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Resumen . e

La distrofia lar de Ducl (DMD) es una enfermedad heredntana ligada al

cromosoma X, caracterizada por la ausencia de la distrofi ina. La falta dc esta pro(eina en el miisculo

esquelético genera una - inestabilidad membranal que afecta dlrec ente la funcion y homeostasis

de la miofibra. La DMD tiene una frecuencia de 1 en cada 350(0 varone: “nabéidos vivos en todo el
mundo, mismos que fallecen alrededor de los 30 aflos de edgd_de&idd a insuficiencia cardiaca y/o

_ respiratoria causada por debilidad de los miisculos intercosl;ilé# y del diafragma.

La distrofina esti codificada por el gene mas grande descrito a la fecha (2.5 Mb) su
transcrito ¢s de 14 Kb y la proteina tiene una peso de 427 KDa. Los dominios que componen ala

; distréﬁnn le permiten interaccionar con la actina, asi como con proteinas membranales enlazandd
‘el citoesqueleto con la matriz extracelular. Tiempo después de la clonacion del~gené de la
distrofina, se demostré la existencia de una proteina expresada extensamente que es codificada en el
_cromosoma 6 humano: la utrofina. La distrofina y la utrofina tienen una organizacién genomica
similar y consecuentemente una alta homologia estructural; interesantemente se ha'demostrado que
la utrofina se encuentra en altos niveles en musculo distréfico, lo cual sugirié que puede compensar
funcionalmente la falta de distrofina en este tejido. Se han desarrollado estrategias terapéuticas
o

experimentales a ar la expresion de utrofina en. el misculo esquelético

utilizando modelos animales como el ratén mdx. el cual se originé por una mutacién cspontinea en
el gene de la distrofina por lo que carece totalmemc' de” clla, y- presenta caracteristicas

histopatolégicas similares a las observadas en’ los pacientes ‘con' DMD que se revierten tras la

sobreexpresién de utrofina

Dch:do a que la sobreexpres:én de utroﬁna se comienza a a 'r exper como

un cammo lcrapcuuco promeledor contra Ia DMD es nec arlo contar con un método rdpido y

senslble quc ‘no muta cvaluar su cxpresu:Sn ‘Con esm ﬁnalldad en este trabajo se evalué un

método pamcular dé RT-PCR seml—cuanmauvo. con el quc se analizaron los niveles relativos del
iRNA mcnsn_]cro dc Ia utrof’ ina en diversos Srganos de ratones silvestres y medx. Los resultados
muestran quc el método de cuantificacién es confiable y sensible, que los niveles del mensajero no
; son los mnsmos en vanos de los te_udos analizados y que no existen diferencias significativas en los
; mveles del mcnsnjuro cuando se compara el mismo tipo de tejido entre ratones silvestres y mdx, lo
»‘cual no corrcsponde con las diferencias reportadas a nivel de proteina, por lo que se podria sugerir

una rcgulactén de'la cxprcsnon de utrofina a nivel post-transcripcional.
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Capitulo 1
Introduccion

1.1 La Distrofia Muscular de Duchennc

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad neuromuscular
hereditaria causada por mutaciones en el gene dmd que sc transmiten de forma
recesiva ligadas al cromosoma X. La DMD se presenta con una frecuencia de | en cada
3500 varones nacidos vivos en todo el mundo y se caracteriza principalmente por
degeneracién muscular progresiva que aparece durante los primeros afios de vida y
evoluciona a formas severas causando la muerte de los varones afectados antes de los 30

afios de edad, debido a una deficiencia cardiaca y/o respiratoria (Emery, [993).
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. Leos pacientés4con DMD presentan fases recurrentes de degeneracion de las fibras
musculares y, debldo a la capacndad llmnada de regeneracion de las fibras daiiadas, se
' produce una acumulacnén gradual de tejido conectivo fibroso e infiltracién de grasa en las
zonas nfecladas To. cual a su_vez produce pseudohipertrofia y finalmente un abatimiento
total de la funcnén ‘de la fibra muscular. Entre las caracteristicas clinicas observadas en los
' indwnduos con "DMD se encuentran: debilidad muscular progresiva, contracturas,
cardlomlopalia severa y disfuncion de la retina, ademas de un déficit cognoscitivo no
: progfésivp registrado en un tercio de los casos. En esta subpoblacién de los pacientes con
DMD, se detecta un ligero retraso mental que se caracteriza por dificultades en la capacidad

de razonamiento, lenguaje y lectura ( Billard et al., 1992).

1.2 El gene dmnd y las isoformas d d‘is(ijoﬁna

1987 or}clonacnon posncnonal (Koemg et al 1987).
codlf cante esta dlstnbulda en 79 :

ico' en cl Iocus Xp2] ‘de, humano

promotor M acuvo en musculo esquelético y cardiaco, un promotor B ncuvo en hlpocampo

kky coneza cerebral y un promotor P que dirige la sintesis de distrofina en las células
cerebelares de Purklnje El mRNA producido en los tres casos es de 14 Kb, pero cada uno
de ellos tlene un primer ex6n nico, ensamblado con un segundo exén comun. Finalmente,
los tres transcritos producen una proteina de 427 KDa (Dp427). (Sadoulet-Puccio & Kunkel
1996). La Dp427 estd formada por 4 dominios (figura 1B): un dominio amino terminal de
unién a actina, un dominio central con estructura deA triple hélice, un dominio rico en

cisteinas y un dominio carboxilo terminal, estos dos tultimos estan involucrados en la
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mteraccxon de dlstrof'ma con un complej de proteinas asociadas a membrana conocxdas en —

conjunto como complejo de protemas asocladas a distrofiria (DAP) (Ervasti & Campbell -

1993).

opa2n | . )
: Dpa27 f Dp260 Dp140 Dpll6 er7l
(A) exinl r: J_nr 34 38 83 >
|- wppazz |- B | | N
° 500 1000 1500 2000 2500 Kb

Localizacitn

(B) Dpd27 -m-‘=‘-m v ' Misculo y cerebra
Dp260 Retena
Dpl4o Cesebio, Rifdn
Dpll Nervio perifénico
op7 T | Ve

Figura 1. La distrofina y sus isoformas. (A) Esquema del gene dmd en el cual se indican los exones
donde se localizan los diferentes promolores que dan origen a las isoformas de la distrofina, nombrados de

acuerdo a su peso molecul: (B) Repr ion de la estructura de la distrofina y de sus isgformas. Se
indica el extremo amino lermmal el cual, en las lsaformas pequeilas Dp260, Dpl116 y Dp71 no es homdlogo
al de la Dp427. Los pequefios circulos repr el inio medio helicoidal en el cual se indican las

regiones de bisagra (HI-H4) Se muestra la region rica en cisteinas en forma de dvalo seguida por el
dominio carboxilo terminal. Estas dos ultimas regiones son importantes para la unién con el complejo DAP.
(Blake & Kroger 2000)

El gene codifica cuatro transcritos adicionales a partir de promotores situados hacia

el extremo 3’ del gene: el promotor de retina, localizado hacia el extremo 5’ del exén 30, da

- lugar a la isoforma de 260 KDa (Dp260). Una isoforma de 140 KDa (Dp140) se sintetiza a
panir, de"un'proniotor localizado hacia el extremo 5° del exén 44, el cual es activo en SNC
Ly en ‘lr'iﬁvén.b Una isoforma de 116 KDa (Dpl16), presente en sistema nervioso periférico, es
regiﬂada por su promotor situado hacia el extremo 5° del exén 56. Finalmente, un promotor

 localizado entre los exones 62 y 63 regula la produccién de un transcrito de 6.5 Kb que
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" codifica la. isoforma de 71 KDa (Dp71), cuya expresxén es: extensa ‘en: teJldos no

: musculares, pnnclpalmente en cercbro. La Dp71 esel producto mayo 'tano del gene dmdy

medlante el procesamiento alternativo de los exoncs “Tla y 78 genera vananles que

‘muestran una localizacién subcelular dlferente, depend nte de la presencm o ausencna de’’
: _' los exones 71y78 (Gonzalez etal, 2000)

1;3 El gcnc utrn y las isoformas de utl.jbﬁhd

Dos afios después de la clonae:é del gene ¢ dmd se 1dent1f' cé una proteina con gran

-homologia a'la dlstrof ina, lmcmlmen ‘llamada’ protefna relacionada a la distrofina (DRPf

por sus snglas en inglés) y postenorme e conocnda como uu'oﬁna debido a su palrén de

.

de la utrofina (ulrn) y. €l ol
6q24)k La utrofin ganizado ' de - forma similar al de la
Ay excel lrr'nenos 34 exones que abarcan més

1993) El gene codifica

earce et al.,

a une protema de 400 KDa presente en la mayoria de los
»es anallzados ala fecha (Love et al., 1991; Khurana et al., 1991,
}‘1993 Pons et al., 1994; Fabbrizio etal,; 1995) Estructuralmente, '
L 'Ia' utrofina’es mllar ala dlslroﬁna ya que contiene un dominio amino termmal de unién a

reglén “central de triple hélice, una regién rica en cisteinas: y.un dominio

i Acarboxllo lcrmmal que también es capaz de unirse al complejo DAP (Wmder et al 1997).

De hecho, Ia compamcnén de la secuencia de aminoécidos entre las dos protemas muesu'a :

= ‘una |dentldnd mayor al 70% en los dominios amino y carboxilo termmales (Pearce et aI '
. ]993) S

La ﬁueﬁna también presenta varias isoformas (figura 2). Blake: y colaboradores

’deScrib'ieront n mensajero de 5.5 Kb que codifica para una proteina de 113 KDa conocida
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como G-utroﬁna Esm protefna se expresa en la espina dorsal sensorial y en los ganglios

craneales, y en general es abundanle en ¢l sistema nervioso. La G-utrofina contiene un

extremo ammo termmal umco, ademds de los repetidos 21 al 23 del dominio medio, la
region rica en clstefnas y el dommlo carboxilo terminal de la dxslroﬁna, por lo cual se le

considera como el homélogo autosémlco de la Dpl 16 (Blake et al., 1995)

Up400 l" Upl40 Uplté Up7t
exdn n 43 3] 6] —
l—~ Up62 900 Kb

Localizacion
®  Upio Eilleses U
o Uuol’mn)-. Glioma

up140 [illeeeses- @ T | Ubicu

uptie , Millee QT
(G-Utrofina) GGD | Ceretro
Up?7 ! QD | ubicus

e .

