 

Gli3 (figs.5a y 5b) en presencia o ausencia de! estimulo de Shh a todos los intervalos 

de tiempo evaluados. Almedir la presencia del-mensajero de Smo se encontré que se 

expresa de manera abundante a todos los intervalos de tiempo en ausencia de N- 

Shh (fig.5a Smo), mientras que en presencia de N-Shh desaparece a partir de las 12 

horas (fig.5b Smo). Este comportamiento pudiera deberse a variaciones del sistema 

ya que no es consistente con el resultado previo en donde detectamos la expresién 

de Smo a las 24 hrs de cultivo en presencia de N-Shh 5ug/ml (fig.4 carriles 7-9). 
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Dados los resultados anteriores concluimos que en ausencia de EGF la 

expresién de Pte se abate a partir de una hora de haber eliminado el estimulo, lo que 

permite visualizar que Shh regula positivamente la permanencia de! RNAm de Ptc de 

manera independiente a EGF, ademds de inducir la expresién de Glit y Shh. La 

temporalidad en la expresién de estas moléculas nos hace pensar que Glil pudiera 

estar mediando la induccién de la expresién de Ptc y Shh en respuesta a Shh-N en 

los precursores presentes en nuestro sistema. 

Con el comportamiento observado en este cultivo, aunado a los resultados 

obtenidos en los experimentos previos podemos concluir que los precursores 

neurales expandidos con EGF presentes en nuestro sistema ‘ in vitro’ expresan a la 

proteina transmembranal Smo, que es indispensable para la transduccién de la sefial 

inducida por Shh, y que en ausencia de EGF son capaces de responder a Shh 

induciendo, de acuerdo a lo esperado, su propio receptor Ptc, Shh mismo, y la 

“expresion de Gli1 que se sabe es un factor transcripcional que activa positivamente 

la transcripcién de sus genes blanco. Esta ultima consideracién ha permitido 

proponer a Glil como un efector final de la cascada de Shh. También concluimos que 

Shh es capaz de inducir la expresion del marcador de diferenciacién temprana de la 

placa del piso Hnf36 en combinacidn con otros factores de crecimiento como EGF 0 

bFGF. La activacion de la cascada es posible a pesar de que Gli3, del que se conocen 

principalmente efectos regulatorios negativos de la cascada, se expresa de manera 

abundante en nuestro sistema. 
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Fig. 5 Curva temporal del efecto de Shh sobre precursores neurales en cultivo. Se 

realizé un subcultivo de 10,000 células por pozo, se expandieron las células con EGF 

100ng/ml por 6 dias, se lavaron 3 veces y se pusieron las condiciones correspondientes 

(medio definido, fig.5a; 6 Shh 5ug/mi, fig.5b) por los periodos de tiempo indicados, al 

término de los cuales se recolectaron las células, se purificd.el RNA y se realizaron los RT- 

PCR tomando muestras a los 30, 35 y 40 ciclos, Cada muestra equivale a un carril y por lo 

tanto cada condicién esta representada por 3 carriles continuos. Se detectaron los RNAms 

de HPRT, Ptc, Glil, Gli2, Gli3, Smo y Shh. Para dicho efecto, se utilizaron oligonucledtidos 

especificos para cada uno de ellos (ver métodos). Los amplificados fueron del tamafio 

esperado, HPRT 353pb, Pte 587pb, Glil 520pb, Gli2 613pb, Gli3 415pb, Smo 405pb y Shh 

395pb. En los carriles finales se muestran los controles negativo y positive de la reaccién de 

PCR. Como molde para el! control positive se utilizé cDNA de cerebelo P4. Se muestra 

fotografia de un gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio. La figura representa 

datos de un sdlo experimento.
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Activacién de la cascada de sefalizacién por Shh en el mesencéfalo ventral ‘in 

vivo’ . 

Con el objeto de saber si Ja activacién de los precursores neurales propagados con 

EGF presentes en nuestro sistema de cultivo ° in vitro’, en respuesta a Shh refleja 

el comportamiento de los precursores neurales presentes en el mesencéfalo ventral 

‘in vivo’, se midié la expresion de los distintos componentes de la cascada de Shh en 

el tejido mesencefdlico ventral que se obtuvo de embriones de los diferentes 

estadios de desarrollo a partir de los 10.5 y hasta los 15.5dpc. La obtencidn del 

tejido se realizé a dichos estadios para abarcar la etapa de 13.5dpc, que fue la que 

se utilizé para realizar los cultivos primarios, y analizar temporalmente la respuesta 

“in vivo’. 

De esta manera, al medir la expresién de los genes de la cascada de Shh en el 

mesencéfalo ventral a los diferentes estadios se encontré que glil se expresa mas 

abundantemente a los 12.5dpc (fig.6 Glil) que coincide con el inicio de la expresion 

del marcador Hnf3p (fig.6 Hnf3p). A los 13.5dpc, es decir 24 horas después, glil 

desaparece drdsticamente y Hnf3p alcanza su maxima expresién para disminuir a los 

14.5dpe y desaparecer completamente a los 15.5dpc (fig.6 Hnf3A). Pte presenta un 

pico maximo a los 13.5dpc (fig.6 Ptc). Gli3 se expresa fuertemente en todos fos 

estadios (fig.6 Gli3) mientras que Smo desaparece a partir de los 14.5dpc (fig.6 

Smo). Gli 2 se detectaa los 10.5 y 11.5dpc en el mesencéfalo completo y mds 

especificamente en el MV a los 13.5 y 15.5dpc (fig.6 Gli2). : 

En los resultados anteriores se observa que la activacién de la cascada de 

Shh ‘in vivo’ identificada por la expresién breve de Glit, coincide con la induccién de 

la transcripcién del gen responsive a Shh que se expresa en el mesencéfalo ventral, 

Hnf36 a los 12.5dpc. 24 horas después de la activacién de la cascada, a los 13.5dpc, 

el pico maximo de expresién de Pte coincide con la maxima expresidn del marcador 

Hnf3p. Este hecho es congruente con la expresién de Ptc y Hnf3B 24 horas después
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de la activacién por Shh en nuestro sistema de precursores ‘in vitro’. Cabe recordar 

que este estadio (13.5dpc) fue el que se utilizé para obtener los precursores 

neurales en los cultivos primarios, y que la fuerte expresién de Gli3 no impidié la 

activacién de la cascada * in vivo’. . 

El hecho de encontrar encendida la cascada de sefalizacién por Shh en el 

mesencéfalo ventral ‘in vivo” presentando un patrén temporal similar al inducido en 

los precursores neurales en respuesta a Shh, valida nuestro sistema para el estudio 

de la respuesta de los precursores neurales a Shh. Esto, ademds, nos brinda la 

oportunidad de analizar la temporalidad de la activacién y los efectores que modulan 

la transduccion por Shh “in vitro’. 

 



  

71 

1234 5 6 7 89 10 12 1213 1415161718 (-) + 

Glil 

Gli2 

Gli3 

10.5dpe 1.5dpe 12.5dpe 13.5dpe 14.5dpe 15.5dpe 

Mesencéfale 
completo Mesencéfalo Ventral 

Fig.6 Ontogenia de las moléculas involucradas en la cascada de transduccién de Shh en 

el mesencéfalo ventral ‘in vivo’. Se obtuvieron embriones de los diferentes estadios de 

desarrollo indicados, se disecté el mesencéfalo ventral, se purificd el mRNA, se realizé RT- 

PCR de los diferentes marcadores tomando muestras a los 30, 35 y 40 ciclos. Cada muestra 

equivale a un carril y por lo tanto cada condicién estd representada por 3 carriles continuos. 