Figura 2. La wirofina y sus isgformas. (A) Repr q ica del gene de la utrofina en el
cual se indican los exones donde se localizan los diferentes promotores que regulan la expresidn de las
diversas isoformas. (B) Esquema de la estructura primaria de la utrofina y de sus isoformas, nombradas de
acuerdo a su peso molecular; se indican los extremos amino y carboxilo terminales, el dominio central se
muestra a manera de pequedios circulos y la regidn rica en cisteinas se indica como un dvalo adyacente al
dominio carboxilo terminal. (Winder 1997; Wilson et al., 1999).

Se han descrito ademads las isoformas de 71 y 155 KDa (Up71 y Upl140), las cuales
son producidas a partir de mRNAs de 4.0 y 6.7 Kb, respectivamente. La Up140 esta
constituida por los ultimos 6 repetidos del dominio medio, la regi6n rica en cisteinas y el
dominio‘ carbokilo terminal, mientras que la Up71 presenta un domino amino terminal

t’mico y los dominids rico en cisteinas y carboxilo terminal. Ambas isoformas presentan un

+ pnmer exon umco, 'y al igual que sus homélogos de distrofina, presentan procesamiento

.',“dxferencxal del ‘ex6n 71, pero no del 78 (Wilson et al., 1999). Las isoformas pequefias
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difieren de la utrofina de longitud completa en el mlsmo punto del gene en que dlﬁeren las

utroﬁna Up62 o N-utroﬁna, produ da'a panu: de transcmos de 3. 7 y 3 4 Kb (Zuellig et al., :

2000) Esta lsoforma presenta el-domlmo ammo terminal y los’ pnmeros os'y. medlo:'l -

repeudos del domxmo central

1.4 Estructura pfdt_e (_h'sikrbf'ina y de la utrofina

La distrofin: ; ﬁna se han clasificado como mlembros de la famnha de

u tamblén contiene a la a-actinina y a la especlnna Estas

proteinas de citoe
proteinas compe’mehi»l tes elementos estructurales: un dominio amino terminal de

unién a F-éc;ih super enrollado de triple hélice y un dominio carboxilo

terminal de unién e m rana y a elementos regulatorios (Winder, 1997).

R (aclm blndmg site), numerados del extremo amino terminal hacia el carboxilo terminal. La
g ,“j,mteraccxén con ctma se ha demostrado tanto in vitro como in vivo (Winder, 1997), y si

= bxen mnguno stos subdominios es esencial para la unién con actina, los tres contribuyen

Ala 0 ormaclén correcta del sitio de interaccién.

‘dominio medio de distrofina estdi formado por aproximadamente 2400

) ammoémdos que se distribuyen en 24 unidades repetidas de ~110 residuos cada una; estos

: 'repeud"sifonnan una triple hélice super enrollada similar a la de espectrina la cual se

: m(errumpe por 4 regiones ricas en prolina que funcionan como bisagras (H1-H4)
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prdpqrgiéna{jéoLﬂg 1dad a la molécula (Sadoulet & Kunkel 1996) Dcntro de este—: k

1998) los cual c

idos’ respectlvamenle) (Amann et al,
inteﬁilécién' ,
,cAMP (PKA cas lna cmasa IT (CKII) y proteina cinasa C (PKC) (Senter e 7'

-‘ianél:sns de ln secuencla de utrofina revela que contiene solo 22 rcpendos y. 2 blsagras,'

debldo a la ausencxa de los repetidos 15 y 19 presentes en dlstrof ina. Por lo’ que respecta a'
‘este domlmo, la homologt’a es menor al 45% entre ambas proteinas (ﬁguras 1y?2) (Pearce
: ‘et al 1993)

El domlmo carboxilo terminal es el mds importante funcnonalmenle, ya que la
prcsencna de mutacxones en esta regién causan el fenoupo mis severo de la DMD Este

'dom'mo presenta una homologfa del . 83% entre nmbas moleculas, esta; separado del'

nrolladus (ﬁgura 3) (Wmder 1997) El

40; ammoécndos con dos residuos de

PPxY (donde P

v' los domlmos EF conuenen regxone

mos'de unién a calcio y por lo tanto

- ‘pueden funcnonar como sensores de " es Se ha demos(mdo que el dominio EF

estabiliza la mteraccuSn del dommlo‘WW con el B- xstroghcano El dominio ZZ representa
: 'un sitio aceptor de zinc y al |gual que el domlmo EF. mantiene la estabilidad en la
mteraccxén de distrofina/utrofina con’ B- dlstroghcano (Rentschler et al, 1999). La
estructura final del extremo carboxilo terminal dc,dlstroﬁna;conuene un par de hélices en
forma de dimeros antiparalelos que generan una regiénksu'pér enrollada que contiene sitios
de unién para componentes citoplasmétfcos del cdmplejdl DAP‘como a-distrobrevina, y
sintrofinas (Anh & Kunkel, 1995). Por otra parte, denlro de los ulumos 200 aminodcidos de
la distrofina existen sitios susceptibles de fosfonlaclén, los cualcs no estin conservados en

la utrofina.

1995) Bl
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B distroglicano

Figura 3. Organizacion de los dominios del extremo C-terminal de distrofina y utrofina. El dominio
WW de la distrofina y utrofina se une al S-distroglicano a través de la secuencia consenso PPxY, la union es
estabilizada por los dominios EF y ZZ. La regién super-enrrollada puede unirse con sintrofinas (Sint) y
distrobrevina. .(Winder 1997).

“1.5El complejo de protecinas asociadas a distrofina/utrofina

La dxslrof ina y la utrofina interaccionan con proteinas integrales y periféricas de la
; membrana plasmética formando el denominado complejo de proteinas asociadas a

: 'vdlstroﬁna/ulroﬁna (DAP) el cual forma un puente molecular que enlaza el citoesqueleto

' conb"ﬂlékr'ryialrikz extracelular (figura 4). En el musculo el ensamble de este complejo depende

kde la prescncta de la distrofina ya que en su ausencia se observa una disminucién en los

"mveles de los’ componentes del complejo DAP. Se piensa que tales alteraciones contribuyen

';dlrcctamenle con la patologia observada en el misculo deficiente de distrofina. El complejo

fDAP esla mtegrado por varias proteinas las cuales se agrupan en tres subcomplejos: el

k complcjo dlstrogllcano, el complejo sarcoglicano-sarcospan y el complejo citoplasmatico

; dlstrobrcvma-smlroﬁnas
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pgrina/Perlecan Colagena

MATRIZ

.Receptor de EXTRACELULAR

NI

CITOPLASMA

Actina

Figura 4. El complejo de proteinas asociadas a la distrofina y a la utrofina (DAPC). La distrofina y
la urrofina pueden formar un puente molecular entre el citoesqueleto y la matriz extracelular mediante su
union con F-actina a través de su dominio amino terminal y con laminina, agrina o perlecan a través de su
interaccion con el complejo de los distroglicanos (a-Dg y p-Dg ). a-, B p.&Sg=sarcoglicanos,
Spn=sarcospan, Sint=sintrofinas. Db=distrovrebina. (Chamberlain & Benlan 2000).

1.5.1 El complejo distroglicano

El coxﬁplejo distroglicano esta integrado por dos glicoproteinas: «-distroglicano
" '(156KDa) y p-distroglicano (43KDa). ambas codificadas por un mismo gene (locus 3p21) y
} gencradas a partir de un _precursor comun por rompimiento proteolitico. El a-distroglicano

se locahza exlracelularmemc e mteraccnona a través de grupos carbohidratos con

componemes de la. matnz extracclular. lales como laminina-2, laminina-4, perlecan y

agnna. Adlcxonalmente, se ha reponado que el a-distroglicano actia como receptor para

: agcntes mfeccxosos tales como ’Mycobaclermm Ieprae, el vnrus de la fiebre de Lassa y el
de ' , 1998; Cao et al., 1998). Por su
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es _extensa, encontrandose en todos los . tejidos y ktipos celulares - de - los Qeftebr&dog o
estudlados a la fecha y es esencial en las pnmcras etapas del desarrollo embnonano "Por ;
otro lado la reglén cntoplasmauca del B-dlslroghcano prescnta smos de umén a moléculas
‘ mvolucradas enla transducclén de seﬂales como_las prote(nas adapladoras con dommos
’/‘ SHZ y SHB (GRBZ) g la cmasa de adhesnSn focnl (FAK) y lﬂ aSBl mtegnna lo que sugiere-
' en!e eslructural (Wmder, 2001 )

quebsu fu cnén no

cano se compone de 4 gllcoprotemask transmembranales

2coordmada de todos sus componentes, por lo que la perdxda de uno de ellos produce una

k dxsmmuc|6n en los niveles del resto de los integrantes del complejo Lo anterior se observa

en diferentes tipos de distrofia muscular de cintura autosémico-recesivas conocidas como :
LGMD por sus siglas en inglés (limb-girdle muscular dystrophy) (Campbell & Straub i
1997).

1.5.3 El subcomplcjo citoplasmitico distrobrevina-sintrofinas

"-Este. complejo lo integran las isoformas de la sintrofina y de l!a distrobrevina,
proleihns periféricas de membrana que se asocian con la regién super enrollada del dominio
; carboxnlo terminal de la distrofina y/o la utrofina. Las sintrofinas contienen dominios PDZ

q c les P ‘mllcn conectar al complejo DAP con moléculas involucradas en la transduccién

omo cl canal de sodio, la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS),
na cmasa asociada a microtubulos y la proteina cinasa 3 activada por estrés

(Brenman ctal;1 96'Lumeng et al., 1999). Sc conocen 5 diferentes sintrofinas: al, f31,

pz yl y: 72 as’cuales’ s on codxﬁcadas por diferentes genes. Su patrén de expresion es

especnf ica’ dc. 'tejldd y depende dc las etapas del desarrollo (Peters et al., 1997), lo cual

10
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indicak que los: cbmplejos DAPs pueden contener diferentes sintrofinas: y mny, -
: probablemente reallcen funclones diferentes. A este respecto, se han encontrado varias -

1soformas de smtrofma en un mismo tipo celular pero con distinta locahzacnon subcelular,

lo cual forlalece la hlpétesm de la funclén diferencial.

- sarcolema de la f bra muscular asocnada con el complejo DAP ‘por lo anlenor se'le ha
lmplxcado en ¢l mantenimiento de la mtegndad membranal conf riendo - estabilidad

mecénica a la fibra muscular dumnte los cnclos de comraccuSn rela_)amoh'(Peti'of et al.,

1993). . Por otro lado, se suglere que la uu;of ina actua como un homdlogo fetal de la
distrofina debido a su abundancia ¢ en (e_udos felales (Love et al., 1991; Rxgolelo et al.,

1995). En el caso pamcular del musculo esqueleuco los mveles de utroﬁna son abundantes
en etapa fetal y van dlsmlnuyendo conforme el te)xdo se. va desarrollando,

concomitantemente va aumentando la cxpresmn dc la dlslror ina.