. Se detectaron los RNAms de HPRT, Pte, Glil, Gli2, Gli3, Smo y Hnf 3p. Para dicho efecto, se 

utilizaron oligonucledtidos especificos para cada uno de ellos (ver métodos). Los amplificados 

fueron del tamafio esperado, HPRT 353pb, Pte 587pb, Glit 520pb, Gli2 613pb, Gli3 415pb, 

Smo 405pb y Hnf3B8 400pb. En los carriles finales se muestran los controles negativo y 

positive de la reaccién de PCR. Como molde para el control positivo se utilizé cDNA de 

cerebelo P4. Se muestra fotografia de un gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de 

etidio. La figura representa datos de un sdlo experimento. 
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Produccién de Shh activo por medio de transfeccién en células 293T. 

Se ha descrito que Shh es una proteina que ademés de sufrir un corte autocatalitico 

adquiere dos modificaciones lipidicas postraduccionales que la mantienen 

principalmente anclada a la membrana: una molécula de colesterol en su extremo 

carboxilo y una de palmitato en el amino. A pesar de poseer estas modificaciones, se 

le atribuyen efectos a corta y larga distancia cuyo mecanismo de accidn aun no se ha 

podido explicar. Lo anterior ha promovido la comparacién de la actividad de las 

proteinas con y sin modificaciones para evidenciar diferencias importantes. En 

particular ya se describid que cuando la proteina N-Shh posee la molécula de 

palmitato en el extremo amino es 30 veces mds potente que cuando carece de él, lo 

que sugiere que esta modificacién pudiera jugar un papel importante en la funcién de 

Shh (Pepinsky et al., 1998). La actividad de Shh en estos ensayos fue evaluada 

haciendo uso de !a propiedad specifica de los osteoblastos de producir 

abundantemente la enzima fosfatasa alcalina (FA) (Katagiri et al., 1994), gracias a 

que Shh es capaz de hacer diferenciar a la linea celular pluripotente de 

fibroblastos, C3H10T1/2, en osteoblastos productores de FA (Kinto et al., 1997). 

Aprovechando lo anterior es comin utilizar esta linea celular para medir la actividad 

bioldgi¢a de Shh tan sdlo midiendo actividad de FA en el cultivo (Pepinsky et al., 

1998; Williams et al., 1999). 

Dada la importancia que pudieran tener estas modificaciones 

postraduccionales en ta actividad de Shh en nuestro sistema de precursores 

neurales, y que la proteina con ambas modificaciones no se puede obtener todavia en 

el mercado, nos dimos a la tarea de establecer las condiciones para producir Shh en 

una linea celular de mamifero. Esto lo logramos por medio de ta transfeccién 

transitoria de un plasmido (pRK5-Shh) que posee la secuencia completa del cDNA de 

Shh _ bajo la regulacién de un promotor de expresién constitutiva, en la linea celular 

293T. A partir de estos cultivos obtuvimos la proteina Shh en el sobrenadante 
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recolectado a las 41 horas después de la transfeccién. Para corroborar la actividad 

de la proteina presente en el sobrenadante, establecimos un ensayo utilizando Ja 

linea celular C3H10T1/2 antes mencionada y cultivamos estas células a una densidad 

de 10,000 células por pozo (en cajas de 24 pozos) durante 6 dias en ausencia o 

presencia de diferentes cantidades del sobrenadante recolectado de la 

transfeccién de las 293T. Al final de este tiempo las células se procesaron para 

detectar la actividad de la FA en el cultivo y poder asi, determinar cualitativamente 

la actividad del sobrenadante con Shh . 

De esta manera encontramos que 100u! del sobrenadante obtenido de una 

transfeccién del 69% de células 293T con 10ug de plasmido pRK5-Shh, presentd 

actividad biolégica comparable, e incluso superior, a la actividad de N-Shh 

recombinante a 5u9/ml (fig. 7). Cuando se utilizaron 10u1 del mismo sobrenadante la 

actividad de Shh disminuyé 10 veces aproximadamente, mientras que cuando se 

utilizd ul no se detecté actividad, a juzgar por la comparacidn con el sobrenadante 

control. Este ultimo constituye la adicién del sobrenadante recolectado del cultivo 

de las 293T transfectadas con el vector vacio (pRK5). 

Gracias a la estandarizacién de estos protocolos ahora contamos con una 

manera de producir Shh en una linea celular de mamifero y también con un método 

para evaluar su actividad biolégica. Y aunque por ahora la evaluacién fue sdlo 

cualitativa, existen formds de cuantificar la actividad de la FA que en un futuro se 

utilizaran en el laboratorio. Durante la recoleccién de ios sobrenadantes no 

determinamos la cantidad de Shh presente en ellés pero estimamos que debe ser 

muy baja ya que, por las caracteristicas antes mencionadas, la proteina secretada 

permanece preferentemente asociada a la membrana. Por lo tanto cuando 

observamos que la actividad de 100ul del sobrenadante producido es equivalente a la 

actividad de 5pg/ml de N-Shh recombinante, suponemos que el Shh producido por 

las 293T, transfectadas con pRK5-Shh, es mas potente ya que dificilmente estarian 

presentes 5yg de Shh en 100u!. Esta hipétesis necesita ser corroborada pero por lo
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pronto contamos con una metodologia ya establecida para la produccidn y evaluacién 

de Shh que presumiria tener las modificaciones postraduccionales que Shh sufre ‘in 

vivo’. 

sn Contro! 100ul 
Sey 7 oT 4      

    

   
   
   sn Shh 10y11 

Mg 

Control sin N-Shh    
Fig.7 Actividad de diferenciacién osteobldstica del sobrenadante de células 293T 
transfectadas conel pldsmido que contien Shh, pRK5-Shh. Las células 293T se 

transfectaron de manera transiente con pRK5-Shh o pRKS, el sobrenadante se recolecté a 

las 41 horas de la transfeccidn (para detalles ver la seccién de metodologia) y se agregé en 

dosis de 1, 10 y 100 ul a un cultivo de células C3HIOT1/2. Después de 6 dias en cultivo se 

 



  

  

tifleron estas células para ver actividad de Fosfatasa Alcalina. El sobrenadante control es el 

medio condicionado de las células 2937 transfectadas con el vector vacio (pRK5). En la 

condicién con N-Shh, éste se agregé a la concentracién indicada. La figura representa datos 

obtenidos de dos experimentos independientes,
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DISCUSION 

En el presente trabajo nuestro interés se centré principalmente en la 

caracterizacién de la respuesta al morfégeno Sonic Hedgehog (Shh) de precursores 

neurales expandidos en cultivo con la ayuda del factor de crecimiento EGF. Shh esté 

identificada como una proteina clave en el establecimiento del patron dorso-ventral 

durante el desarrollo embrionario del SNC y se le atribuye la induccién de los 

distintos fenotipos ventrales en todo el tubo neural a lo largo del eje antero- 

posterior, hecho que nos indica que una misma molécula es capaz de generar 

diferentes tipos celulares dependiendo de la célula sobre la que actue y el contexto 

en el que esta ultima se encuentra. El sistema experimental de precursores neurales 

que utilizamos para investigar la respuesta a Shh fue caracterizado con 

anterioridad en nuestro laboratorio y sabemos que estd constituido por una 

poblacidn enriquecida de precursores neurales, muy tempranos en el desarrollo, que 

conservan la capacidad de dar origen a los dos linajes del SNC que son el glial y el 

neuronal (Santa-Olalla, and Covarrubias,1995a). Paralelamente se observé que estos 

precursores pueden generar distintos fenotipos neuronales terminales como el 

dopaminérgico, que resulta ser uno de los fenotipos ventrales inducidos por Shh ‘in 

vivo’. En nuestro sistema, la diferenciacién hacia este tipo celular parece requerir 

una sefal selectiva ya que el fendmeno es aleatorio (Santa-Olalla, and Covarrubias, 