11
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Tabla 1. Caracteristicas comparativas entre la distrofina y la utrofina

DISTROFINA UTROFINA
LOCUS s Xp21 ‘6924
TAMANO DEL GENEb 2.5 X 10%pb 9X10%b
PESO MOLECULA DE’ LA : 400Ka

PROTEINA

: DOMINIOS

PRESENCIA DE ISOFORMAS

REGULACION DURANTE EL
_ DESARROLLO

EXPRESION EN TEJIDOS

LOCALIZACION SUBCELULAR EN

LA MIOFIBRA
PROTEINAS ASOCIADAS

AUSENCIA bAToLibG}cA

SOBREREGULACION
ESPONTANEA

427 KDa

4 dominios; N,lermin‘ai. rod, rico en
“cisteinas, C-terminal

s
si

Musculo, corazén y cerebro

A lo largo del sarcolema

DAP

DMD

Los mismos que
distrofina

Si
Si

Todos los tejidos
Unidn
neuromuscular
DAP
Ninguna
Deficiencia de
distrofina y

Miopatias
inflamatorias

Adlcmnalmenle, la prcsencna de la distrofina en determinadas regiones de la célula

B tales como lst dc esnone

receptores’ de “acetilcolina,’

mbrana post—snnéptlca de la unién neuromuscular y de

‘respcctxyamenle. La presencia de utrofina en los contactos

12
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celula-célula y/o célular atriz extracelular sugieren un papel adicional de esta proteina en

estas reglones especmhzadas Finalmente, existen varias evidencias que sugieren la
: paﬂncnpacnén de la distrofina y utrofina a través del complejo DAP en eventos de
transducclén de seﬁales, entre ellas se pueden sefialar las siguientes: 1) en la regién
cntoplasméuca del B-distroglicano residen sitios de unién para la proteina adaptadora GRB2

‘a trayés de la cual puede interaccionar con la cinasa de adhesién focal FAK (Yoshida et al.,
:  1§9:8), 2)'91 Vi_:omplejo DAP y la utrofina se asocian con estructuras de adhesién focal
1>e'nr'iquecidas con integrinas del tipo aSp1, 3) el complejo DAP y la utrofina colocalizan con
canaies de Na* 'y receptores de acetilcolina en musculo y cerebro (Gee et al., 1998), 4) las
sintrofinas puéden asociarse a la nNOS, a los canales de sodio activaaos por voltaje, a las
cinasas de serina/treonina asociadas a microtiibulos y a la proteina cinasa-3 activada por
" estrés (Brenman et al., ‘1996; Lumeng et al., 1999). Lo anterior sugiere que la distrofina y la
‘utrofina a través del complejo DAP tienen funciones que van mds alld de! mantenimiento
de la integridad membranal. En la tabla 1 se muestran las semejanzas y diferencias entre la

distrofina y la utrofina,

1.7 El'fafé_n mdx como modelo de estudio de Ia DMD

Los modelos animales en el estudio de la distrofia muscular han sido fundamentales

‘ para la comprensnén de la patofisiologia de esta enfermedad, asi como para la investigacion

1de teraplas expenmenlales El perro carente de distrofina exhibe un desorden progresivo

mucho mads rdpido que los pacientes humanos, mientras que el gato y el ratén carentes de
distrofina muestran una enfermedad benigna con hipertrofia muscular como uno de los
sintomas mis obvios comparados con los individuos con DMD (Hoffman & Dressman
2001). De estos animales se ha utilizado mas ampliamente el modelo murino, con el cual se

han logrado los mayores avances en el estudio de la DMD.

El ratdn mdx se generé por una mutacién espontinea cuya consecuencia es la
deficiencia de la distrofina (Hoffman et al., 1987). Este ratén se identificé durante el
andlisis bioquimico de la cepa C57BL/10 la cual presentaba altos niveles séricos de las

enzimas musculares piruvato cinasa y creatina cinasa, asi como lesiones histopatolégicas

13
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cteristxcas _de la distrofia muscular (Bulfield et al.,1984). En este mismo reporle, el -

anélns:s de hgamnenlo demostrd que este fenotipo se hereda ligado al cromosoma X, por lo
que ‘esta’ nueva cepa se nombré como mdx por sis siglas en inglés (X chromosome-hnked :

muscula.r dystrophy)

Postenormente, se clond €l cDNA de la distrofina de’ ratén Y el anéhsxs de la

secucncla dc los productos de amphf icacién por PCR demostré la: emstcncna de una

thmanos enfcrmos, el ratén mdx no presenta ﬁbrOSlS mtersucnal ni lnﬁltracnon adiposa, lo
cual sugiere quc el proceso de regeneracién es mds rdpido y/o que la degeneracién es
menos severa. Sin eﬁlﬁérgo los musculos intercostales y del diafragma son la excepcién ya
que en eStbs se observa: fibrosis como en los pacientes con DMD y en ambos organismos
estos musculos plcrden progresivamente su funcién conforme avanza la edad (Lynch et al.,
1997) Es 1mponante mencionar que el musculo esquelético del ratén no se ve tan afectado

como el de los pacxemes, de hecho, el ratén no manifiesta caracteristicas clinicas, y su

o uempo dc VIda asi como su comportamiento es el de un ratén normal.

S En el ratén mdx se aprecia una capacidad para compensar la falta de distrofina. En
- este sentido, las proteinas relacionadas estructuralmente como la utrofina son de gran
“interés para la investigacién de terapias potenciales. Al parecer, la utrofina juega un papel

importante, ya que sus niveles y su localizacién se afectan bajo ciertas condiciones de

enfermedad. Normalmente la utrofina se encuentra en el sarcolema de las fibras musculares

durante el desarrollo fetal, pero al momento del nacimiento es reemplazada por la
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distrofina, a pamr de este momento, la utrofina se. detccta exclusnvamenle en la un|6n

nem'omuscular y mlolcndmosa (Bewick et al‘, 1992 Law et al., 1994) No obstame sc’

lsoformas de la dl rot'na (Bm lm etal., 1996)

18 Téi‘nhiqs e,;,,(m‘ 1a DMD

; Con el uso de los modelos ammales pnncnpalmenle del ratén mdx en los uItlmos,

afios, ’se han desarrollado experimentalmente dlversas estrategnas terapeuucas contra la

: DMD Ias cuales se han clasificado en tres categonas.

sTerapia génica
sTerapia celular y

eTerapia farmacoldgica

“La terapia pénica de la DMD" consiste en la introduccién de DNA terapéutico en
el tejido muscular dafiado. Se han probado varias alternativas entre las que se encuentran la
utilizacién de vectores virales portadores del cDNA de la distrofina o de la utrofina, asi

como la introduccién de minigenes o de oligonucleétidos antisentido.




lvtriis e

’jeste persxs cn por largos penodos de uempo (Alla
. ;‘}'2001 Hoﬁ'man & Dressman 2001). La mxsma m

: g cDNA de la utrofina o de su minigen en el tej|d afe ado xpenmentalmente ha tenido

. en el tejido muscular (Tinsley et al., 1996; Gllberl et al

'fueron los comcoslermdes. como la predmson 'y
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EI uso . de. adenovnrus como: vectores del cDNA o del mmlgen de la’ distrofina
dlsmlnuye consndemblememe el fenoupo dlstréﬁco en el ratén mdx sin embargo, se

presenta una toxncndad elevada y. una respuesta mmunoléglca contra los productos virales

“la dlstroﬁna (Acsadl et al l99l) La uullzaclon de veclores adeno asociados

tre nlgunas venlajas ya que se acuva de’ forma mimma Ia respuesta inmunoldgica,

E ademés, el v ctor muestra gran aﬁmdad porel lej ido muscular y los productos liberados por

& Campbell 2000; Moisset et al.,

m apllcada para introducir el

' _mayor éxito, ya que ademas de rescatar hlstoléglca y funcnonalmente el musculo distréfico,

no activa la respuesta inmunoldgica puesto que exnsle una expresxon endogena de utrofina
,' 1999; Campbell & Crosbie 1996;

Yamamoto et al., 2000). También se ha uuhzado la tecnologia antisentido contra la DMD,

la cual consiste en la liberacion de moléculas’ de RNAs anusenudo dirigidos hacia el smo
aceptor de splicing presente en el exén mutante del gene dmd (e\on 23), de esta forma el
sitio se “oculta” y el RNA mensajero madur_o,no lncluye ‘el exén mutado (Mann et al.,
2000). : 2 SRR T T e ’

“La teragla celular contra la DMD" con5|sle en el transplame de células miogénicas:
mioblastos o células satélite, o mcluso de médula 6sea obtemdas de organismos sanos.

Mediante este procedlmxento se han logrado elevar ligeramente los niveles de expresion de

'la dxstrof ina en &l ratoén mdx. Asi mismo, la oblencxén de células precursoras musculares
me_|or purlf' cadas y el descubrimiento de fuentes alternas dc células como la médula dsea,

: las celulas umlcas o fetales y la mejor comprension de la funcnon del microambiente tisular

en la dlfcrencmcnén y proliferacién de los mioblastos “vislumbran un futuro prometedor

o pm la apltcgcnén de la terapia celular en la DMD (Hoﬂ'mgn &» Dressman 2001).