1995b). Estos datos constituyen !a justificacién principal de este trabajo para 

proponer de entrada que estas células precursoras responderian a Shh. ‘Los 

resultados obtenidos de! presente trabajo demuestran que estos precursores son 

capaces de responder a Shh induciendo la expresién temporal de moléculas blanco 

como Glil, Ptc y Shh de manera congruente a lo que se ha caracterizado en otros 

sistemas. Nuestros resultados también muestran que estos precursores son capaces 

de diferenciar hacia células de la placa del piso, a juzgar por la induccién del factor 

nuclear de hepatocitos Hnf3p que la caracteriza. La placa del piso es una estructura 
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que se encuentra presente en el tubo neural ventral y es de gran relevancia durante 

el desarrollo del SNC. Esta diferenciacién fue generada en respuesta a la 

combinacién de la proteina Shh con otros factores de crecimiento como bFGF y 

posiblemente también EGF. La respuesta temporal de los precursores neurales en 

cultivo refleja el comportamiento de las células presentes en el mesencéfalo ventral 

“in vivo’, lo que valida nuestro sistema como un modelo para el estudio de los 

efectos de Shh sobre las células precursoras neurales . De manera independiente a 

la induccidn del receptor Pte por Shh en nuestro sistema, identificamos una 

regulacién positiva de dicho receptor por EGF. Este evento, que no ha sido descrito 

con anterioridad, puede ser de gran relevancia en el esclarecimiento del mecanismo 

de accién y transduccién de la sefial de Shh. 

Los precursores que conforman la neuroesfera expresan Ptc y Smo: moléculas 

indispensables para la recepcidn y transduccidn de la sefial. 

Diversos grupos de trabajo han demostrado una correlacién en el aumento 

de la expresién del receptor Ptc en respuesta al estimulo de Shh, su ligando 

(Marigo and Tabin, 1996; Oro, et al, 1997: Sang-Hun et al, 2000; Wechsler-Reya 

and Scott, 1999: Zhu, et al, 1999); por esto, actualmente el detectar un aumento en 

su expresion es indicio de que la via de sefializacién por Shh estd activa. Con ayuda 

de la técnica de RT-PCR logramos detectar la presencia del RNAm de Ptc en las 

células precursoras que conforman la neuroesfera en nuestro sistema (fig.t). Esto 

fue sin necesidad de estimularlas previamente con Shh recombinante (N-Shh) lo que 

en principio nos indica que las células expresan el receptor Pte necesario para 

responder a Shh. Ademds, fa presencia de los transcritos de Pte en las células en 

cuestidn, nos sugiriéd que Shh pudiera estarse expresado de manera enddgena en la 

neuroesfera, hecho que confirmamos posteriormente (datos no mostrados). También 

medimos la presencia de Smo en los precursores neurales (fig. 4), ya que como se 
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mostré por otros, este transductor membranal es indispensable para desatar una 

respuesta celular a Shh (Carpenter et al, 1998; Hynes, et al 2000; Stone et al, 

1996; van den Heuvel et al, 1996; Xie, et al, 1998:). El hecho de encontrar que 

dentro del microambiente de la neuroesfera se expresa Shh, su receptor Pte y el 

transductor Smo, indica que la via de sefializacién por Shh pudiera jugar un rol 

importante en alguno o varios de los procesos que se llevan a cabo durante el 

desarrollo de la neuroesfera: la proliferacién de precursores tempranos, la 

restriccién del potencial de estos precursores tempranos dando origen a 

precursores mds tardios, la proliferacién de estos precursores tardios, la 

diferenciacién terminal, o en la sobrevivencia de cualquiera de estos tipos celulares, 

entre otros. Existen ejemplos durante el desarrollo de otros tejidos en donde un 

mismo factor de crecimiento estd involucrado en dos o mds de estos procesos, como 

en el caso de la diferenciacién de las células de la cresta neural en donde el factor 

SCF (stem cell factor) acttia como factor tréfico sobre las células pluripotentes de 

la cresta neural, mientras que sobre las células melanogénicas comprometidas, actda 

como factor tréfico sélo con ayuda de neurotrofina. Aunado a lo anterior, SCF 

promueve la diferenciacién de las células de la cresta neural al linaje neuronal 

sensorial (revisado por Sieber-Blum and Zhang, 1997). En nuestro sistema es 

necesario caracterizar en cual de estos procesos estdn involucradas las moléculas 

de la cascada de sefializacién de Shh, y dado esto, es necesario identificar a las 

células precursoras especificas que expresan estas moléculas para asi poder 

proponer posibles respuestas al estimulo de Shh. Para lograr este objetivo es 

necesario realizar hibridaciones ‘in situ’ o inmunocitoquimicas en la colonia 

completa, en cortes o en células disgregadas, por ejemplo. Muchos grupos han 

demostrado que células en explantes del tubo neural ventral son capaces de 

responder al estimulo de Shh generando diferenciacién ventral especifica de la zona 

(Ericson et al, 1995; Hargrave et al, 2000: Marti et al, 1995; Roelink et al, 1994; 

Wang et al, 1995): ahora nosotros somos capaces de aislar precursores muy 
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tempranos en el desarrollo del SNC que expresan los elementos indispensables para 

responder a Shh, y por lo tanto tenemos un sistema muy Util para estudiar la 

participacién de los componentes de la cascada en la respuesta celular especifica de 

la célula blanco. 

Glil, Gli2 y Gli3 se expresan diferencialmente en los precursores neurales que 

responden a EGF. 

Dentro de la familia de los factores transcripcionales homélogos a Ci de 

Drosophila, en vertebrados, Glil es el factor que originalmente se caracterizd como 

mediador del efecto de Shh. En un principio durante el desarrollo del sistema 

nervioso central se expresa en la linea media de la placa neural, (Lee, et al, 1997) 

cuando Shh todavia no se expresa en esa estructura pero ya se expresa en la 

notocorda, De hecho se demostré que la induccién de Glit en la placa neural depende 

de la notocorda (Ruiz i Altaba, 1997). Cuando Glil es expresado ectdpicamente es 

capaz de inducir la expresién de los genes blancos de Shh como son f-spondina, 

Hnf3B y Shh mismo (Ruiz i Altaba 1997). Se describid también que el gen de Hnf3p 

posee secuencias de unién a Glil en sus regiones regulatorias y se comprobé que es 

regulado por Glil ‘in vivo’ (Ruiz i Altaba 1998; Sasaki et al, 1997). Ademds, esta 

bastante bien documentado que la adicién de N-Shh recombinante a explantes y 

cultivos celulares induce la expresién de Glil (Dahmane and Ruiz i Altaba, 1999; 

Rowitch, et al, 1999; Sang-Hu Lee et al, 2000; Wechsler-Reya and Mattew, 1999). 

De manera consistente con lo anterior, nuestros resultados muestran que los 

precursores neurales expandidos con EGF expresan Glii en respuesta al estimulo de 

N-Shh (fig. 5b). Esta respuesta es especifica, temprana y transitoria. Esto Ultimo 

pudiera ser consecuencia de la concentracién de N-Shh empleada durante los 

ensayos (5ug/ml) ya que pudimos observar que a concentraciones menores Ja 

expresién de Glil se detecta hasta las 24 horas de estimulacién (datos no 
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mostrados). Esto sugiere que la concentracién de N-Shh es un factor determinante 

en la expresién temporal de Glit, y que esto pudiera influir a su vez en la produccién 

de las diferentes respuestas celulares a Shh, como las que ya han reportado otros 

grupos anteriormente (Marigo, and Tabin, 1996; Roelink, et al 1995). En nuestro 

caso pudiera estar actuando de manera inhibitoria en la cascada a concentraciones 

altas, ya que al mismo tiempo encontramos que a concentraciones alin mayores 

(10ug/ml), no sdlo no detectamos Glil a las 24 horas del estimulo, sino que 

observamos una disminucién en la expresién de Smo, y como discutiremos mds 

adelante, también de Gil 3, comportamiento que no detectamos a N-Shh a 5ug/ml 

(Fig. 4). 