‘,‘Lu lera ia . farmacoldgica™ va encammada 1
degencracxon muscular ¥ a'la sobre-e\presxon d"Aprolemas compensatonas, como la

delener la progresion de la

L utrof na. Los pnmeros farmacos usados emtosamenle contra la progresnén de la enfermedad

eﬂazacpn. Recientemente se ha
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demostrado que estos farmacos actiian inhibiendo a las células dendriticas tisulares y a los
linfocitos T, lo cual promueve la disminucién de la proliferacion del tejido . fibrético k
(Morrison et al, 2000). Actualmente se ha reportado el uso de la gentamicina, un
aminoglucdsido que se une al ribosoma evitando que la traduccion se detenga debido a la
presencia del codon de paro prematuro en el RNA mensajero de la distrofina (Howard ét
al., 2000). Este tratamiento se probd en ratones mdx los cuales mostraron una mejorfa hasta -
de un 30% (Barton-Davis et al., 1999). Por otro lado, muchos estudios se han dirigido hacia
el descubﬁmiemo de sustancias que incrementen la »produccién endégena de utrofina ast
“como su relocalizacién a lo largo del sarcolema de la miofibra deficiente en distrofina. La
he}egulina, un factor de crecimiento derikvado de. neuritas, ha demostrado ser un potente
ihdug;o; de la expresidn de utrofina, por lo_cual aquellas sustancias que favorezcan este
: éfeétb podfian ser usadas como agentes tei-apéulicos Recientemente se ha descrito un
: f4promotor adlmonal del gene de'la utrofina ¢l cual comienza a estudiarse para emplearlo
como blanco para su sobre-| regulacnon (Bunon etal., 1998).
l9 Tranécripcién reversay ’i-ca‘ccit’in en cadena de [a polimerasa (RT-PCR)

1.9.1 Transcripcién r;é\'crsa

El control de la franscripcién juega un papel critico en la regulacion de la expresion
genética; los mvelcs de los R.NA mensajeros dentro de la célula se modifican en respuesta a .
una gran vanedad de senales que ocurren durante la diferenciacion celular, durante’ las
etapas del desarrollo y durame diversos procesos patolégicos. Tradxcnonalmenle, los mveles
de un mRNA especif co se han analizado por métodos como Northern blot e hibridacion in -

: suu sm embargo ‘estos’ métodos requieren de gran cantidad de RNA total y consumen

i »mucho llempo La aparicion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al.,

; 1987) ysu combmacmn con la reaccion de transcripcion reversa condujo a la creacion de la
. jtécmca de RT-PCR (Reverse Transcriptase Polimerase Chain Reaction por sus siglas en
bi.'n‘gile's),k la cual ha permitido una deteccién y cuantificacion mucho mas rapida y sensible
‘de los mRNAs, especialmente de aquellos presentes en baja abundancia, asi como en

»cant'idades limitadas de células 6 de tejidos (Becker & Hahlbrock 1989).
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EI paso inicial de la RT-PCR consnste en la punﬁcacxén de RNA a pamr de las
células o de los tejldos a estudlar, la obtencnén de muestras de RNA con alla calidad es un

transcmo. El método més comun parak obtener una muestra

“ factor cnuco para el anéllsns d

“de R.NA puro se basa en el usoide un agente desnalurahzante potente como el isotiocianato
- de guamdma, ste agente macuva las nbonucleasas ‘presentes en la" muestra y disgrega el
resto ntacta la‘ integridad del RNA

"(awan mxobléslosxs viruses-reverse transcriptase), y la MMLV-RT (moloney murine

»k.leukemlya vnrus-rcverse transcriptase). La eficiencia en la conversion de RNA a DNA es de
';gran |mponanc1a para un andlisis cuantitativo, generalmente, después de la sintesis de
"cDNA los restos de RNA se digieren para evitar su interferencia en los pasos posteriores.
En la mayoria de los casos, la actividad intrinseca de RNasa H de las enzimas AMV y

'MMLV cs suficiente para degradar el RNA excedente.

Existen 3 formas de iniciar la sintesis de cDNA: iniciacion al azar, uso de un
oligonucleotido dT y el método denominado gene especifico. El método de iniciacién al
azar utiliza oligonucleotidos pequeiios (tipicamente hexdmeros) los cuales se alinean al azar
* a las moléculas de RNA a lo largo de su secuencia. En contraste, a través del método oligo
dT se transcriben solo los RNAs mensajeros, debido a que el oligonucleotido dT se alinea
especificamente a las colas: pol‘ir-A del mRNA. Por su parte, el método gene especifico
vpen'nile producir ‘ﬁnicéfnente él éDNA del gene de interés, mediante el uso de un
ohgonuclc.oudo nnusentldo especnﬁco al gene que ' se desea amplificar (figura 5)
(Rashlclnun. 1994)
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Célula o tejido

Purificacidn de RNA

—_— AAAAA
——_— AAAAA
—— AAAAA

Sintesis de cDNA

G et | o ]

e AAAAA e __—~AAAAA ———__—AAAAA
— a—e———TTTTT & & &

l I
7

“Figura 5 Etapas de la RT-PCR. El RNA 1otal se purifica de la célula o tejido y se retrotranscribe a
cDNA mediante una de tres alternativas: a través del método gene especifico, mediante el método del oligo
dT o mediante el uso de os al azar. Finalmente el cDNA se amplifica por PCR. (Rashtchian 1994).

1.9.2 Reaccién en cadena de la polimerasa

Numerosos reportes han documentado la versatilidad de la PCR enu-e las muchas

apllcacmnes de esta tecmca se encuentran la clonacion, la caractenzacnon de sphcmg del’

RN la deleccmn de interacciones DNA-proteina, la sccucncnacnén de DNA l

: dlagnésllco chmco y forense la obtenciéon de mutantes, la smtesns'de sondas de acndos
nuclelcos y Ia amphﬁcacnon de RNA a través de RT-PCR (lnms et al.. k

Después de la reaccién de’ retrotranscripcion, el cDNA es amphﬁcado mediante
PCR; en la cual las moleculas de DNA blanco son duphcadas m vuro por una DNA
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pohmerasa lcrmoeslable E! proceso se lleva a cabo durante tres pasos sucesnvos que se;

repxten cfchcameme* l) desnaturahzacnén, 2) alineamiento, y. 3) extensné o sintesns
(figura 6) L

1) Dcsnaturahzac:én- Esia primera’etapa sé realiza 2 una- temperatura de reaccién
‘entre 90°C y 95°C o que penmte la desnaturallzacxén dela molecula de DNA molde yla

T KA

e que se dcsca ampllﬁcar. una DNA polimerasa termoestable, una mezcla de los cuatro

de_soxmjlbonuclgpndos trifosfato y una solucién amortiguadora.

20
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Figura 8. Pasos de la PCR. La amplificacion de DNA por PCR consiste de ires pasos sucesivos que
se repiten cicli Durante la de lizacion se separa la doble hélice de DNA para que durante la
Jase de li i los olig ledtidos wtilizados hibriden en secuencias especy' cas ﬂanquznnda la

a amplificar. Final durante la fase de ion la DNA polimerasa las cad.

complementarias mcorporando a la cadena creciente de DNA los dNTPs corre.rpondlemes

La identidad del producto de amplificacién se realiza verificando la longitud del
producto mediante un corrimiento electroforético, por secuenciacion, - mediante analisis del
patrén de restriccion o por hibridacidn con sondas especificas. Por otro lado, el método
mas comun para cuantificar los productos de PCR, consiste en la medicién de la marca
radlacuva presente en uno o ambos oligonucledtidos empleados en la reaccion. Existen
métodos alternativo basados en el uso de compuestos fluorescentes, o en snstemas biotina-

- estreplavtdma.
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1.9.3 Aspectos teéricos de la RT-PCR

El paso dc transcnpcnén reversa de la RT-PCR es snmple la unica variable es el

entre ambas si la eficiencia de

Vretrotranscnpmén Como el producto de un ciclo de amplificaciéon sirve como sustrato para

el stguu:nle a cantldad de esle se incrementa exponencialmente como lo indica la siguiente

ecuaclén. .
N =Np(l + E)"

Donde: )
N= numero de molééu[as amplificadas,
No= numero 'iniciél de rholééulas. L

n= numcro de clclos de ampllf'cacnén y

E= ‘eﬁmcnm 'de amphfcncxén, ‘

_ La ef cnencna de ampht' cacnén es el porcentaje de cDNA copiado por cada ciclo de

' reacclén De esln fon-na dlferencms de ‘'sélo un 5% en la eficiencia de amplificacion entre 2

qmvalentes de DNA resultan en la generacién de casi el doble de

produclo smteuzado a pamr de la muestra con mayor eficiencia.
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i
1

gcncralmente aparece después de 30-35 cnclos de reaccién, en la cual los reactivos

comlenzan a hmn.arse, hay acumulacién de subproductos inhibidores de la polimerasa
como los plrofosfatos, ) se presenta una pérdida en la actividad propia de la polimerasa,
adlclonalmeme la -acumulacién de los productos de amplificacién promucve una

: competencna con los oliygonucleétidos.

: 1.A9.;1'Us'o',d’c écdlas__de RNA como estindares en el RT-PCR cuantitativo.

La" RT-PCR se ha usado extensamente en andlisis cualitativos de la expresién de
2ne sm embargo, debldo aque el proceso requxere de dos pasos enzimaticos: la sintesis
; del cDNA y la ampht' caclén por PCR, las medlcxones cuanmanvas de los niveles de RNA

'ferentes muestras requneren del us' de controles mtemos Por un lado, el paso de

A s(ntesxs de cDNA es el reflejo de la cantlda de un transcmo sélo si el RNA obtenido es de

alta cahdad y si la transcripcion reversa de este es eﬁcnente Por otro lado, 1a amplificacién

representa el - paso . crucial del método, es decnr, debido a la naturaleza exponencial,

E E pequeﬁas variaciones en la ef cl ,
P'

de la amphf cacnén pueden afectar drdsticamente el

- rendimiento del producl a que la eficiencia disminuye en las Gltimas
etapas de la reaccnén cu

limitarse al anéhsxs de

) cu an ificar un transcrito mediante PCR debe
ehte durante la fase exponencial de la
qkmetodo que produce informacién
scrito (Willard et al., 1999).

a.mpllﬁcacnén Bajo
precisa de los cam
Para controlar el pr tipos generales de estindares (a)
estandar endégeno y (b) es : ‘qs, la cantidad de producto de PCR
obtenido del mRNA de'i

de una secuencia de referencia en

ucto amplificado originado a partir

ubo dé:i'elac‘cién.
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a) El - método del *‘estandar enddgeno” uuhza un R.NA expre:' Vdo endogenamente
] (Chelly et al., .1988) el cual es amplificado junto con el RNA blanco, por lo tanto actia
como un control de las variaciones de muestra a muestra durante los dos pasos enzimaticos.
Después de’la normalizacién con su control interno respectivo, los niveles de RNA blanco
..de mueslras ‘separadas pueden ser comparados directamente. Los tmnscntos que codifican
enz1mas metabélicas, proteinas ribosomales o factores de la lraduccxén son pamcularmente
'kusados como estindares intemos, ya que tienden a expresarse de manera ubicua (por
f{v_ejemplo, genes housekeeping como el de actina, o el de’ ghceraldehfdo fosfato

. :d@eélhi'(_virogenasa). Una limitacién de este tipo de control es la mayor abundancia del] RNA
: ff’esléx‘ldjar' con respecto al RNA blanco, la cinética de amplificacién y la duracién de la fase
éxbéﬁéncial de ambos productos puede ser diferente debido a que no son secuencias
: homélogas Adicionalmente, se necesita de un par de iniciadores que reconozcan al RNA
f’esténdar lo cual también es una limitante debido a que.estos pueden interferir con los

‘iniciadores que reconocen al RNA blanco.

b) El método del “estdndar exégeno™ hace uso '&e un RNA exdgeno como control de

la reacclén. (Wang et al.,, 1989). El estandar exégeno puede definirse como un RNA

smtétlco producndo mediante transcripcién in wlro que cqmparte con el RNA blanco los

0s smos de uni6n a los ollgonucleéudos y q e con _ne la misma secuencia que este

e m:cnadorcs: u) los productos de PCR provemenles dcl RNA eslandar y del RNA

'blnnco' se puede ~d|ferenc1ar medxante Ia msercnén o elnmmacnén de’ nucledtidos en la

‘sccuencxa del pnmero. A esta fécriica se le conoce también como PCR competitivo ya que
como se uuhm solo .un par de. lmcmdores, ambas moléculas de RNA compiten por los

;ohgonuclcéudos dxspombles.
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= eﬁcnencxa de ampllf cacion del RNA estandar,

= !Jmcljo _drchylclos de amplificacién.

Cuando la ef iciencia de amphﬁcac:én del blanco y del estandar es la misma, la ecuacién

= Aqueda snmphﬁcada de la stgulente ‘manera:

NO\/NO‘s: Nl /NS=AI 1A

des ‘de d 'nSIdad optica )
‘ nSIdad Gptica)

s del lranscnto blanco
produclo endégeno entre las

ont ol ntnédiatzimente~despues de la separacion

“: ‘electroforética. v
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. Para obtener resultados absolutos, esto es, determinar el nimero de moléculas de
RNA blance’ por unidad de RNA total, se mezcla una cantidad conocida de RNA estdndar
con', una cantidad conocida de RNA total y se realiza la retrotranscripcion;
shbsecucnlemenle se preparan una serie de diluciones de ¢cDNA las cuales se someten a

amphf icacion. Después de la PCR, se determinan las canudades 'de los productos obtenidos

“del esténdar y del blanco y se construye una graf' ca como se mdlca en la figura 7. La curva

del RNA estdndar se genera graficando el logantm del numero inicial de moléculas de

RNA estandar (Log Nos) como una funclén del ogam, 0' de la cantidad de producto
amplificado de estandar (Log N,) La‘curva:del. RNA blanco se produce graficando el
logaritmo de la cantidad inicial de RNA .blanco (Log’No') como una funclén de la cantidad
de producto amplificado de_ RNA blanco  (Log N;
de mRNA por unidad de RNA’ :

esto es donde la eﬁcnencxa de.

vPara determmar el numero de moléculas

lraza una linca desde la curva»

:medlantc la técmcade RT-PCR
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Curva 7.

Log Ny g expetimental _, 1. .| Log, Ny, (molécutas)

) .~/C“~i estindar

. Log N, 0N, (cpm)

Figura 7. Uso de una curva estdndt phra la obtencién de los niveles absolutos de un mRNA.
RI-ICR SEMI-CUANTITATIVO
r
. RNA blanco RNA estéindr
. ! !
N Tejidoocdlulas Gaedoado
: !
v Puificxiénde RNA Trarscripion invitro
Qurtificacionde RNA

!

Garbinacion dz RNA Harooy RNA esténdar

Trarscripeién revarsa (RT)

ze-nn>mn

Anyiificacion (RCR)
|

Bectroforesis en get

zO-AaRmamo

Quantificacion

Figura 8. Diagrama de flujo de los pasos involucrados en la reaccion de RT-PCR semi-cuantitativo.
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Capitulo II

Justificacion

La DMD es una enfermedad neuromuscular con una alta incidencia mundial.

Actualmenle no se conoce mngun tratamxenlo efectxvo, sm embargo, muchos datos

expcnmenmles ﬁdlcan que ‘la sobreregulacno de la ul roﬁna en el tejxdb muscular dafiado

puede dlSmIl’lUIl’ el fenonpo distréfico en los modelos estudlados, ml como se observa enel

- de la distrofia muscular de Duchenne
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Capitulo ITX
‘Objetivos

3.1 Objetivo General

Medir por medio de RT-PCR seml-cuanmauvo la cxpresxén del RNA mensajero de la

. utrofma de longitud completa (Up400) en dlfer z tones mdx y snlvestres

3.2_ Objetivgs Pa;jtic_ular

; ~'d) Determmar los mveles relatxvos del mRNA de; fa utrofina en los dlferemes Srganos de

los ratones silvestres y “mdx.
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Capitulo IV
Estrategia experimental

La estrategia experimental seguida en este trabajo se dividié en tres etapas las cuales
se esquematizan en la figura 9. En la primera etapa (1) se establecieron las condiciones
éptimas del PCR competitivo utilizando el RNA total obtenido de las células C2C12 y un
RNA estandar obtenido mediante transcripcion in vitro. La segunda etapa (II) consistié en
la caracterizacién genotipica de los ratones silvestres y mdx a través de PCR asi como en la
obtencion de las muestras de RNA total de los diferentes tejidos analizados. En la dltima
etapa (1l1) se realizé el RT-PCR semi-cuantitativo co-amplificando el RNA total de cada
tejido y ¢l RNA estandar, utilizando 2P incorporado a uno de los oligonucleétidos cornqu'

cual se obtuvo mayor sensibilidad.

30




Oscar Herndndez Herndndez

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

" > Caracterizacién

Células C2C12 del genotipo mdx ———

’—_@ > Purificacién de RNA
57
l Obtencion de tejidos
ETE

T l

PP i

RT-PCR

Purificacion de RNA

RNA estandar Transcripcion
r in vitro 3
Co-amplificacion

RT-PCR
— Competitivo
[ e aal
III  RNA estindar RNA tejido 1

M +
3 —————
s mcumiﬁ.cwn !;:_E_Qg

Figura 9. Diagrama de flujo de la estrategia experimental.
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Capitulo V

Metodologia
5.1 Obtencion de tejidos

Se utilizaron tres ratones silvestres: cepa C57BL/6 y tres raiones mdx, previamente
caracterizados por PCR los cuales se‘sacﬁﬁéﬁion:mﬁd}myé una :sébredosis de ;idfbfomo .
via inhalatoria. Se extrajeron  por diseccién lbsfsiguiehtésbrgahds: intestino delgado,
testiculo, rifién, bazo, hi‘gado, corazén, pulmdn, musculo esquelético, cerebro y ojo. Los

- kérgaxv’wsk se-lavaron en PBS y se transfirieron de inmediato a criotubos, los cuales se
= fdepq'silaron en nitrégeno liquido para su congelacién ripida y se almacenaron en un

" ‘u_lu"ac‘ohgclador a-70°C.
5.2 Caracterizacién de los ratones mdx mediante PCR
5.2.1 Extraccién de DNA

Se utilizaron muestras de 2 cm de la cola de cada ratén las cuales se digirieron a
55°C en 500 pl de buffer de digestion (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, NaCl 400 mM, EDTA
100 mM, SDS 0.6 %, proteinasa K 0.6 mg/ml), después se agregaron 180 ul de solucién
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- saturada_ dek NaCl y las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 112000' rpm 2
: ’ytemperatura ambiente, se recuperd el sobrenadante y el DNA se preclplto con un volumenb
de etanol al 95 % . Después de una centrifugacién a 8500 rpm por 20 minutos, el DNA se
lavé con etanol al 70 % y se resuspendié en 200 pl de Tris-HCl 10 mM bH 8.0. El DNA‘se k
coyrriéke'lbeclroforelicamenle en un gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de_etidio 0.5

! pg/rﬁl y se cuantificé en un espectrofotémetro GeneQuant (Phamihcia Biotech).

5.2.2PCR

En un volumen total de 25 pl se mezclaron 50 ng de DNA, 200 ng de cadav
m|c1ador p9427 y DMD23 (tabla II), 200 pM de cada dNTP, MgCl, 1.5 mM, Tris-HCI 20
mM KCl 50 mM y 2, 5 umdades de la enznma Taq polimerasa (GibcoBRL). Los parémetros' k

¥ '{de la reaccnén consnsueron en un paso de dcsnaturahmcnén inicial a 94°C por 5 mmutos, :

segmdo de 35 clclos conSISlentes enun paso desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos, una
is a8.72°C |

n 'producto de

. elapa de ahneamxento a 58°C durante 30 segundos, .y un paso de slnte

mmuto De esta reaccion, denommada “pnmera vuelta de PCR" se obtuv )

245 pb dentro del cual se encuentran represemados tamo el ulelo sxlvestre como ‘el mutante.

De esta primera reaccion, se uulxzé‘l—pl yise mezclé con 200 n, e los. ollgonucleétldos
p259 y p9427 o p260 y p9427‘_los cuales diferencian el\alclo snlvestrc del mutante (tabla I1),
200 pM de cada ANTP, MgCli l .5 mM;Tris-HC] 20 mM KCl 50 mM y 2.5 unidades de la

enzima Taq DNA pollmerasa enun volumen de reaccnén' t' nal de 25 pl. Los pardmetros de

esta “segunda vuella de PC consnstleron' en un paso prevno de desnaturalizacién a 94°C

por 3 minutos seguxdos por ‘35 cnclos consnstentes enun paso de desnaturalizacién a 94°C

por 30 segundos, un paso de almeamnento a 55°C.por 30 segundos y un paso de sintesis a

72°C durante 30 segun, nalmeme, los productos de PCR, se resolvieron en geles de

agarosa_ al 2 % emdos‘con ‘bromuro de etidio 0.5 pg/ml y se visualizaron en un

lransnlummador de luz [SAVE
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5.3 Purificacién de RNA total

Una muestra de cada tejido congelado (100 mg) sejdeposité sobre un mortero
previamente esterilizado y congelado sobre un baiio de nitrégeho liquido. Posteriormente,
la muestra se trituré y homogenizé con | ml ‘del reactivo TRIzol (fenol/isotiocianato de
guanidina) (GibcoBRL), el cual rompe las células y disgrega los componentes celulares
manteniendo la integridad del RNA cehilar ‘ (Chomczynsky & Sacchi 1987). El

homogemzado se .colecté en.un tubo eppendorf donde se mezclé con cloroformo y se

i 'entnfugé para separar dos fases. Se recupero la fase acuosa y se precipité el RNA con 500
pl dc lsopropanol Enseguxda el RNA se lavé con etanol al 75% y se resuspendié en 200 pl

:vde agua DEPC Finalmente el RNA sc cuantificé en un espectrofotémetro GeneQuant

(Phannacna Blotech) a una longitud de onda de 260 nm y su integridad se verific6 a través

de elcclroforcsns en geles de agarosa-formaldehido al 1%.