Se ha descrito que Gli2 al igual que Glil es un gen blanco de Shh y su 

transcripcién es inducida por este (Ruiz i Altaba 1998). Gli2 se expresa en zonas 

ventrales del tubo neural aunque, a diferencia de Glil, también se detecta en dreas 

dorsales que sobrelapan con las zonas de expresion de Gli3 (Ruiz i Altaba 1997). La 

proteina completa de Gli2 constituye un activador débil de la transcripcién (Sasaki 

etal 1999), pero a su vez estd compuesta por dominios activadores y represores 

cuya formacién estd regulada postraduccionalmente por Shh (Qi Ding et al, 1998; 

Ruiz i Altaba, 1999; Sasaki et al 1999). Su forma activadora es capaz de inducir, al 

igual que Shh, la formacién de la placa del piso cuando se expresa de ‘manera 

ectépica (Michael et al 1998, Qi Ding et al, 1998). Se ha observado con sorpresa que 

los ratones mutantes que poseen los dos alelos mutados para Gli1 son completamente 

viables al nacer y que, contrariaménte a esto, los ratones mutantes homécigos de 

Gli2 muestran severas malformaciones éseas (Mo et al, 1997) y defectos en la 

formacién del SNC en donde no se forma la placa del piso (Michael et al, 1998). Esto 

nos indica que la funcién de Gli2 es indispensable en la formacién del SNC y por lo 

tanto mds relevante que la de Glil ’ in vivo’. En nuestro sistema Gli2 no se expresa y 

no se induce por N-Shh, al menos a los tiempos evaluados y con las concentraciones 

de N-Shh empleadas (figs 4, 5a y 5b). Esto nos invita a pensar que Gli2 pudiera no 
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ser el mediador de los efectos de Shh en los precursores neurales presentes en la 

neuroesfera, de lo contrario, podria ser un regulador mds temprano inducido en 

tiempos menores a 1 hora. 

Finalmente Gli3 se ha.caracterizado como un represor de los efectos de Shh. 

Es el unico de los 3 Glis que es inhibido transcripcionalmente por Shh, y viceversa 

(Ruiz i Altaba 1998). Su localizacidn exclusivamente dorsal dentro del tubo neural lo 

supone un factor antagonista de los efectos ventralizantes de Shh en el SNC (Ruiz i 

Altaba 1997), ademas de que ya se ha caracterizado bien su efecto represor 

durante el desarrollo de las extremidades de ratén (Baoli, et al 2000). Actualmente 

se descubrié que, al igual que Gli2, Gli3 sufre procesamientos postraduccionales que 

desenmascaran regiones activadoras y represoras especificas dentro de la misma 

proteina (Baoli, et al, 2000; Dahmann and Basterk, 2000; Dai, et al, 1999; Ruiz i 

Altaba 1999; Sasaki et al, 1999). En las células presentes en nuestro sistema se 

expresa Gli3 de manera muy importante en ausencia de la sefial de Shh (Figs. 2,4 y 

5a), y cuando ésta esté presente no se abate (figs. 4 y 5b), salvo en la condicidn en 

que se adiciona N-Shh a la concentracién mds alta utitizada en estoy ensayos 

(10ug/ml) (fig. 4). Esto nos dice que para inhibir la transcripcién de Gli3 en nuestros 

cultivos es necesaria una cantidad mayor de Shh recombinante. Con estos resultados 

no podemos saber cudi es la forma protéica de Gli3 que estdn produciendo las 

células, si la activadora o la represora, y por lo tanto desconocemos cual podria ser 

su participacién en nuestro sistema. 

Un modelo- de accidn-de los Glis, propuesto paralela y complementariamente 

por dos grupos de trabajo (Dai, et al, 1999; Sasaki et al, 1999), postula que en 

ausencia de Shh, Gli3 y probablemente Gli2, se cortan generando un represor, de 

manera homéloga a como lo hace Ci en Drosophila (Aza-Blanc, et al, 1997). En 

presencia de Shh, se impide la pratedlisis de la proteina y por lo tanto la produccién 

del inhibidor, y se promueve la formacidn de la forma activadora de Gli 3, que 

entonces es capaz de unirse directamente al promotor de Glil y activar su 
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transcripcién. Esto ultimo provoca una acumulacién de Glil que entonces induce una 

ola secundaria de transcripcién que involucra genes blanco de Shh como Hnf 38, Pte, 

Shh y Gli mismo. En nuestro sistema pudiera estar presente principalmente la 

forma represora de Gli3 de manera tal que la expresién de Glil en respuesta a Shh 

que detectamos es muy breve y no intensa. La actividad de Gli3 pudiera, sin 

embargo, no llegar a ser completamente dominante de modo que atin en su presencia 

logramos activar la transcripcién de Glit. En este caso la forma activadora de Gli3 

podria ser la mediadora de la sefial de Shh activando la transcripcidn de Glil, Pte y 

Shh. Por otra parte es importante considerar la posibilidad de que ambos Glis se 

encuentren expresados en poblaciones celulares distintas dentro de ia neuroesfera 

y que dado que Gli3 se expresa de manera mucho mayor comparativamente a Glil, 

pudiera ser que Gli3 se esté expresando en una poblacién grande mientras que Glil 

en una poblacién escasa, o ambas en poblaciones equivalentes y por lo tanto con 

diferencias de expresién bastante grandes. Para descartar alguna de estas 

posibilidades y poder establecer los roles de los diferentes Glis en nuestro sistema 

seré necesario identificar las poblaciones en las que cada uno se expresa asi como, 

de manera esencial, determinar cual es la forma protéica que estd presente, la 

activadora o la represora. 

El precursor responde a Shh induciendo sus genes blanco, 

Actualmente existe suficiente evidencia tanto genética, como celular y 

bioquimica para probar que Pte es el receptor de Shh (Marigo and Tabin, 1996c; 

Marigo et al., 1996a; Stone et al., 1996). La funcidn principal de Ptc, en ausencia del 

estimulo de Shh, consiste en mantener reprimida la expresién de genes localizados 

rio abajo de la cascada (Goodrich et al., 1997). En el momento en el que Shh esta 

presente y se une a Ptc, se elimina la represion de la cascada y se induce la 

transcripcién de los genes blanco (Hidalgo and Ingham, 1990; Ingham et al., 1991) 
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como son Shh, Glil y Gli2, Pte mismo, asi como Hnf3-f en algunos tejidos. Niveles 

bajos de transcripcién de Ptc son un indicativo de que las células son capaces de 

responder a Shh, como ya se mencioné anteriormente. Se ha caracterizado que Ptc 

se expresa en todas las regiones que se sabe tienen la capacidad de responder a Shh 

(Marigo et al., 1996c), y que la expresién ectdépica de Shh induce la expresidn de Ptc 

en el tubo neural y durante el desarrollo de las extremidades (Marigo et al, 1996b). 