5.4 .'Elc(::tl‘-dro'l"csvis en gel de agarosa-formaldehido

lvxél gr‘de agarosa en 62.5 m! de agua DEPC y se calentd a 60°C hasta su
Ao‘stexiorménte,'se adicioné la solucién amortiguadora de formaldehido gel
rm dehido 12.3 M para obtener una concentramén finalde 1Xy22 M

1 cn k otal de 100 ml Por otro lado se mezclaron 0.5 ug de RNA

bromuro de etidio (1:20 de un

‘g/ l) La mezcla se” calento a C'por,l’S' minutos y se cargé en el gel

recorrido. a' 100 volts por 5. ‘Las muestras se sometieron a

el ectroforesns durante 20 minutos a 100 volts y 1ixalmenle los geles se visualizaron

k medlanlc un transiluminador de luz UV.
""" 5.5 Sintesis de cDNA

Se mezclaron 1 pg de RNA total (como molde para sintetizar el cDNA) con 1.5 pg
de hexameros al azar (como iniciadores de ia reaccion) los cuales se desnaturalizaron por 3

minutos a 70 °C; posteriormente se agregaron a la mezcla anterior 200 unidades de la
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enzima MMLV-RT (GibcoBRL), solucién amortiguadora de sintesis de cDNA10X - .-
(Gibco BRL), solucion de dNTPs 10 mM y DTT 0.1 M en un volumen final de 20 pl; Ia
sintesis se llevé a cabo a 37°C durante 1 hora en un termociclador GeneAmp PCR System

2400 (Perkin Elmer).

Tabla II Secuencias de los oligonucledtidos witizados en los ensayos de PCR.

Fuente - :

Producto Oligo ... .-~ .:-Secuencia (5‘;3')
detectado ‘ S SEE

Up40D endégena DRPLF . 5-ACTGGTGTGCCTTTCTCTGACTTGGS"

DRPIR: CTGGGCACTCTCCTCATCC-3 -+

. AATACGACI'CACTATAGGACTGGT SRR TR
Up400 : oroccrrrcrmc/\crroo BT b S0 Rosas et all, 2000
 Esindar i S
g s c;\crcrcc-rcuccrrrcc;\cwr )
'I'l'TAACATAﬂ'l'I'CCTCMTC‘I’GGG 3

L STTCATATGTTCTTCTAGCTTITGGC-3 17 248 pb % Este trabajo

7 8“AACTCATCAAATATGCGTGTTAGTG-3" /1o« ", S
LAl i p289 §-GTCACTCAGATAGTTGAAGCCATTTAA-Y - " = 105pb - . - Amalfitano &
mddsilvestre 260 5-GTCACTCAGATAGTTGAAGCCATTTAG-3 " 77 ’ *Chamberlain, 1996

5.6 Sintesis dec RNA estindar
5.6.1 Sintesis de cDNA y PCR

Se utilizé 1.0 pg de RNA total purlﬁcado de las células C2C12 esta linea celular

proviene de mioblastos murinos, los "uales pueden dlferenclarsc a miotubos contrictiles y

producir proteinas musculares caraclen’sucas. El RNA se retrotranscribié como se describié

amenormente y el cDNAVoblemdo se amphﬁco mediante PCR, utilizando los
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oligonuclcétidos . DRPlFR y DR.Pbl F ‘(tabla -11).:- Estos * niciadores reconocen
especificamente a la Up400 (ID Y12229 GeneBank)
obtenido es de 126 pb, el cual abarca de la base 5303 a ‘la 5428 del cDNA de la utrofina de
‘ 100 1 ng de cDNA, 200 uM de
‘ ps-HCl 20mM, KCI 50mM

en una mezcla de reaccién

el producto "de ‘amplificacién

ratén. Las condiciones de la reaccién fucron las’ sxg ente
cada ANTP, 200 ng de cada ohgonucleéudo, Mg le
"y 2.5 unidades de la enzima Taq DNA polxmeras
: Ahsisticmn en un paso de
' kié:n‘to a 62°C durante 30

de 25 pl. Se llevaron acabo amphﬁcaclr’nes

desnaturalizacién a 94°C por 30 segum‘io»
segundos y una de pohmcnzacnén a 72°C.

desnalurahzacnén xmcml a 94°C por § minuto

ciclos - emplcando las

- El produclo oblemdo d

n'antes menclonadas y a los ohgonucleotndos T7a y:T7b (tabla n.-

: condncnoncs d 'rcac

Estos clad es’ producen una“‘delecién en el fragmemo ampllf cado ‘debido a

. modlf cac:ones en su secuencia. El producto de amplificacién, de 111 pb, se sometié a
o ic’.lectroforcsls en un gel de agarosa al 2 % teflido con bromuro de etidio 0.5 pg/ml y se
» punt' c6 mediante el kit “Concert Gel Extraction Systems™ (Gibco BRL) El fragmento

‘ punf' cado se uuhzé como molde para la reaccién de transcripcion in vitro,

5.6.2 Transcripcién in vitro

La reaccion de transcripcién in vitro se llevé a cabo empleando 50 unidades de la

RNA polimerasa del fago T7, 200 ng de DNA molde, DTT 10 mM, mezcla de TfNTPs
ImM, solucién amortiguadora de transcripciéon 1X y 40 unidades del inhibidor de RNasas
RNAsin (Promega), en una mezcla de reaccién de 20 pl. La mezcla se incubé durante 1
horaa 37°C y posteriormenté el cDNA molde se someti6 a digestion con DNasa I durante
15 minutos a lembefatura ambiente. Enseguida, la DNasa | se inactivé por adicién de
‘ ) EDTA 25 mM.y una incubacién a 65°C por 10 minutos. EI RNA estindar se precipité con
T acelato de sodlo 2.6 M pH 5.2 y ctanol absoluto, se resuspendié en agua DEPC y se

cuanuf icd evn’un espccuofotémelro GeneQuant (Pharmacia Biotech) a 260 nm. Para
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observar la mtegndad del RNA sintetizado, este se someué a eIectroforesns ‘en un gel de

agarosa al 2%
57 Marcaje radiactivo ':dcl oligo DRP1.R

levé a cabo mezclando 10 umdades de la enzima T4 polinucledtido
. ir[y-”P]-ATP (10 pCi/pl, 3000;,1C|/mmol), 2 ug de oligonucleotido
lu én amomguadora de marcaje 5X La mezcla de reaccion se incubd a

e 30 m nulos y postenonnente se calenté a 65°C por 10 minutos para detener la

g_‘reaccmn Fmalmenté; se determinaron las cpm del producto radioactivo empleando un
: ,contador dekcenlelleo Beckman LS 6000SC ‘

L 58RT—PCR scnﬁ-;ﬁunntitalivo

Para determmar la cantidad 6ptima de RNA eslzinda: a uuhmr enla reaccnén de RT-

.:-, PCR, se co- ampllfcaron 0.5 pug de RNA 1otal de Ias células C2C12 con dnferentes‘

: ,cantldades de RNA esténdar: 1000 pg, 100 pg, 10 PRy l pg Por otro lado para determmarv o

vradmcuvamente con 32I’ en su extremo 5°. Los produclo

) "resolvxeron en geles de pohacnlamlda al 8%. Los geles se Sex

BIS 4000 '(Scanalytis).

dlcxonalmenle, los geles se expusieron a una pelicula radlogréf éa durante 4.5 horas para

" “'se . cuantificaron en un radioanalizador ' de |mégenes

obtener la placa autorradiografica. Para determinar_la cantidad relativa del mRNA de la
utrofina en cada tejido, se calculé la radioactividad (cpm) presente en cada producto de
amplificacion, los datos se normalizaron dividiendo el valor obtenido de la banda

correspondiente a utrofina endégena entre el valor obtenido de la banda control.
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Capitulo VI

Resultados . -

6.1 Sintesis dc un RNA é#vtkinrt!arv édmo control exégeno

En este traba_;o se. smtetlzé un RNA estandar para utilizarlo como un control

: exogcno en la reaccxén de RT- PCR Con este fin, se purific6 el RNA total de las células

: "‘"7"C2C12 (f gura,lOA), esta linea celular provnene de mioblastos murinos y tiene la propiedad

se a mlolubos contrécules que producen proteinns musculares caracteristicas,
|ormcnte. el RNA lolal se retrotranscnblé a cDNA el cual se amplificé con los
7\ mlc dores DRPI.R y DRPLF, especnf cos para la Up400 (Rosas ct al., 2000). El producto
E vde'brliG‘pi) genefado (figura 10B, carril 1) se reamplificé utilizando los oligonucleétidos T7a

. 4 "T7b. Lstos oligonucleotidos derivan de los oligos DRP1.F y DRP1.R, pero presentan las

:,modlf icaciones siguientes: al extremo 5° del oligo DRPL.F se le adicioné la secuencia del

. -,':pro’molor de la T7 RNA polimerasa para dar origen al oligo T7a, mientras que al oligo

‘DRPIL.R se le incorporé en su extremo 3’ una secuencia interna del cDNA de la utrofina

B para dar- origen al oligo T7b (figura 11). Con estos nuevos iniciadores se obtuvo un

i produclo de amplificacién de 111pb (figura 10B, carril 2y figura 11) el cual sirvié como
molde para la reaccién de transcnpctén in vitro In cual ﬁnalmeme dié origen al RNA

estandar de 93 bases de longitud (figura lOC y 1 1)
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M | 2 M 1
285
188
100 pb =126, 100pb —

Figura 10. Sintesis del RNA estindar. (A) RNA total de las células C2C12 sometido a
electroforesis en un gel de agarosa-formaldehido al 1% tefiido con bromuro de etidio; se indican las bandas
correspondientes a los RNAs ribosomales 28S y 18S. (B) Producto de amplificacion de la utrofina de 126 pb
(carril 1) y DNA molde de 111pb empleado para la generacién del RNA estandar (carril 2), visualizados en
un gel de agarosa al 2% teitido con bromuro de etidio. (C}) RNA estandar de 93 bases sintetizado mediante
transcripcion in vitro. M, representa al marcador de peso molecular de 100pb (Gibco-BRL).

T7a
T

— I o
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l rer T

— R W o o 1175

1 Transcripcidn in vitro
RNA 93 bases

RNA celular I RT-PCR

. pe——
|

—

DI conosie

-

Figura 11. Estrategia para la sintesis del RNA estindar. Se muestran esquemdticamente Ios pasos
seguidos para la sintesis del cDNA usando los oligos modificados asi como los produclos de la:co-.

4,

amplij j‘ icacidn generados con los inici es originales (explicacion en el texto).
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6.2 Eslﬁn‘dai;i‘z‘:ac'i('in'de‘l ,CR‘compétmv(S,

El RNA control ‘el g lotal de ‘las células C2Cl2 se sometieron

'V51multéneameme a la're clén [ RT-PCR utilizando los oligonucleotidos DRPI. F y

‘ DR.Pl R La reaccnén de PCR conSIstlo en 30 ciclos debido a que en un trabajo previo se ‘
. habia dclermmado que la fase exponencnal temprana de la reaccién de PCR, para productos
- homélogos se ubicaba en este numero de ciclos (Rosas et al., 2000). En la f gura 12 se

observa que al utilizar 1000 y 100 pg de RNA control en la reaccnon de RT-PCR, la

~ produccién de su cDNA predomina sobre la del RNA celular (camles l y 2), de la mxsma
‘manera, cuando se disminuyé la cantidad del RNA control en la reaccnén, se |ncremenlo el
cDNA proveniente del RNA celular (carril 4). Estos resultados demuestran que se establece
una competencia entre los dos moldes por el empleo de los ohgonucleéudos. La utilizacién
“de 10 pg de RNA control en la reaccién de co-amplificacién permite detectar cantidades
comparables de ambos productos (Figura 12, carril 3) por lo que esta cantidad se empleé en

los ensayos posteriores.

200 pb —
— Utrofina 126 pb

100 pb — — Control 93 pb

Figura 12. RT-PCR. competitivo para el 1ranscrito de la Up400. Se muestran los productos de co-
amplificacion en un gel de agarosa al 2% teftido con bromuro de etidio. Se utilizaron diferentes cantidades
de RNA control: 1000 pg (carrill), 100 pg (carril 2), 10 pg (carril 3) y 1 pg (carril 4} y se mantuvo constante
la cantidud del RNA total de las células C2C12 (500 ng). M, marcador de 100 pb (Gibco-BRL). Se sefialan
en la parte derecha de la figura los productos del RT-PCR obtenidos para la utrofina y el control.
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6.3 Sensibilidad del ensayo de RT-PCR

Para asegurark que el sistema de cuantificacién era “adecuado para detectar
variaciones en la expresién del RNA mensajero de la utrofina, se realizé el ensayo de RT-
PCR semi-cuantitativo usando cantidades variables del RNA total de las células C2C12
manteniendo constante la cantidad del RNA estdndar. En la figura 13 se observa que el
método pudo detectar variaciones en la cantidad del transcrito de la utrofina, tan pequefias

como 250 ng.

Tr-18 CON
FALLA b OR.GEN

— Utrofina 126 pb
— Control 93 pb

Figura 13. Andlisis de la sensibilidad del método de RT-PCR semi-cuantitativo. Se muesiran los
productos de RT-PCR en un gel de agarosa al 2% tetido con bromuro de etidio. El ensayo de RT-PCR se
llevé a cabo como se describe en Metodologia. Se utilizaron diferentes cantidades del RNA celular: 250 ng
(carrill), 500 ng (carril 2), 1.0 ug (carril 3) y 2.0 ug (carril 4) y se mantuvo constanie la cantidad del RNA
estandar (10 pg). Se seftalan en la parte derecha dv la figura los producios del RT-PCR obtenidos para la
utrofina y el control. M, marcador de 100 pb (Gibco-BRL).
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o (Amalf tano & Chamberlain 1996). De esta manera al usar el: p
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mutacioén, Poslenormente. en’ Ia “segunda vuelta de PCR“ c utlllzaron Ios pares de ohgos“'
p9427/p259 y p9427/p260 El; ohgonucleoudo p9427 es complemenlarlo a una reglén
localizada dentro del mlrén 22 mientras que los ollgonuclcoudos p259 y p260 hxbndan en
una secuencia locallzada al interior del exén 23 de! DNA gendémico de raton, 105 pbrio .
amba del sitio de hlbrldacmn del oligo DMD 23 (figura 14). El olngo p259 esta dlseﬁado de

lal forma que el ultlmo nucledtido en posicién 3” es complcmemano umcamente ‘al DNA

provemcnlc de ratones melx y no de ratones silvestres, por ¢l contrario, el ultxmo nucledtido

del extrcmo 3 del oligo p260 s6lo es complementario al DNA sﬂ ‘eslre pero no al mdx.

llgonucleéndos
p9427/p259 se produce un fragmento de 105 pb sélo si el DNA pcne ce aun ratén mdx,
0 gl mismo tamafio

mientras que el uso del par de’oligos p9427/p260 genera un pro

s6lo a partir de DNA libre de la mulactén en el exén 23. En la f' g Y 15 se muestran los
produclos de ampllf cacién obtemdos a partir del DNA genomlco provemenles de un ratén

mdx y de un ratén conlrol CS7BL/6
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p9427

> intrén 22 , €x6n 23

I
-
Primera vucha de PCR DMD23

9427

p - 3 ,
-""‘M‘m‘i—“__- 245 pb

<X
p259 o p260

S,

ﬂ Scgunda vuelta de PCR

B)
T = alelo muty

I ICAAMTGGCTTCAACI‘ ATCI'GAGTGACAq

~Z 3 AATTTACCGAAGTTGATAGACTCACTGL §* p28% ity
I |GATTITACCGAAGTTOATAGACTCACTGI-5' p260 silvesire

Figura 14. Estrategia para la caracterizacion g ipica de los ratones mdx. A)En la primera vuelta
de PCR se utiliza el par de oligos p9427 y DMD 23 produciendo un fragmento de 245 pb, a partir del cual se
realiza la segunda vuelta de PCR usando los pares de oligos p9427/p259 o p9427/p260. B) Representacion
de la mutacién dentro del exén 23 que indica la secuencia de hibridacidn entre los oligos utilizados asi como
la secuencia mutante y silvestre.
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300 pl
200 pb —245 pb
100 pb 105 pb

Figura 15. Caracterizacion de los ratones mdx. Se muestran los productos de PCR en un gel de
agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio 0.5 pg/ml. Carriles 1 y 4 productos de amplificacidn de primera
vielta obtenidos con el par de oligos p9427/DMD 23.Carriles 2 y 3 productos de PCR obtenidos con el par
de oligos p9+427/p259. Carriles 5y 6 productos obtenidos con el par de oligos p9427/p260. M, marcador de
100pb, carril 7 control negativo. Los carriles 3 y 6 corresponden a una muestra de DNA proveniente dé

raton mdx mientras que los carriles 2 y 5 corresponden a una muestra de origen silvesire.

6.5 Anilisis semi-cuantitativo de la expresién de utrofina en el ratén mdx

Se anahzaron los nlvelcs de la utrofina en tres ratones machos adultos de la cepa

C57BL/6 como controles y tres ratones mdx machos adultos. Se aislé el RNA total de los

sngulenlcs l(:jldOS. ntesuno delgado, tesuculo, nﬁén, bazo, higado, corazén, pulmén,

musculo csqueleuco, cerebro y 010. En las’ fi guré 16 A y 16 B se muestra la integridad de

los RNAs obtemdos a pamr de un raton snlvestre y un ratén mdx, respectivamente.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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C57BL/6
A
2 5 = g = 2 e
£ 3 £ 3 2 £
g 3 §& E 2 &
£ g% 3§ 2 g : 3 £ s
288 —
188 —
58 —
mdx
B
28S
18S
55

Figura 16. Integridad del RNA total de los tejidos de ratén. Se analizaron 500 ng de RNA de un:
raton silvestre (A) y de un raton mdx (B), obtenidos a partir de los tejidos que se sefialan en la parte superior
de la figura, en un gel de agarosa-formaldehido al 1% tefido con bromuro de etidio. Se observan las bandas
correspondientes a los RNAs ribosomales 28S, 18S y» 58 como un indicativo de la integridad del RNA total.
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Después de Hal;cr cbrnripforbvédb la integridad de! RNA de cada tejido, se efectuaron
las reacmones de R’I’ PCR seml-cuanmauvo utilizando el oligo DRPI.R marcado con 2P
‘ Los productos de la co-amphﬁcacnén se ' resolvieron mediante

en su cxlremo S
eleclrolorcsns en geles de pohacnlamlda al 8% (figura 17A'y 18A) con lo cual se logré una

meJor rcsoluclén. Los geles se expusxeron a una placa autorradiogréfica durante 4.5 horas
(fi gum l7B y |8B) y se cuantificé la‘radiactividad emitida por las bandas correspondlemcs

a cada produclo.

= CSTBLIG

Iy
g = = (-3
2 8 s 5 3 g
i £ 3 § % E ¢
=S &2 =& 3 & 5 8§ €

SRR Utrofina 126 pb

[ T P o N e

al U \aed b oot w o el u — Control 93 pb

— Utrofina 126 pb

.~ Control 93 pb

Figura 17. Expresién de la utrofina en los diferentes tejidos del ratén silvestre C57BL/6.-(A) Gel de
poliacrilumida al 8% teitido con bromuro de etido en el cual se muestran los productos del RT- PCR

semicuantitativo. (B) Placa autoradiogrdfica de A.
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mdx
g = = °
A 1 2 S & = g
£ ¢ 0§ 3 408 £ §: .
= & ® @ ¥ § & =4 &

A — Utrofina 126 pb
"~ Conuol 93 pb
B — Utsofina 126 pb

— Control 93 pb

Figura 18. Expresion de la wutrofina en los diferentes tejidos del raton mdx. (4) Gel de
poliacrilamida al 8% tefiido con bromuro de etido en el cual se muestran los productos del RT PCR
semicuantitativo. (B) Placa autoradiogrdfica de A.