La conservacién de la requlacién de Ptc por Shh desde Drosophila hasta vertebrados 

ha permitido utilizarlo, de manera confiable, como marcador de la respuesta de Shh 

en distintos sistemas (Goodrich et al., 1995; Hynes et al, 2000: Lee et al., 2000; 

Rowitch et al., 1999: Wechsler-Reya et al., 1999; Zhu et al., 1999). De manera 

similar a lo encontrado por otros, nosotros identificamos la respuesta de los 

precursores neurales presentes en nuestro cultivo por medio de la induccién de la 

transcripcién de los genes blanco de Shh: Ptc, Shh y Glit (Fig. 5b). La respuesta 

encontrada es temprana y transitoria ya que la expresidn de Glil sdlo la encontramos 

al intervalo de 1 hora después del estimulo. Ptc se expresa de manera intensa a la 

par de la induccidn de Glil y el inicio de la expresién de Shh. A partir de las 2 horas, 

Pte disminuye su expresién para luego entrar en una meseta que permite detectarlo 

a niveles muy bajos atin a las 24 horas. La expresién de Shh continua en aumento 

hasta alcanzar su pico mdximo a las 4 horas, Este comportamiento es similar al 

encontrado en otros sistemas que responden a Shh con la diferencia de que fa 

respuesta del nuestro es breve ya que otros detectan la expresién de Pte y Glil 

fuertemente a las 24 horas (Wechsler-Reya and Scott, 1999). Dado que Gli3 se 

expresa fuertemente en los precursores que conforman la neuroesfera, es necesario 

responder cual es su papel y qué tanto influye en la respuesta observada. Para 

tratar de responder a esta pregunta visualizamos al menos dos posibles 

explicaciones. En ambos casos Ja deteccién abundante del RNAm de Gli3 parece 

representar principalmente la presencia de la proteina de Gli3 con actividad 

represora, lo que origina que !a respuesta de los precursores neurales a Shh, sea 
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breve y muy débil. La discrepancia radica en que en ei primer caso Gli3 actuaria en 

nuestro sistema solamente como represor y por lo tanto, la estrategia para 

incrementar la respuesta iria en el sentido de eliminar la expresién de Gli3; mientras 

que en el otro, en nuestro sistema la respuesta a Shh pudiera estar mediada por Glil 

a través de la forma protéica activadora de Gli3, que estaria presente en muy baja 

cantidad, por lo que la estrategia se enfocaria en dirigir el equilibrio hacia la 

formacién de la forma activadora de Gli3, Finalmente, cualquiera que sea el caso, es 

indispensable conocer la forma protéica de Gli3 que estd siendo producida por las 

células y caracterizar a las poblaciones celulares que estdn produciendo dichas 

moléculas, para asi, poder especular en una sola direccidn sobre el rol de los 

diferentes Glis en nuestro sistema. 

Shh actiia en coordinacién con otros factores de crecimiento para inducir el 

marcador de la placa del piso HNF38. 

En nuestros ensayos logramos detectar la diferenciacién de los precursores 

hacia células de la placa del piso a juzgar por la induccidn de la expresidn del gen 

Hn#3p. La placa del piso es la estructura presente en la linea media ventral del tubo 

neural y estd constituida por un grupo de células morfoldgicamente distinguible de” 

las demds células que conforman el tubo neural. El modelo de formacidn de la placa 

del piso con mayores evidencias (Placzek, et al, 2000) indica que la expresién de 

Hnf3p es inducida en {a linea media de la placa neural por el Shh proveniente de la 

notocorda. Existen datos que ponen en evidencia lo anterior como transplantes de la 

notocorda en la parte dorsal del tubo neural que inducen fa expresién de marcadores 

de la placa del piso de manera ectépica como Hnf3p y Shh (Placzek et al, 1993: 

Yamada et al,1991), y la adicién de Shh recombinante a explantes de mesencéfalo 

‘in vitro’ que induce el mismo fenotipo (Ericson et al, 1996; Roelink et al, 1994). 

Una vez que las células de la linea media ventral del tubo neural comienzan a
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expresar Hnf3f también expresan Shh y se restringe la expresién de Pax-3 y Pax-7 

a la regién dorsal (revisado en Ja introduccién). La diferenciacién hacia este fenotipo 

en nuestros cultivos solamente fue observado cuando Shh se encontraba en 

combinacién con otros factores de crecimiento como bFGF (Fig. 4) y probablemente 

EGF (Fig. 2). Este resultado nos sugiere que la diferenciacién hacia este tipo celular 

pudiera estar regulada por la accién sinergista entre Shh y alguno de estos 2 

factores. Anteriormente otros grupos han reportado que Shh actua en combinacidn 

con otros factores para inducir fenotipos celulares terminales. Por ejemplo se 

demostré que el Shh secretado por la notocorda junto con el FGF8 producido 

localmente en la frontera entre el cerebro medio y el cerebro anterior inducen la 

diferenciacién de neuronas dopaminérgicas, y que cuando en la misma interseccion 

esta expresién es precedida por la produccién de FGF4, se genera el centro inductor 

de neuronas serotonérgicas (Ye et al., 1998). Posteriormente a esta descripcién, 

estos datos fueron apoyados por otro grupo de trabajo que logrd inducir la 

produccién de neuronas dopaminérgicas y serotonérgicas a partir de células 

troncales embrionarias con ayuda de la combinacién de Shh + FGF8 (Lee et al., 

2000). Cabe mencionar que las células dopaminérgicas producidas en estos cultivos 

expresan las moléculas caracteristicas de la cascada de transduccidn por Shh (Ptc, 

Smo, Gli 1 y Shh) asf como las de FGF8 (FGFR3 y FGF8b). Con los datos anteriores 

se puede proponer que para que Shh induzca un fenotipo particular se requieren 

factores de crecimiento adicionales. En este sentido nuestros resultados muestran 

que los. precursores. neurales obtenidos del mesencéfalo ventral y expandidos con 

EGF tienen la capacidad de diferenciar hacia células de la placa del piso expresando 

Hnf3B en presencia de Shh con otros factores de crecimiento como EGF 6 bFGF, lo 

que refuerza esta hipdtesis. 
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EGF regula la expresidn de Ptc en los precursores neurales expandidos “in vitro” de 

manera independiente al estimulo de Shh. 

De manera independiente a la regulacién de Pte por Shh, encontramos que 

EGF regula positivamente la transcripcién de Ptc en los precursores neurales 

responsivos a EGF de manera dosis dependiente (Fig.2). La induccién de Ptc por EGF 

no correlaciona con la expresién de los factores transcripcionales Glil y Gli2 

mientras que Gli3 si se expresa, al menos a las 24 horas del estimulo. Tomando en 

cuenta que la induccién de Glit por Shh en nuestro sistema se observé a 1 hora del 

estimulo, todavia queda la posibilidad de que la expresién de los genes Glis en 

respuesta a EGF, si es que fuera el caso, también sea transitoria. Este tipo de 

regulacién no ha sido deserita con anterioridad y pudiera ser de gran relevancia ya 

que indica que la respuesta de los precursores neurales a Shh pudiera estar 

condicionada a la exposicién previa a otros factores de crecimiento, en este caso 

EGF. Esta interaccién (que pudiera ser indirecta) entre EGF y la expresion del 

receptor de Shh, Ptc, indica que este ultimo puede ser regulado positivamente por 

otras sefales distintas a Shh, y que por lo tanto la via de sefializacién por Shh puede 

ser regulada por factores en principio, ajenos a esta. Este dato, si bien incrementa 

la complejidad en el estudio de los patrones de desarrollo y diferenciacién 

atribuidos a Shh, nos muestra que existen mds elementos que regulan esta via a 

varios niveles. Estos datos apoyan la tendencia general actual, que dicta que las 

cascadas de transduccidn de sefiales, contrariamente a funcionar de manera lineal, 

convergen entre ellas formando una intrincada red de comunicacidn celular, 
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La respuesta a Shh de los precursores neurales expandidos con EGF “in vitro”, 

presenta un patrén de expresién semejante al encontrado en el  tejido 

mesencefédlico ventral “in vivo’. 