Los valores se normalizaron dividiendo las cuentas totales del amplif' cado de la::
utrofina (produclo de 126 pb) entre las cuentas totales del control respecuvo (producto dc

93 pb) Para obtener valores represemauvos de la cantidad relauva del transcnlo de Ia

todos los 6rganos annlxzados. la exprestén méxlma se encontré en el pulmbn rlﬁon y bazo,
Cy. cn menor cantldad en el musculo, o_|o y ccrebro (tabla 1I). Por otra pane. no se encontro

. ‘,dnferencxa sxgmfcauva en los mveles ‘elativos del mRNA de Ia utroﬁna entre los tejidos de

o0s ralones snlveslrcs y mdx (p 0.05).
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A Niveles de mRNA de Up400
2
§ 16
8 12
4
§ 0.8
§ 04
o .. _ A
Pulmon Bazo Rinoén Intestino Corazén
tejidos
B
Niveles de mRNA de Up400
2 g
§' 16 §
% 12
%’ 0.8 .
] 04
o 8 i L
Testiculo Higado Cerebro Ojo Muasculo
tejidos

Figura 19.  Niveles relativos del rranscrito de la utrofina. La expresion relativa del transcrito de la
utrofinu se obtuvo de las figuras 12 y 13 dividiendo las cp m. del producto de la utrofina entre las c.p.m. de
su control respectivo, Los valores mostrados corresp al pr dio de 3 muestras de cada tejido.
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TEJIDO: PULMON BAZO -RINON:- INTESTINO CORAZON TESTICULO. HIGADO. CEREBRO OJO

Ratén
CS7BLIG

EEX B VR

. Expresnén relauva de la utrofina.: Los valores indican cuantas veces mas del transcrno dc i
utrofina s¢ encontraron en los dlferemcs (ejldos en rclac:én a Ia cantldad relauvn del rranscmo delcctada enel
misculo csquelétlco L . :
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Capitulo VII

Discusion

La DMD sE desiu}olia debido a la ausencia o deficiencia funcional de la distrofina,

prolema codlf' cada en ‘el gene dmd. La distrofina se locallza en'la pane ‘interna del

sarcolcma en conjunlo con el complejo DAP, la distrofina mantiene la estabilidad de la

(' bra muscular durante Ia comraccnén de este tejldo Aclualmente no existe cura para la

en csu. lrabajo._se eval"aron los niveles relativos de su transcrito en diversos le_ndos de

ralon unplcando un ensayo pamcular de RT-PCR semi-cuantitativo.
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La sensnbxhdad de la lécmca de RT—PCR es muy superior a la que brindan los

métodos tradlcmnales de. deteccxén de RNA .como la hibridacién tipo -northen. Sin

embargo, para obtener mformaclén uanutauva es necesano controlar la eficiencia de los

pasos mvolucrados en el proceso de RT-PCR. como es la transcripcién reversa y la

amplificacién del cDNA. Para controlar la vanacnén que se presenta_entre reacmén y

ntrol que pemma normahzar los datos.
r RT PCR del gen problema y

te, tal es el caso del gen del

'reacclén dé RT-PCR es necesano empke4
*Tradicionalmente se ha empleado la’ co-amp
genes enddgenos que presentan una expreslén

RNA ribosomal 18S, el gen de la enz ma G. aclma, entre otros (Kevm

ctal, 1993) Sin embargo, el uso de estos ge

' “ex‘égvenyo de la reaccién de
gmpliﬁéafon utilizando el mismo par
’ plqﬁéaéién del RNA estindar es 33 pb
uptos "rqriedvi.ii,hte una electroforesis. Debido a las

meque la eficiencia de amplificacion para ambos

ktranscntos es muy: similar:y ‘por.lo tanto. se ‘pudo realizar el andlisis. Adicionalmente, el

“sistema de cuantificacion por RT-PCR semni-cuantitativo empleado en este trabajo demostrd

k ser_sénsible ya:que’se . pudo detectar el uanscnto de utrofina usando cantidades de RNA

’ total tan pequeﬂas

“Por otro lado, es importante mencionar que el gene de la utrofina esta controlado
por un promotor de tipo housekeeping. Teoricamente estos promotores manejan la
expresion de genes constitutivos, es decir de genes que se expresan de manera extensa en

todos lo tejidos debido a que proporcionan funciones basicas necesarias para la célula
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7'(Dennis‘e't ai., 1996). Lo anterior concuerda con reportes que demuestran una expresién
generalizada de la utroﬁna, la cual se ha detectado cualitativamente en musculo esquelético,

musculo cardxaco, musculo liso, sistema nervioso central y periférico, retma., endotelios,

lta canudad en pulmén y rifién (Love et al., 1991; Lumeng et al.,, 1999). A

dxfcrencm de la utrof na, cuya expres:én es ubicua, la expresién de la Dp427 se restnnge a

masculo y cerebro, lo que indica que en tejidos no musculares la ﬁmcnén de la utrofina

pucde ser la de establhzar la membrana celular, como se suglere que lo hace enel musculo

‘.fetal (Lo?e etal 1991 Rxgoleto et al 1995). Para cumphr con esta funcxén es necesano

nccesxdadcs ﬁsxolégxcas de cada uno de ellos. Por e_jem lo, cn el pulmén yel nﬁén que son

ndolehales, detectamos un mvel

'grah proporcnén por células

relativamente “alto’ de exprestén de utrofina, lo quc' comcxde con repones prevxos

(Matsumura et al.,’ 1993) Por analogiﬂ ala dlstroﬁna muscular la uu'oi' na puede tener un

papel lmporlan(c durante el estrés mecanico de las células cndotellales que forman parte de

estos lCJIdOS, lo que explicaria sus niveles altos. A estc‘respecto’ Loh ‘y.co

reportaron que existen al menos seis complejos DAP difércnté el nﬂon cuyos

componentes varian de acuerdo a la anatomia renal, en este te_udo la utroﬁna se encontrév

formando parte de complejos DAP ubicados en el glomcmlo y en’ los’ xubulos dlsta] y

colector.
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Eh conlrasie hosotros encontramos los niveles mas bajos de expresién 'de uiroﬁna e

en te_udos como musculo, cerebro y o0jo, en donde es probable que la necesndad por la’

utroﬁna sea menor porque en ellos se expresan eficientemente diversas dlstroﬂnas como la

“Dp427 en musculo, la Dp71 en cerebro y la Dp260 en retina. Por ejemplo,

: sabe que la utrofina se requiere especificamente solo en la unién neuromusc lar, en donde

1992).

agrupa especnahzacnones membranales (Helliwell et al., 1992; Khurana et al.,

De manera interesante, en el musculo esquelético provemente ‘de’ pacnentcs con :

DMD y'de ratén mdx se han encontrado niveles elevados de utroﬁ'
1992) Estc

mpensar la ausencia

- aquellos encontrados en el miisculo normal (Clerk et al., 1993; Hethell

: fenomeno se ha expllcado como un mecanismo celular para tratar d

dela dlslroﬁna en la fibra muscular. Debido a que la utrofina tamnbién es capaz de unirse a

; la acuna del cnoesqueleto y al complejo de proteinas que.forman‘ el complejo DAP

: (Matsumureg et. al.,, 1992), su sobreexpresnén en el musculo squeletlco de ratones mdx.
revierte o ahvm el fenoupo distréfico, medmnte el . restable mlento dc los niveles del
. '»complejo DAP (Tmsley, et al 1996) En I k

medlante la técmca de RT-PCR semi-cuantitativo utilizada en este trabajo no detectamos

o nmguna dxferencm en la expresion del transcrito de utrofina entre el ratén mdx y cl ratdn

silvestre. En concordancia con los resultados de este trabajo, Gramolini et al.,, (1999)
reportaron que los niveles del RNA mensajero de utrofina son iguales entre el masculo

distr6fico y sano, tanto en el humano como en el ratén. Lo anterior sugiere que mecanismos
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”posl-transcripcionales son los responsables del aumento de la proteina en este tejido,:sin
embargo consnderamos que es necesario realizar la cuantificacién a nivel de proteina en los

tepdos anallzados en este estudio para poder obtener una conclusién a este respecto. - -
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Capitulo VIII

Conclusiones

1.-Se establecieron las condiciones dptimas de la reaccion de RT-PCR semi-cuantitativo

para el andlisis de la expresion del transcrito de utrofina. La, metodologfa demostré ser

sensxble y reproducxble. ‘

iveles de expresion

'lvc;_s'niveles més bajos

los mveles de expresnon de la utrofina al

comparar los te_udos de los ratones snlvestres y _ dx TEE
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oatroﬁn' csmdo de desgaste del musculo,
dlsmmuclon del tamaﬁo de la’ fibra muscular

mdw ual ha‘ ia una pérdnda progreswa ‘de

mlol‘ nllas. s

,_-bi'd'log(u ‘moleculir: i'ama de I - biologia
“nacida a ralz de la” |denufca¢:|én de’ la
‘naturaleza quimica (molecular) del matenal

genético.” Se hace rcfcrencm a .la blologla

molecular al hablar de es(udlos o téc cas
centradas en . los gencs y sus productos

inmediatos, las proteinas.
“célula ~madre de. la
el

manuen ’Cl’l eserva Cll CS(BdO qunesccme.

ecélula satéllt

(I(‘;é:de un adulto, se

musculatura esq
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Capitulo IX

ecepa silvestre: variedad natural de un
determinado organismo. Su contraparte es

una cepa mutante que contiene lesiones

particulares en su genoma,




sintetizar una proteina en grandes canndadcs ’

mediante su clonacién, Molécula sintetizada a
partir de una cadena de RNA por accién de la

transcriptasa reversa,

*DNA genémico: la totalldad del DNA que

forma parte del genoma de una célula

-dommlo rchén discreta 'y contmua de una
de“aminodcidos o de nucleétidos

con ~una - funcién

Es ‘una_ consecuencia de lesion

. muscular o de degeneracién.

Ogene_reglén del DNA que controla una
cterlstlcn heredltarm discreta. Segmento
e DNA mvolucrado en la produccién de una
- cz;dena pohpeplidnca, abarca la unidad
funclonal completa incluyendo las secuencias
- codificantes, reguladoras no codificantes y

los intrones,

egene housckeeping: genes constitutivos que
se expresan extensamente debido a que
proporcionan funciones bdsicas " necesarias

para el mantenimiento de todo tipo celular.

Oscar Herndnder Herndndez

egenéma: termino que se refiere a todo el . .- . ...

material genético de un organismo vivo.

ein vitro: se refi tere _a condlclones
experimentales en las que no exlstcn células u- -

organismos vwos. Condlcloncs dadas en un -

eintrén: regnén no codnf cantc de un gene,

eucanétlco que se transcrlbe a RNA pero que

se ehmm ‘mc la* maduraclén o el

procesamlento del transcnlo prlmarlo

onsoformas. muluplcs ormas, de una misma
prolelna que dxfe

secucncna de

guxendo tres pautas de lectura

" diferentes.

ematriz extracelular; red de polisaciridos y
de proteinas secretada por la célula. Elemento
estructural que influye en el desarrollo y la

fiosiologia celular.

e mioblasto: célula mononucleada ¢
indiferenciada precursora de una fibra
muscular. Una célula de masculo esquelético

se forma por la fusiéon de varios mioblastos.
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_-mutaclén, alteracién heredable en |la en la sintesis de proteil Se diferenci " por

: secuencla de nucledtidos de la molécula de su coefici de sedimentacién ;oho TRNA

DNA. .. _ 28, 18S, etc. -

-nuclcbtldo umdad fundamental de " los’. ','.s>p‘i‘icing.

: procesamlento o madumclén dcl
3 acndos nuclexcos Consutulda por una base‘ ; :
;vimtrogenada, un aziicar y un; fosfato.’ Un
ollgonucleéudo es un pol'imeroV
. ‘nucledtidos de longxtud corta (gcnemlmcntc
’alrcdedor de 25 bases)

-promotor. regién del DNA mvolucrada en

la umén de la RNA pohmerasa pnra iniciar la

transcrlpcwn.

trgnsi:ripcién: proceso mediante el cual un:

L de Ia estruc(ura del nbosomay que pamc:pé DNA 'a pamr de una molécula ‘de RNA
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Capitulo X
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