En general, los sistemas de andlisis llamados ‘ in vitro’, que abarcan todo 

aquel procedimiento que se realiza en una caja de cultivo fuera del organismo, han 

constituido una herramienta muy util para el estudio y caracterizacién de los 

procesos que se ilevan a cabo en el organismo completo. Muy en particular me 

refiero a la utilizacidn de los cuitivos celulares, los cuales constituyen una 

alternativa que presenta una menor complejidad que la que implica estudiar el 

proceso en el tejido completo. Sin embargo, toda ventaja conlleva desventajas, y una 

de estas es la de no poder extrapolar tan facilmente los eventos caracterizados en 

una caja de cultivo hacia el organismo completo, y sdlo poder hacer ciertas 

inferencias para proponer nuevas alternativas de estudio. Un paso importante en la 

seleccién del sistema es su validacién, es decir, demostrar que el sistema elegido 

representa de una manera convincente el comportamiento de lo sucedido * in vivo’. 

En el estudio de la especificacién del linaje durante el desarrollo del sistema 

hematopoyético, por ejemplo, se han establecido varios modelos de estudio que 

representan en buena medida, los procesos que ocurren en el organismo completo 

(Anzai, et al, 1999; Douay, et al 1991). 

Con el objeto de validar nuestro sistema para el estudio de la respuesta a 

Shh de los precursores neurales en cultivo, y como parte de la caracterizacién de la 

cascada de Shh en el mesencéfalo ventral del ratén, evaluamos la expresidn de los 

distintos marcadores de la via de sefializacién por Shh en el tejido mesencefalico 

ventral a diferentes estadios de desarrollo. Realizando dicho estudio encontramos 

que la transcripcidén de los genes blanco de Shh esté activa de manera temporal y 

congruente a lo encontrado en el cultivo de precursores neurales a partir de la 

estimulacién por Shh (Fig. 6). Glil presenta un pico mdximo de expresidn a los 
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12.5dpe al tiempo en el que el RNAm de Hnf3p comienza a detectarse para alcanzar 

su expresién maxima a los 13.5dpc, momento en el que Ptc ya se expresa de manera 

importante. Es necesario mencionar aqui que es justo a los 13.5 dias cuando se 

observa la posible respuesta a Shh en el! tejido completo (a juzgar por la aparicién 

de Hnf3p), 24 horas después de la presencia del estimulo (estimado por la 

expresién de Glil a los 12.5dpc) y coincidentemente con lo que observamos en 

cultivo. En este andlisis no medimos la presencia del mensajero de Shh pero 

sabemos, por reportes de otros grupos de trabajo, que Shh se expresa en el 

mesencéfalo ventral desde los 11.5dpe (Echelard et al., 1993; Ericson, et al, 1995). 

El factor Gli2, de manera similar a lo encontrado ‘ in vitro” no se detecta en los 

estadios de 10 a 14.5dpc, y sdlo aparece a los 15.5dpc en el tejido, lo que sugiere que 

los efectos de Shh mds tardios en el desarrollo del mesencéfalo ventral (MV) 

pudieran estar mediados a través de este factor pero no los tempranos. 

Descubrimos, con sorpresa, que Gli3 se expresa de manera intensa en los estadios 

de desarrollo evaluados comportdndose de manera similar a lo encontrado ‘in vitro’ . 

Los andlisis reportados por otros grupos indican que este factor se expresa 

principalmente de manera dorsal, por lo tanto, este resultado nos hace pensar que 

los precursores analizados estuvieran comportdndose como dorsales en nuestras 

condiciones de cultivo, o que Gli3 pudiera estar mediando los efectos de Shh en 

nuestro sistema. Para ampliar nuestra comprensidn sobre los mecanismos de accidn 

de Shh en los precursores neurales serd necesario identificar la forma protéica de 

Gli3 que estd presente, a manera de poder definir el papel que juega en nuestro 

sistema, asi como evaluar la presencia de algunos marcadores dorsales como Pax-3, 

Pax-7 y BMP-4, entre otros. Por ultimo pudimos observar que Smo presenta una 

regulacién negativa en el MV a partir de los 14.5dpe (Fig.6), comportamiento que se 

asemeja al encontrado en la curva temporal de activacién por Shh, en donde su 

expresién se apaga en periodos largos de exposiciéna Shh (a partir de las 12 horas) 

(Fig.56) 0 cuando la concentracién de Shh es alta (en este caso 10ug/ml) (Fig. 4). 
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Esta regulacién negativa de Smo por Shh no ha sido reportada y pudiera ser de gran 

relevancia indicando que la concentracién y los tiempos de exposicién a Shh son 

criticos para su expresién éptima (hecho que ya ha sido documentado para otros 

genes blancos de Shh como Isll, Isl2 y Hnf3f (Ericson, et al, 1996)). Este dato 

apoya la hipétesis de un modelo dindmico espacio-temporal de diferenciacidn en el 

SNC por morfdgenos difusibles como Shh. Finalmente, el corroborar que los 

precursores neurales que expandimos con EGF ‘ in vitro’ presentan un 

comportamiento similar al encontrado en la regidén mesencefdlica ventral “in vivo’ 

resulta de gran relevancia, ya que nos indica que en nuestro sistema, las células son 

capaces de conservar e! patron de comportamiento presente dentro de su ambiente 

natural en el tejido del organismo completo, y lo avala como un sistema para el 

estudio de los efectos de Shh sobre los precursores neurales. 

 



  

90 

CONCLUSIONES 

En conclusion, en este trabajo demostramos que los precursores neurales 

expandidos con EGF obtenidos del mesencéfalo ventral son capaces de responder a 

Shh expresando moléculas blanco caracteristicas y presentando un patrén similar a 

lo que ocurre en este tejido ‘in vivo’. Este comportamiento valida nuestro sistema 

como un modelo para el estudio de la diferenciacién de dichos precursores neurales 

en cultivo. Observamos que tas CPN cuentan con las moléculas necesarias para la 

recepcion y la transduccidn de la sefial de Shh, y que al ser estimuladas por éste 

expresan de manera temporal sus genes blanco: Ptc, Shh y Glil, a semejanza de lo 

ocurrido en otros sistemas. Aunado a lo anterior estos precursores son capaces de 

diferenciar hacia el fenotipo temprano de células de la placa del piso bajo la sefial 

inductiva de Shh en combinacidn con otros factores de crecimiento como EGF o 

bFGF. El hecho de que detectemos el RNAm de Gli3 expresado de manera 

abundante, nos obliga a investigar cudl es la molécula protéica de Gli3 que esta 

siendo producida por los precursores para conocer el papel que juega en nuestro 

sistema, asi como a investigar qué factores regulan su expresidn. Finalmente y de 

manera independiente a la regulacién de Pte por Shh, EGF regula su expresidn 

positivamente de manera dosis dependiente. Esta relacién, que no ha sido reportada 

hasta el momento, es de gran relevanzia en el estudio del mecanismo de accién de 

Shh sobre los precursores neurales.
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APENDICES 

APENDICE I 

Reactivos y soluciones para cultivos primarios y subcultivos de precursores neurales. 

Medio basal de EAGLE modificado por DULBECCO/ F-12 (D-MEM/F-12) 

N° de catdlogo 430-2400EB 

con L-glutamina 

sin bicarbonato de sodio 

con 15 mM HEPES 

* Medir aproximadamente 5% menos del volumen deseado final de agua 

bidestilada (950m! para tIt.), utilizando un vaso de precipitado de lt. 

* Adicionar el medio en polvo al agua a temperatura ambiente (15 a 30°C) 

con agitacidén suave (no calentar el agua). 

* Enjuagar el paquete que contenia el polvo para remover todas las trazas 

de los compuestos del medio. 

*  Afiadir: 1.2gr de NaHCO3 por litro de medio. 

° Agitar hasta disolver (no sobre mezclar). 

* Ajustar el pH del medio a 6.9, entre 0.2 y 0.3 unidades de pH por debajo 

del requerido durante el trabajo (el pH utilizade para el cultivo de 

neuronas dopaminérgicas es entre 7.0-7.2) ya que usualmente 

incrementan entre 0.1 y 0.3 con Ja filtracién: utilizar IN NaOH en agua 

bidestilada (adicionar lentamente con agitacién aprox. 26 gotas). 

* Después de ajustar el pH, aforar a 1 It. en matraz de dilucién, sellar con 

parafilm y mezclar por inversién. 
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* €sterilizar inmediatamente por filtracién a través de membrana de 

0.22 uM. 

* Guardar a 4°C y utilizar en un periodo maximo de 1 mes. 

Solucién Salina I estéril para diseccién 

Reactivo 

Nacl 

KCl 

Na2HPO4 

KH2P04 

Dextrosa 

H20 °Cultivo 

para 1 It. 

8.igr 

402mq 

156mg 

150mg 

4qr 

1000ml 

500m! 

4.05er 

201mg 

78mg 

75mg 

2gr 

500ml 

100ml 

810mg 

40mg 

15mg 

15mg 

400mg 

100ml 

Ajustar el pH a 7.2 con iN de NaOH (aprox. 8 gotas de pipeta Pasteur para 

500ml), filtrar por membrana de 0.22um en campana de flujo laminar y almacenar a 

temperatura ambiente. 

Medio D-MEM con suero 10% 

Reactivo 

Medio D-MEM/F12 

Suero fetal de bovino 

Glutamina 100X 

Dextrosa Peni/estrepto 

para 50m! 

44 tml 

5mi 

500uI 

324ul 

10m! 

8.8ml 

iml 

1004 

65ul 
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Medio Definido para efecto de factores de crecimiento 

Reactivo 

D-MEM/F12 

Glutamina tX 

Insulina 4.g/ml 

Transferrina 

Progesterona 20nM 

Putresina 60uM 

Selenita de sodio 30nM 

*Penicilina/estreptomicina 

0,074U/ug Xml 

para 25ml 

23.84ml 

250 

156ul 

6254 

50ul 

15ul 

75ul 

5ul 

Concentracién del stock 

100X 

25ug/ml 

100ug/ml 

10uM 

100mM 

10uM 

370U/ml| 

**La solucién utilizada es la preparada con sol. Glucosada al 50% 2.5ml mas 200ul de 

un stock de 5,000U/ml penicilina y 5,000ug/ml estreptomicina. 

Azul de tripano 0.4% 

Disdlver 4mg en tin! de sol. Salita I, quardar a temperatura ambiente. 

Poli-D lisina 10ug/ml 

Del stock img/ml tomar 500ul y !levar a 50m, esterilizar por filtracién a 

través de 0.22um. 
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Tripsina 0.1% para cultivo primario 

Llevar 0.4mi de tripsina al 2.5% en sol. Isoténica (Gibco) a 10m! con Verseno. 

Tripsina 0.025% para subcultivo 

Llevar 50ul de tripsina al 2.5% a 5mi con Verseno. 

Inhibidor de tripsina 

Disolver 10mg en 10ml de medio definido, filtrar y dejar equilibrando en la 

incubadora antes de usar. 

Medio definido con albtimina para diluir factores de crecimiento 

Disolver 10mg de albuimina en 10m! de medio definido, filtrar y dejar 

equilibrando. 

APENDICE IT 

Soluciones para la extraccién de RNA de subcultivos de precursores neurales 

Solucién de UREA 6M/ LiCl 3M 

Reactivo para 50mi 100ml 

LiCl (P.M. 42.39) 6.35qr 12.7gr 

Urea (P.M. 60) 18gr 36gr 

Utilizando guantes pesar LiCI y disolver en _ del volumen final, una vez 

disuelto agregar la Urea, aforar al volumen requerido y filtrar por membrana de 

0.22um 
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Citrato de Sodio 1M 

Para 100m 

Citrato de sodio (deshidratado) 29.4qr 

Disolver en 50ml de agua bidestilada estéril, llevar a pH 7.0, aforar y filtrar 

por membrana de 0.22um, utilizar guantes. 

Sarcosil (n-Laurilsarcosina) 10% 

Para 100m! 

Sarcosil 10gr 

Disolver en 70ml de agua bidestilada estéril, aforar y filtrar por membrana 

de 0.22um, utilizar guantes. 

Acetato de Sodio 2M pH 4 © 

Para 100m! 

Acetato de sodio (anhidro) 16.4gr 

Disolver en 40mi de H20 bidestilada estéril, llevar a pH4 con dcido acético 

grado buffer, aforar y filtrar por membrana de 0.22um. 
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Solucién D 

Para 50ml 

Tiocianato de guanidina 23.62g9r 

Citrato de Sodio (stock 1M) 1.25ml 

Sarcosil (stock 10%) 2.5ml 

Para preparar colocar el tiocianato en un tubo de 50 mi estéril, agregar H2O 

bidestilada estéril, citrato de sodio y sarcocil, aforar a 50ml, filtrar por membrana 

de 0.22um. 

Cuando se utilice agregar 8-mercaptoetanol a una concentracién final de 0.1M 

Para 

5ml 36ul 

Iml 7.2ul 

0.5m! 3.6ul 

Buffer DNAsa para DNAsa libre de RNAsa 10X 

(500mM Tris pH7.5, MgCl 100mM) 

para 25ml 

Tris pH 7.5 (1M) 12.5ml 

MgCl (3M) “0.83ml 

H20 bidestilada estéril 11.6ml 

Todas las soluciones stock se preparan con agua bidestilada estéril, se filtran 

por membrana de 0.22um y se esterilizan durante 20 min a 120°C. El buffer ya 

preparado se filtra nuevamente con filtro deshechable, se hacen alicuotas de 500ul 

y se almacenan a -70°C. 
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H20 especial para RNA 

Destilar agua desionizada dos veces, autoclavear. De manera opcional se 

puede agregar dietilpirocarbonato al 0.2%, se deja toda la noche agitando y se 

autoclavea. 

Fenol dcido (saturado con agua) 

Cloroformo/alcohol isoamilico (24/1) 

Isopropanol frio (4°C) 

Etanol al 70% (-20°C) 

APENDICE III 

Reactivos para cuantificar RNA con el reactivo RiboGreen. 

TE 20X 

200mM Tris-HCl 

20mM EDTA, pH 7.5 — 

Preparar con agua especial para RNA, filtrar y almacenar a temperatura ambiente. 

RNA estdndar 

¢ Obtener un RNA lo mds limpio y lo menos degradado posible, cuya 

concentracion se calcule midiendo la DO a 260nm. 

* Resuspender dicho RNA en el TE preparado previamente. 
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* Hacer alicuotas pequefias de éste y guardar a -70°C. Cada vez que se realice 

una curva estdéndar, serd conveniente descongelar una y a partir de entonces 

guardarla a 4°C. 

Reactivo RiboGreen 

El reactivo RiboGReen se almacena a -20°C y protegido de la luz. Se 

descongela a temp. ambiente. 

APENDICE IV 

Soluciones para preparar geles de Urea Acido. 

Urea 10M 

Para preparar 100ml agregar 60 gr a aproximadamente 50 ml de agua 

especial para RNA, se disuelve en aprox. 30 minutos, aforar a 100ml y filtrar por 

membrana de 0.45um. Colocar en frasco estéril. 

Acido Citrico 0.25M pH 3.5 (buffer de corrida 10X) 

Para preparar 100ml agregar 4.8gr de dcido citrico y 0.6gr de hidréxido de 

sodio a aproximadamente 80ml de agua especial para RNA, flevar a pH 3.5 con 

hidréxido de sodio 10N (aprox. 69 gotas de pipeta pasteur) aforar a 100ml y filtrar. 
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APENDICE V 

Soluciones para preparar geles de acrilamida para purificacidn de oligos. 

TBE 10x 

Reactivo para it 500m| 

Tris base 0.89M 107.7gr 53.8gr 

Acido Bérico 0.89M 559r 27.5gr 

EDTA 2Na 2H20 20mM . 7Agr 3.79r 

Disolver en 700m! de agua desionizada, aforar a 1 It. El pH se ajusta por si 

solo en aproximadamente 8. 

Acrilamida 40% 

Reactivo para ilt 100ml 50m! 

Acrilamida 152qr 38gr 19gr 

Bis-acrilamida 8qr 2gr igr 

Al preparar esta solucién utilizar guantes y tener mucho cuidado de no 

aspirar el polvo ya que es neurotéxico. 

Acrilamida 20% / Urea 8M 

Reactivo para 100ml 50ml 
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Acrilamida al 40% 50ml 25m! 

Urea 48qr 24gr 

TBE 10X 10m! 5ml 

El volumen final se encuentra muy cercano a la cantidad necesaria, filtrar con 

filtro de 0.45um 

Sample Buffer 
Azul de bromofenol al 0.25% / Urea 10M 

APENDICE VI 

Soluciones para electroporar 

MEDIO SOB 

Conc.final 

Triptona 2% 

Extracto de levadura 0.5% 

NaCl 10mM 

KC] 2.5mM 

MgCl 10mM 

MgSo4 10mM 

Este medio se prepara con agua bidestilada y se esteriliza en autoclave. 

 



  

Mg 2M 

IM MgCl 2.035gr 

IM MgSO4 2.46qr 

Disolver en 10 ml de H2O, esterilizar por filtracidn. 

Glucosa 2M 

Disolver 3.6gr en 10 mi, esterilizar por filtracién. 

Medio Luria (LB) 

Para tlt 

Triptona 10gr 

Extracto de levadura5gr 2.59r 

Nac 5gr 

NaQH 10N 0.3gr 

Tris pH8 1M 10m| 

Para medio sélido agregar: 

Bacto agar . 15gr 

+ Esterilizar en autoclave 15 psi, 15 min. 

* Sacar y agitar suavemente el frasco. 

500ml 

5gr 

1.25gr 

2.5gr 

0.13gr 

5ml 

7.5gr 

101 

250ml 

2.5qr 

0.6259r 

1.25gr 

0.0759r 

2.5ml 

3.75gr © 

* Para agregar ei antibidtico o cualquier otra sustancia ldbil al calor, esperar a 

que el medio se enfrie un poco (como a 50 0 60°C). 

* Se agrega el antibidtico a que quede a una concentracién de 100yg/ml 

* Se vacia en las cajas, se dejan secar, se voltean, se dejan una noche a temp. 

ambiente y se guardan a 4°C. 
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APENDICE VII 

Soluciones para purificar pldsmido a gran escala 

Medio Luria (LB) con antibidtico (ver apéndice VI) 

BUFFER P1 

Para 100ml: 

50mM TRIS-HCI pH 8.0 5ml de Tris-HCl 1M pH 8.0 

10mM EDTA 2ml de EDTA 0.5M pH 8.0 

BUFFER P2 

(Preparar en el momento) 

Para 50m: 

200mM NaOH tml de NaOH 10N 

1% SDS 5ml de SDS 10% 

BUFFER P3 

3M acetato de Potasio pH 5.5 

Para 100m! pesar 29.449r y ajustar BH con dcido acético. 

Almacenar a 4°C. 

RNAsa 10mg/ml 

TE 1X pH7.4 

10mM tris pH 7.4 
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imM EDTA pH 8.6) 

PEG (polietilenglicol al 30%) 

NaCl 5M 

APENDICE VIII 

Medio para cultivo y subcultivo de lineas celulares 293T y 10T1/2 

Medio basal de EAGLE modificado por DULBECCO (D-MEM) 

N° de catdlogo 12100-038 

sin bicarbonato de sodio 

sin piruvato de sodio 

* Medir aproximadamente 80% del volumen final deseado de agua grado 

cultivo (800m! para 1It.), utilizando un vaso de precipitado de 1 It. 

enjuagado previamente con agua grado cultivo. . 

* Adicionar el medio en polvo al agua a temperatura ambiente (15 a 30°C) 

con agitacién suave (no calentar el agua). 

* Enjuagar el paqueté que contenia el polvo para remover todas las trazas 

de compuesto del medio. 

*  Afiadir 3.7gr de NaHCO3 por litro de medio. 

* Agitar hasta disolver (no sobre mezclar). 

* Ajustar el pH del medio a 7, entre 0.2 y 0.3 unidades de pH por debajo 

del requerido durante las condiciones de trabajo ya que usualmente 

incrementan entre 0.1 y 0.3 con la filtracién; se recomienda utilizar 1N de 
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HC! en agua para cultivo (adicionar lentamente por agitacién aprox. 121 

gotas). 

* Después de ajustar el pH aforar a Ilt. en matrdz volumétrico previamente 

enjuagado con agua de cultivo. Sellar con parafilm y mezclar por inversién. 

* Esterilizar por filtracién inmediatamente a través de membrana de 

0.22uM. 

* Guardar a 4°C y utilizar en un periodo maximo de 1 mes. 

Medio Completo, SFB 10% 

Medio D-MEM 

Suero Fetal de Bovino inactivado 

Piruvato de Sodio 

GPS 100X (glutamina, penicilina, estreptomicina) 1mi 

PBS 1X 

Para 500ml 1lt 

Nac! 4gr 

Kel ° 0.1gr 

Na2HPO4 0.72gr 

KH2P04 Q.129r 

Para 100ml 

88m! 

10m! 

tml 

8gr 

0.2gr 

1.449r 

0.24gr 

Disolver en 4/5 del volumen total de agua, ajustar el pH a 7.4, aforar y esterilizar 

por filtracién. 

Tripsina 0.1% para subcultivo de células 10T1/2 

Lievar 0.4ml de tripsina al 2.5% en sol. Isoténica (Gibco) a 10ml con Verseno, 
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APENDICE IX 

Reactivos para transfeccidn de células 293 T. 

HBS 2X 

1.6gr NaCl 

0.074gr KCl 

0.04gr Na2HPO4 

0.2gr Dextrosa 

igr HEPES 

Disolver en 90ml| de ddH2O grado cultivo. Ajustar el pH con NaOH IN, aforar a 

100ml, filtrar y almacenar en alicuotas de ml a -70°C (maximo 6 meses). 

Cada que se cambie de solucién, deberd hacerse una curva de distintos pH’s (entre 

6.90, 6.95, 7.00, 7.05, 7.10). Seleccionarse la solucién que dé mayor porcentaje de 

transfeccién y guardarse en alicuotas a -70°C. 

CaCl2 

Medio Completo (ver Apéndice VIII) 

APENDICE X 

Soluciones para tefir actividad de fosfatasa alcalina 
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PARAFORMALDEHIDO 4% 

Para preparar 100ml, calentar 100ml de PBS a 55°C aproximadamente, 

disolver 4gr de paraformaldehido con mucho cuidado y dejar que se enfrie. Filtrarlo, 

hacer alicuotas de 10m! y guardar a -20°C. 

BUFFER PA 

(preparar al momento) 

Para 25ml: 

NaCl 5M 500u1 

Tris pH 9.5 _ 2.5m 

Mgcl2 1.25ml 

H2O 20.7ml 

SOLUCION DE REVELADO 

Por cada ml de buffer PA agregar 3.5ul de reactivo NBT + 3.5ul de BCIP 

Preparar en la oscuridad y para manejar los reactivos usar guantes. 

PBS 1X pH7.3 (ver Apéndice VIII) 
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